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RESUMO

INVESTIGACAO DO MECANISMO DE ACAO DO ACIDO a-LIPOICO (ALA) EM VIA
DOPAMINERGICA NO MODELO DE MANIA INDUZIDO POR D-ANFETAMINA

O &cido a-lipdico (ALA) € um composto antioxidante e anti-inflamatério de ocorréncia
natural que tem sido amplamente estudado como adjuvante no tratamento de diversas
doencas neuropsiquiatricas. Apesar da crescente lista de aplicacbes clinicas, 0s
mecanismos de acdo do ALA permanecem elusivos. Neste contexto, o tratamento
farmacologico do transtorno afetivo bipolar (TAB) apresenta muitas limitacdes,
principalmente relacionadas a seus efeitos adversos, sendo evidenciada a
necessidade da busca por novas terapéuticas. Baseado nisto, o presente estudo foi
proposto para investigar a acdo do ALA em via dopaminérgica utilizando o modelo de
mania induzido por D-anfetamina (ANF). Foram utilizados camundongos Swiss SPF
(specific pathogen free) fémeas (20-25g), provenientes do biotério do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do
Ceara (UFC). Os animais foram tratados com ANF (2 mg/kg, i.p.) ou salina (i.p) por 14
dias e olanzapina (OLA, 2 mg/kg, i.p.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou ambas do 8° ao 14°
dia do protocolo experimental. O peso dos animais foi registrado no 1° e no 14° dias
de tratamento, imediatamente antes das administracdes. Duas horas apés a Ultima
administracdo de anfetamina, o0s animais foram submetidos aos testes
comportamentais de campo aberto, labirinto em cruz elevado, interacdo social e
labirinto em Y. Posteriormente, os animais foram eutanasiados por decapitacdo e o
hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) foram dissecados para a investigacdo dos
niveis de dopamina (DA) e &cido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) no HC e
mensuracao da expressao génica dos receptores de dopamina D2 e D3 no CE. Foi
observado que a administracdo de ALA em associacdo com OLA em camundongos
fémeas submetidos ao modelo de mania induzido por ANF foi efetiva na prevencéao
do ganho de peso causado por OLA nestes camundongos. Além disso, este estudo
demonstrou a reversdo da hiperlocomocéo e comportamento exploratorio no campo
aberto induzidos pela administracdo crénica de ANF através dos tratamentos com
OLA, ALA ou as duas drogas combinadas, e reversdo do comportamento de risco
induzido por ANF no labirinto em cruz elevado através da administracdo de ALA
sozinho (no tempo de permanéncia nos bragos abertos ou nimero de mergulhos) ou
combinado com OLA (apenas no numero de mergulhos). A administracdo crénica de
ANF ndo causou alteracdes na sociabilidade e memoria de trabalho destes animais.
A andlise neuroquimica revelou um aumento na razdo DOPAC/DA no HC no grupo
ANF em comparacédo ao controle. No CE, observamos um aumento da expressao do
receptor D2 induzido por OLA, que foi revertido no tratamento com OLA e ALA em
associagcado, e aumento da expressao do receptor D3 induzido por OLA ou ALA,
também revertido no tratamento com as duas drogas em associa¢do. Por fim, o estudo



computacional revelou uma possivel interagdo do ALA no sitio ortostérico dos
receptores de dopamina D2 e D3, através de um padréo diferente daguele observado
para DA ou OLA. Juntos, estes resultados demonstram a reversao das alteracdes
comportamentais induzidas por ANF através do uso do ALA, sozinho ou combinado
com OLA, e ddo suporte as evidéncias sobre a acdo direta de ALA sobre a
neurotransmissdo dopaminérgica, além de indicar uma acdo preferencial desta
molécula sobre o sitio ortostérico dos receptores D3. Visto que o ALA ja tem eficacia
comprovada na clinica na reversao de diversos sintomas neuropsiquiatricos, este
estudo buscou aprofundar os conhecimentos sobre os seus diversos sitios e
mecanismos de acado, podendo ser util na ampliacdo do seu uso clinico.

PALAVRAS-CHAVE: Acido a-lipdico; Mania; D-anfetamina; Biologia computacional;
Receptores dopaminérgicos.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE MECHANISM OF ACTION OF a-LIPOIC ACID (ALA) ON
DOPAMINERGIC PATHWAY IN THE D-AMPHETAMINE INDUCED MANIA MODEL

a-lipoic acid (ALA) is a naturally occurring antioxidant and anti-inflammatory compound
that has been widely studied as an adjuvant in the treatment of various
neuropsychiatric diseases. Despite the growing list of clinical applications, ALA's
mechanisms of action remain elusive. In this context, the pharmacological treatment
of bipolar affective disorder (BD) has several limitations, mainly related to its adverse
effects, highlighting the need to search for new therapies. Based on this, the present
study was proposed to investigate the action of ALA in the dopaminergic pathway using
the mania model induced by D-amphetamine (ANF). Swiss SPF (specific pathogen
free) female mice (20-25¢g), from the vivarium of the Nucleus for Research and
Development of Medicines (NPDM) of the Federal University of Ceara (UFC), were
used. The animals were treated with ANF (2 mg / kg, ip) or saline (ip) for 14 days and
olanzapine (OLA, 2 mg/ kg, ip), ALA (100 mg / kg, vo) or both from the 8th to the 14th
day of the experimental protocol. The animals' weight was recorded on the 1st and
14th days of treatment, immediately before the administrations. Two hours after the
last amphetamine administration, the animals were submitted to open field, elevated
plus maze, social interaction and Y-maze behavioral tests. Subsequently, the animals
were euthanized by decapitation and the hippocampus (HC) and striatum (ST) were
dissected to investigate the levels of dopamine (DA) and 3,4-dihydroxyphenylacetic
acid (DOPAC) in HC and to measure the gene expression of dopamine D2 and D3
receptors in ST. It was observed that the administration of ALA in association with OLA
in female mice submitted to the ANF-induced mania model was effective in preventing
the weight gain caused by OLA in these mice. In addition, this study demonstrated the
reversal of hyperlocomotion and exploratory behavior in the open field induced by
chronic administration of ANF through treatments with OLA, ALA or the two drugs
combined, and reversal of risk behavior induced by ANF in the elevated plus-maze
through the administration of ALA alone (in the length of stay in the open arms or
number of head dips) or combined with OLA (only in the number of head dips). The
chronic administration of ANF did not change the sociability and working memory of
these animals. The neurochemical analysis revealed an increase in the DOPAC/DA
ratio in HC in the ANF group compared to the control. In the ST, we observed an
increase in the expression of the D2 receptor induced by OLA, which was reversed in
the treatment with OLA and ALA in combination, and an increase in the expression of
the D3 receptor induced by OLA or ALA, also reversed in the treatment with the two
drugs in combination. Finally, the computational study revealed a possible interaction
of ALA at the orthosteric site of dopamine D2 and D3 receptors, through a different
pattern than that observed for DA or OLA. Together, these results demonstrate the



reversal of behavioral changes induced by ANF through the use of ALA, alone or
combined with OLA, and support the evidence about the direct action of ALA on
dopaminergic neurotransmission, in addition to indicating a preferential action of this
molecule on the orthosteric site of D3 receptors. Since ALA already has proven efficacy
in the clinic in reversing several neuropsychiatric symptoms, this study sought to
deepen the knowledge about its different sites and mechanisms of action, and may be
useful in expanding its clinical use.

KEYWORDS: a-lipoic acid; Mania; D-amphetamine; Computational biology; Dopamine
receptors.
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1 INTRODUCAO
1.1 Transtorno Afetivo Bipolar

O transtorno afetivo bipolar (TAB) é um transtorno psiquiatrico caracterizado
pela oscilagdo entre periodos de depressao e periodos de humor altamente elevado,
sendo este ultimo estado referido como mania, quando mais severo, ou hipomania,
guando mais brando. Estas alternancias entre extremos de humor sao observadas na
histéria da humanidade desde os tempos antigos, tendo sido primeiramente descrita
por Hipdcrates (460-377 a.C.) (ANGST; MARNEROS, 2001). De acordo com o Manual
Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, 52 edicdo (DSM-V) (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013), a caracteristica essencial do episddio maniaco
€ o0 periodo de humor notavelmente alterado, que deve permanecer elevado,
expansivo ou irritavel por, no minimo, uma semana. Além disso, para confirmar o
diagndstico, é necesséaria a presenca concomitante de trés ou mais dos seguintes
sintomas: aumento da atividade dirigida a objetivos ou agitacdo psicomotora,
necessidade de sono reduzida, envolvimento constante em atividades com elevado
potencial de risco, autoestima aumentada, aumento da fala, fuga de ideias e
distratibilidade.

O TAB é classificado em trés tipos principais (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013). O tipo 1 define-se quando ha pelo menos um episodio de
mania, com ou sem episédios de depressao, enquanto no tipo 2 ha pelo menos um
episodio de hipomania, mas ndo de mania, e um de depressédo maior. O terceiro tipo,
chamado de transtorno ciclotimico, envolve varios periodos com sintomas
hipomaniacos ou depressivos, mas que se apresentam de maneira insuficiente para

satisfazer os critérios de definicdo do TAB tipo 1 ou 2.

O transtorno afetivo bipolar traz importante impacto individual e social.
Episédios recorrentes de mania e depressdo podem causar graves deficiéncias
funcionais, como desempenho irregular no trabalho, aumento das taxas de divércio e
dificuldade de socializacdo (GROVER; NEHRA; THAKUR, 2017; KAPCZINSKI et al.,
2016). Ademais, ha um alto risco de mortalidade associado com o TAB, visto que de
30 a 50% dos pacientes chegam a cometer tentativas de suicidio (SCHAFFER et al.,
2015), conferindo ao TAB a maior taxa de suicidio entre os disturbios afetivos (GONDA

etal., 2012).
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Considerando os tipos 1 e 2, o TAB afeta mais de 1% da populagcéo em geral,
independente de etnia, nacionalidade ou posicdo econémica (VIETA et al., 2018).
Apesar de ndo haver diferenca na incidéncia do TAB tipo 1 em relacdo ao género,
pacientes do sexo feminino apresentam maior susceptibilidade a ciclagem rapida ou
episédios mistos e taxas mais altas de transtornos alimentares e transtorno por uso
de alcool (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Além disso, evidéncias
apontam que o TAB tipo 2 é mais comum em mulheres do que em homens (NIVOLI
et al., 2011).

Apesar dos esforgos voltados para o estudo do TAB, sua etiologia permanece
incerta. Atualmente, existem evidéncias para a presenca de alteracGes estruturais e
funcionais no cérebro (HIBAR et al., 2018; PHILLIPS; SWARTZ, 2014; WISE et al.,
2016), em marcadores de estresse oxidativo (BROWN; ANDREAZZA; YOUNG, 2014),
na funcdo mitocondrial (ANDREAZZA; DUONG; YOUNG, 2018), em marcadores
inflamatérios (GOLDSMITH; RAPAPORT; MILLER, 2016), no ciclo circadiano (MELO
et al., 2017) e no sistema dopaminérgico (ASHOK et al., 2017). Porém, ainda é um
desafio interligar estes achados e distinguir entre as causas e efeitos secundarios ao
distarbio (HARRISON; GEDDES; TUNBRIDGE, 2018).

Sabe-se que tanto fatores genéticos quanto ambientais estdo envolvidos no
transtorno bipolar (MUHLEISEN et al., 2014). Os fatores genéticos parecem ser
responsaveis por grande parte do risco de desenvolver o TAB, sendo que os
descendentes de um individuo afetado tem este risco aumentado em cerca de 10
vezes (CRADDOCK; SKLAR, 2013). Por outro lado, os fatores de risco ambientais
assemelham-se aqueles que também séao fatores de risco para o desenvolvimento de
varios outros disturbios psiquiatricos, nao parecendo haver especificidade para o TAB
(MARANGONI; FAEDDA; BALDESSARINI, 2018).

1.1.1 Tratamento Farmacolégico do TAB

De acordo com (SCAINI et al., 2020), a Unica droga considerada
estabilizadora do humor e, portanto, especifica para o tratamento do TAB, é o litio.
Somado a isto, estéo a alta toxicidade do litio, principalmente para os rins e glandulas
tireoide e paratireoide, e seus efeitos colaterais, que vao de nauseas, diarreia e

tremores até prejuizo cognitivo (GITLIN, 2016). Dessa forma, a terapéutica do TAB se
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baseia muito em drogas desenvolvidas para o tratamento de outras doencas

neuropsiquiatricas.

O tratamento do TAB geralmente comeca com o objetivo de levar o paciente
com mania ou depressdo a reversao dos sintomas e ao humor estavel (BUTLER et
al., 2018). Isto é um problema especialmente relevante no tratamento da fase
depressiva do TAB, onde séo utilizados os antidepressivos. Tem sido amplamente
observado que o tratamento com estas drogas em monoterapia pode induzir a
reversao da depressao para um quadro de mania (VERMA; MOHAPATRA, 2015).
Assim, o uso de antidepressivos no TAB deve ser feito em associagdo com uma droga

para o controle da mania.

Na fase da mania, uma classe de drogas muito utilizadas sdo os
antipsicéticos. Os antipsicoticos de segunda geracdo (ou atipicos) apresentam como
principal vantagem um menor risco de inducao de sintomas extrapiramidais (EPS) em
relacdo aos antipsicéticos classicos. Dentre estas drogas, a olanzapina destaca-se
como o primeiro antipsicotico atipico a ser indicado para o tratamento de episédios de
mania aguda (NARASIMHAN; BRUCE; MASAND, 2007). O mecanismo de acdo da
olanzapina é baseado principalmente no antagonismo dos receptores de dopamina,
responsavel pelo controle dos sintomas positivos, e serotonina, que ajuda a diminuir
0s sintomas negativos. Evidéncias sugerem uma menor ocupacao da olanzapina nos
receptores D2/D3 das regides nigrostriatais do que das regibes mesolimbicas
(KESSLER et al., 2005; BIGLIANI et al., 2000), o que poderia explicar a diminuicao da

ocorréncia de EPS.

Apesar dos beneficios, um efeito adverso comum gerado por antipsicoticos
atipicos € o ganho de peso induzido pelo tratamento, com alto risco de efeitos
metabdlicos e cardiovasculares (UCOK; GAEBEL, 2008). Assim, o tratamento com
olanzapina é associado a sensibilidade a insulina reduzida, intolerancia a glicose e ao
desenvolvimento de comorbidades como diabetes melltus e doencgas
cardiovasculares, o que leva ao comprometimento da adesdo dos pacientes ao

tratamento.

Diante do exposto, é possivel perceber que o tratamento farmacoldgico do

TAB ainda tem eficacia limitada em estabilizar a doenca a longo prazo (BUTLER et
al., 2018). Uma grande barreira € encontrar um equilibrio entre os extremos da
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doenca, sendo que o tratamento de um quadro pode acabar revertendo ao outro. Além
disso, a terapéutica atual falha em prevenir o dano residual e deficiéncia funcional

progressiva observados em pacientes com TAB (SCAINI et al., 2020).

1.2 Sistema Dopaminérgico

A dopamina (DA) é um neurotransmissor presente tanto no sistema nervoso
periférico quanto central, cuja atividade esta envolvida em processos neuroldgicos
vitais, tais como 0s mecanismos de recompensa, controle das emoc¢des, movimento
e fun¢des cognitivas (KLEIN et al., 2018). Uma vez que varias das fun¢des do sistema
dopaminérgico estdo relacionadas com a sintomatologia do TAB, ele é descrito como

sendo um dos principais neurotransmissores envolvidos neste disturbio.
A transmissdo dopaminérgica ocorre por quatro vias centrais (Figura 1):

* Via mesolimbica: projecdes da area tegmental ventral (ATV) a componentes
do sistema limbico (nucleo acumbens, hipocampo e amigdala). Esta envolvida na

regulacdo de emocdes e motivacao.

» Via mesocortical: projecdes da ATV as areas corticais limbicas, como o
cortex piriforme, entorrinal e principalmente para o cértex pré-frontal. Relacionada com

fungBes cognitivas, memoria, atengdo, comportamentos emocionais e aprendizagem.

* Via nigroestriatal: projeta-se da substancia negra ao estriado. Relaciona-se
a coordenacao de movimentos voluntarios. Deficiéncias nessa via estéo relacionados

a disturbios motores, como acatisia, distonia, tremores, etc.

 Via tuberoinfundibular: projegbes do nucleo arqueado do hipotalamo a

glandula pituitaria, envolvida principalmente no controle de prolactina.
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Figura 1 — Vias dopaminérgicas centrais.
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Fonte: Okinawa Institute of Science and Technology Graduate University website, adaptado. Disponivel
em: https://lwww.oist.jp/news-center/photos/dopamine-pathways.

A dopamina desempenha seu efeito biologico interagindo com receptores
especificos pertencentes a superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCR,
do inglés: G protein-coupled receptors), cujos membros apresentam consideravel
conservacdo de sequéncia, especialmente em seus dominios transmembrana
(ROSENBAUM; RASMUSSEN; KOBILKA, 2009). Estes receptores possuem, na
porcédo citoplasmatica, uma proteina de ligagcéo a nucleotideos de guanosina (proteina
G), que tem a capacidade de ativar cascatas de sinalizacdo através da ativacdo de

enzimas efetoras responsaveis pela sintese de segundos mensageiros intracelulares.

Os receptores de dopamina séo divididos em duas subfamilias: D1-simile (D1
e D5) e D2-simile (D2, D3 e D4), distincdo baseada tanto na identidade de sequéncia
como nas diferencas de sinalizag&o intracelular (MISSALE et al., 1998). Os receptores
D1-simile sao constituidos por uma longa cauda C-terminal e uma alca citoplasmatica
curta entre as hélices transmembranares 5 e 6. Os integrantes dessa familia ativam a
enzima adenilil ciclase através da subunidade alfa da proteina G estimulatéria (Gs),
aumentando os niveis de AMP ciclico (CAMP), assim como também aumentam a

concentracdo de Ca?* intracelular, e ativam a proteina cinase C (PKC). Os receptores
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D2-simile apresentam uma cauda C-terminal curta e uma longa alga citoplasmética
entre as hélices 5 e 6. Esses receptores sdo acoplados a proteina G inibitoria (Gi) com
efeito inibitério sobre a adenilil ciclase, reduzindo os niveis de cAMP e Ca?* intracelular
e hiperpolarizando a célula (MISSALE et al., 1998).

Dentre os receptores dopaminérgicos de origem humana, o D2, D3 e D4
possuem suas estruturas depositadas no banco de dados PDB (Protein Data Bank).
O receptor D3 (PDB: 3PBL) foi o primeiro a ter sua estrutura elucidada, tendo sido co-
cristalizado com o seu antagonista eticloprida e suas coordenadas atdmicas
determinadas por meio da técnica de difracdo de raios X, com resolucéo final de 2,89
A (CHIEN et al., 2010). Recentemente, as estruturas dos receptores D2 (PDB: 6CM4,
resolucéo: 2,867 A) e D4 (PDB: 4WIU, resolucdo: 1,962 A) também puderam ser
determinadas por meio da mesma técnica, tendo estes receptores sido co-
cristalizados com seus antagonistas risperidona e nemoraprida, respectivamente
(WANG et al., 2017, 2018). A disponibilidade destas estruturas cristalograficas
representa uma nova possibilidade de estudo do funcionamento deste receptor

através de técnicas de biologia estrutural e computacional.
1.3 Hip6tese Dopaminérgica do TAB

Como citado anteriormente, o TAB envolve alternacbes entre estados de
mania e de depressdo, sendo a Ultima caracterizada por baixos niveis de
noradrenalina, serotonina e dopamina no cérebro. Estas monoaminas atuam
modulando diversas funcdes relacionadas ao sistema limbico, funcbes enddcrinas,
metabdlicas e, principalmente, o comportamento, sendo que o mecanismo de acao
das drogas antidepressivas é baseado neste aspecto. Assim, eles atuam de forma a
aumentar a disponibilidade destes neurotransmissores nas fendas sinapticas.
Bottlender e colaboradores observaram que, quando tratados com antidepressivos,
pacientes bipolares deprimidos alternavam o seu quadro depressivo para 0 maniaco,
especialmente se tratados com antidepressivos triciclicos e inibidores da monoamina
oxidase (MAO) (BOTTLENDER et al.,, 1998). Este fato € uma evidéncia de que

alteracOes na regulacdo dos sistemas de monoaminas estariam envolvidas no TAB.

Neste contexto, varios dos sintomas de humor, cognicdo e comportamento
observados no TAB podem estar relacionados com a hiperatividade do sistema
dopaminérgico, especificamente. Esta relacdo pode ser melhor estabelecida através
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da observacgéo de que substancias psicoestimulantes, que aumentam a atividade de
dopamina no cérebro, como as anfetaminas (BERK et al., 2007), e a L-dopa, que é
um precursor da dopamina, podem desencadear crises de mania em pacientes
bipolares ou com predisposicdo ao transtorno afetivo bipolar (ACKENHEIL, 2001,
BUNNEY et al., 1972; GERNER; POST; BUNNEY, 1976). Além disto, o uso de drogas
psicoestimulantes produz uma apresentacao clinica similar a mania em pacientes
normais (JACOBS; SILVERSTONE, 1986). As alteracdes dos niveis de dopamina que
ocorrem entre os episodios de mania e depressdao no TAB sdo descritas como a
sindrome da desregulacdo dopaminérgica (BERK et al., 2007).

Os achados em cérebros de pacientes em estado maniaco indicam aumento
da atividade cerebral no hipocampo e corpo estriado e diminuicdo da atividade no
cortex pré-frontal em comparacdo a controles saudaveis (BROOKS; HOBLYN;
KETTER, 2010; HULVERSHORN et al., 2012). Este desequilibrio pode resultar em
irritabilidade, impulsividade, reagcdes emocionais exacerbadas e disfuncdo cognitiva
(MALETIC; RAISON, 2014). Entretanto, estes autores argumentam que o0 quadro
clinico do TAB néo parece ser explicado por mudancas em areas especificas, mas

sim por altera¢cées em redes neurais interconectadas.

1.4 Modelo animal de mania induzido por D-anfetamina

Dada a caracteristica complexa do TAB de oscilagcédo entre quadros opostos
(mania e depressao), torna-se um desafio encontrar modelos animais que mimetizem
o disturbio como um todo. No entanto, baseando-se nas observacdes acerca do TAB,
modelos animais puderam ser desenvolvidos para o estudo da mania separadamente.
Dentre eles esta o modelo de mania induzido por D-anfetamina, reconhecido como o
‘padrdo ouro” para o estudo da mania (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). A
hiperatividade induzida por anfetamina foi inicialmente proposta com a
coadministracdo de clordiazepdxido e dexanfetamina (DAVIES et al., 1974) e, mais
tarde, com a administracdo de D-anfetamina na dose de 1,5 mg/kg (CAPPELIEZ;
MOORE, 1990).

Dentre as caracteristicas deste modelo estdo o aumento da atividade
locomotora, que representa sua validade de face, a presenca de achados fisioloégicos

registrados no TAB, como a exacerbacdo do sistema dopaminérgico e estresse
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oxidativo, representando sua validade de constructo, e a possibilidade de reverséo do
guadro por estabilizadores do humor e outras drogas utilizadas na clinica, como litio
e valproato, representando sua validade preditiva (ARENT et al., 2011; MACEDO et
al., 2012; MACHADO-VIEIRA et al., 2004; NESTLER et al., 2002). Novos modelos
animais estdo sendo desenvolvidos no sentido de tentar reproduzir a ciclagem de
humor presente no TAB e entender as mudancas fisioldgicas que levam a ocorréncia
destes episadios (VALVASSORI et al., 2019; YOUNG; DULCIS, 2015).

Uma vez administrada, a anfetamina causa um aumento dos niveis
extracelulares de dopamina, principalmente no corpo estriado, por diferentes
mecanismos (CALIPARI; FERRIS, 2013). Ela atua como substrato do transportador
de dopamina (DAT), assim inibindo competitivamente a recaptacdo de dopamina da
fenda sinaptica, antecipa a liberacao de vesiculas de dopamina e, ainda, promove 0
transporte reverso de dopamina através do DAT. As principais vias dopaminérgicas
envolvidas nos efeitos comportamentais induzidos pela anfetamina sdo as vias
nigroestriatal e mesolimbica (YATES et al., 2007). Estudos recentes demonstram que
a administracdo de anfetamina causa alteracdes morfolégicas e morte neuronal no
hipocampo (ARROYO-GARCIA et al., 2020) e a ativacdo persistente desta area
cerebral estaria relacionada com a sensibilizagcdo comportamental a anfetamina
(LODGE; GRACE, 2008).

1.5 Acido a-lipéico

O acido a-lipdico (ALA) € um composto antioxidante e anti-inflamatério de
ocorréncia natural que esta envolvido no metabolismo energético das células. Ele
pode existir na forma de dois enantiomeros (R e S), apesar de apenas a forma R
ocorrer naturalmente. O ALA é um composto anfipatico cuja estrutura quimica
apresenta dois grupos tiéis, que podem estar na forma oxidada ou reduzida (Figura
2). Assim, o ALA (forma oxidada) e sua forma reduzida, denominada acido
dihidrolipdico (DHLA), formam um poderoso par redox que atua tanto em meio aquoso
como lipidico, atribuindo a este composto a caracteristica de participar de uma
variedade de reacfes bioguimicas de oxirreducdo e atuar em diferentes moléculas
(DE ARAUJO et al., 2013). Este acido é um componente importante de um complexo
mitocondrial de quatro proteinas que fazem parte do metabolismo da glicina, além de
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ser cofator do complexo piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase
(HILLER et al., 2016). Um fator importante sobre o ALA é que, além da sua alta
capacidade antioxidante propria, ele consegue também recuperar as formas reduzidas
de outros antioxidantes naturais presentes nas células. Além de possuir a atividade
de eliminar radicais livres (PACKER; KRAEMER; RIMBACH, 2001), o ALA também
atua como quelante metélico (GHIBU et al., 2009) e agente restaurador dos niveis

intracelulares de glutationa reduzida.

Figura 2 — Estrutura quimica do acido a-lipéico (ALA).

Fonte: Elaborado pela autora. Estrutura mostrada em visualizacdo bola e bastdo, com os carbonos
coloridos em cinza, oxigénio em vermelho, enxofre em amarelo e hidrogénios em branco.

Devido as suas atividades biolégicas, o ALA tem sido amplamente estudado.
Este composto demonstra multiplos efeitos benéficos, especialmente no tratamento
de doencas neuropsiquiatricas que envolvem mecanismos inflamatérios e oxidativos
(SOUSA, C. et al., 2018; TIBULLO et al., 2017). Perera e colaboradores (PERERA et
al., 2011) demonstraram que o tratamento com ALA reduziu significativamente o dano
neuronal decorrente da inducdo de estresse oxidativo. De modo similar, Paradells-
Navarro e colaboradores (PARADELLS-NAVARRO et al., 2017) demonstraram o
efeito neuroprotetor de ALA em células nervosas submetidas a estresse oxidativo e
relacionaram o efeito observado com o aumento da razdo GSH/GSG, resultante da
conversdo da forma oxidada para a forma reduzida de glutationa. Assim, acredita-se
gue a acao neuroprotetora ALA esteja relacionada, principalmente, com sua atividade
antioxidante (VASCONCELOS et al., 2015; ZHAO et al., 2017).

A producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que ocorre no
estresse oxidativo pode estimular e acelerar processos inflamatérios (MITTAL et al.,
2014), de modo que o ALA também atua na prevencédo destes processos. Dessa

forma, diversos autores apontam os efeitos benéficos de ALA no sistema nervoso

25



central relacionados a neuroinflamagé&o e sugerem seu uso terapéutico e nutracéutico
(ARROLL; WILDER; NEIL, 2014; SHAY et al., 2009).

Dentre os mecanismos que poderiam explicar os efeitos benéficos de ALA em
doencas neuropsiquiatricas esta sua possivel acdo sobre o sistema dopaminérgico.
Um estudo demonstrou que ALA reverte o aumento da expressao de D2 induzida por
haloperidol, um antipsicotico de primeira geracdo, sugerindo que ALA tem parcial
efeito sinérgico com drogas antipsicoticas pelo mesmo mecanismo (DESLAURIERS
et al., 2014). De fato, a acdo adjuvante do &cido a-lipéico em associacdo com drogas
antidepressivas e antipsicoticas vem sendo investigada com sucesso em nosso grupo
de pesquisa (SAMPAIO et al.,, 2017; SILVA et al., 2016; SOUSA, C. et al., 2015;
VASCONCELOS et al., 2015). Alguns de nossos estudos recentes demonstraram
efeito sinérgico do ALA com clorpromazina ou clozapina em modelos animais de
esquizofrenia induzida por cetamina (SAMPAIO et al., 2017; VASCONCELOS et al.,
2015). Além disso, o tratamento com ALA resultou na melhora do comportamento
depressivo, reducdo dos niveis de estresse oxidativo, diminuicdo do
comprometimento cognitivo e social e aumento do suporte neurotréfico em modelos
animais de depresséao (SILVA et al., 2013, 2016; SOUSA, C. et al., 2015).

Em adicdo aos efeitos no sistema nervoso central, € sabido que o ALA tem
um impacto positivo no metabolismo. Estudos pré-clinicos indicam uma reducéo da
atividade de AMPK no hipotadlamo induzida por ALA. Este mecanismo reduz a
sensacao de fome, levando a diminui¢do da ingestdo de alimentos e, principalmente,
a perda de peso (PRIETO-HONTORIA et al., 2013; WANG et al., 2010). Com relacéo
aos estudos em humanos, também hé& evidéncias de uma atividade anti-obesidade do
ALA (HUERTA et al., 2015; KOH et al., 2011), embora os efeitos sobre a perda de
peso parecam ser limitados, pois alguns estudos indicam que o ALA néo influencia o
peso corporal (ANSAR et al.,, 2011; MCNEILLY et al., 2011). Apesar disso, 0 ALA
também demonstrou aumentar a sensibilidade a insulina e prevenir a sindrome
metabdlica (PACKER et al., 2001; ZIEGLER, 2004).

1.6 Biologia computacional

As técnicas de biologia computacional tém como objetivo avaliar e interpretar

sistemas biolégicos complexos por meio de uma descri¢ao fisica dos componentes do
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sistema. A execucado deste tipo de andlise requer, inicialmente, que o alvo proteico
tenha a sua estrutura tridimensional elucidada. Assim, a aplicacdo da biologia
computacional se beneficia da disponibilidade de técnicas que permitem a
determinacao das estruturas tridimensionais de macromoléculas, como as técnicas de
difracdo de raios-X, ressonancia magnética nuclear (RMN) ou a modelagem molecular
por homologia (BLUNDELL et al., 2006; RAHA, 2007.; MATTA, 2010; ZHOU, 2010).
Abordagens computacionais baseadas em estrutura para o estudo de interacdes entre
proteinas e ligantes incluem o docking molecular e a dindmica molecular, sendo
ambos os métodos baseados em mecanica classica (SLIWOSKI et al., 2014), e
estratégias que permitem calcular a energia de interacdo de sistemas biologicos a

nivel quantico, que permitem uma maior acuracia nas analises (HAFNER, 2010).
1.6.1 Docking Molecular

O docking molecular (ou atracamento molecular) € um método que permite
predizer o modo de ligacdo mais provavel de um ligante com uma proteina para formar
um complexo estavel (LENGAUER; RAREY, 1996). Este método é apontado como
uma poderosa ferramenta para descoberta de drogas baseada em estrutura, ja que
considera exatamente a complementaridade estrutural entre uma molécula e um alvo
proteico. Além de abordagens para desenvolvimento de farmacos, o docking
molecular também tem sido utilizado para elucidar processos bioquimicos ou expandir
a compreensao sobre o modo de interacdo entre ligantes e macromoléculas ou, até
mesmo, entre macromoléculas distintas (KITCHEN et al., 2004; LENGAUER; RAREY,
1996).

O método é composto por um algoritmo de busca, que investiga possiveis
conformacdes e orientagcbes do ligante no sitio alvo considerando interacfes
eletrostaticas, de van der Waals e a complementaridade estrutural, e uma funcéo de
avaliacdo de energia, denominada funcdo score, que determina aquelas mais
relevantes (GUEDES, 2014). Diversos softwares para célculos de docking molecular
estdo disponiveis atualmente, cada um com seu algoritmo de busca e funcéo score
préprios (VERLI, 2014).

1.6.2 Bioquimica quéntica

Os métodos de mecéanica quantica apresentam uma grande vantagem em

relacdo a métodos baseados em mecanica molecular por conta da sua elevada
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acuracia. Porém, o calculo mecéanico quantico preciso de energias de interacdo para
moléculas bioldgicas representa um grande desafio em bioquimica computacional,
pois a biomoléculas como proteinas e acidos nucléicos normalmente possuem um

grande numero de atomos, demandando elevada capacidade computacional.

O Fracionamento Molecular com Capas Conjugadas (MFCC, do inglés,
Molecular Fractionation with Conjugate Caps) € um meétodo que permite aplicar
mecanica quantica para obter uma descricdo precisa de sistemas bioldgicos,
fornecendo célculos ab initio de energias de interacdo entre, por exemplo, um farmaco
e seu alvo proteico (ZHANG; ZHANG, 2003). A técnica consiste na fragmentacao de
sistemas compostos por grandes moléculas, como proteinas, em pequenas partes
gue conservam as propriedades eletrénicas e estruturais do sistema. Desta forma, é
possivel calcular a energia individual de cada uma destas partes e obter a energia
total do sistema (OURIQUE et al., 2016).

A aplicacdo de calculos de bioquimica quéantica pode ter um importante
impacto na predicdo de afinidades de ligacdo e calculo das energias envolvidas em
interacdes proteina-ligante. Desta forma, a técnica pode servir como base para a
descricdo do modo de interacdo de drogas existentes com alvos proteicos, bem como
para a concepcao de novos agentes terapéuticos. Célculos quanticos foram aplicados
na investigacdo de possiveis novos compostos inibitdrios ao virus da dengue
(OURIQUE et al.,, 2016). SOUSA et al. (2016) mostraram, por meio de analise
guantica, como ocorre a interacdo entre dois complexos proteicos envolvidos no
equilibrio de modelacéo 6ssea do corpo humano. ZANATTA et al. (2012) utilizaram a
mesma metodologia para demonstrar como ocorre a interagdo do antipsicotico

eticloprida com o receptor D3.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Para além dos efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes, evidéncias apontam
para uma influéncia do ALA no sistema dopaminérgico no cérebro (DESLAURIES et
al., 2011). Enquanto isso, o estudo da hiperatividade induzida por anfetamina tem sido
largamente utilizado como um modelo para o estudo da mania. Macedo et al. (2012)
utilizaram o modelo de mania induzida por anfetamina e demonstraram a reversao do
comportamento hiperativo em camundongos por ALA nas doses de 50 ou 100 mg/kg.
No presente estudo, pretende-se avaliar o efeito do ALA sobre o comportamento e
sobre a neurotransmissdo dopaminérgica em animais submetidos ao modelo de
mania induzido por anfetamina, a fim de investigar o seu mecanismo de acdo em via
dopaminérgica, bem como sua possivel ligacdo em receptores D2 e D3 através de

docking molecular.

Como discutido anteriormente, o tratamento farmacologico do TAB apresenta
limitacBes que vao desde a dificuldade em alcancar um equilibrio entre os extremos
da doenca até a quantidade excessiva de efeitos colaterais associados. Além disso,
aa drogas atualmente utilizadas falham em prevenir o dano residual e deficiéncia
funcional progressivos observados no TAB. Tendo em vista 0os mudltiplos efeitos
benéficos do ALA e o importante componente oxidativo associado ao TAB, torna-se
atrativo o uso deste composto para o tratamento de pacientes bipolares. Estudos mais
aprofundados sobre os diversos sitios de acdo do ALA poderao ter implicacbes na
ampliacdo do seu uso clinico, podendo compor novas formulacdes eficazes no

tratamento de doencas neuropsiquiatricas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do ALA, sozinho ou em associagdo com OLA, sobre o
comportamento e neurotransmissdo dopaminérgica em animais submetidos ao

modelo de mania induzido por D-anfetamina.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito da administracdo de ALA, sozinho ou em associagdo com
OLA, sobre o peso corporal de camundongos submetidos ao modelo de mania

induzido por D-anfetamina.

- Determinar o efeito da administracdo de ALA, sozinho ou em associa¢éo
com OLA, na atividade locomotora e exploratdria, comportamento ansioso-simile ou
de risco, sociabilidade e memoria de trabalho de camundongos submetidos ao modelo

de mania induzido por D-anfetamina.

- Mensurar os niveis de dopamina e seus metabolitos no hipocampo de
camundongos submetidos ao modelo de mania induzido por D-anfetamina tratados

com ALA sozinho ou em associagao com OLA.

- Determinar os niveis expressao génica dos receptores de dopamina D2 e D3
no corpo estriado de camundongos submetidos ao modelo de mania induzido por D-

anfetamina tratados com ALA sozinho ou em associagédo com OLA.

- Investigar a interacdo do ALA e OLA com os receptores D2 e D3 através de

ensaios computacionais de docking molecular e bioquimica quantica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss SPF (do inglés, specific pathogen free)
fémeas, com peso entre 20-25¢g, provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceara. Os mesmos
foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22+1°C), com ciclo
claro/escuro de doze horas e recebendo agua e comida a vontade. Foram respeitados
os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), que estdo em
conformidade com as normas internacionais de pesquisas cientificas envolvendo
animais (NIH, 1996). O projeto foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceard sob o N° de aprovagao:
4796010219.

4.2 Drogas
4.2.1 Anfetamina

A D-anfetamina (Sigma-Aldrich), ou ANF, foi suspensa em solucéo salina e
administrada por via intraperitoneal (i.p.) durante 14 dias consecutivos na dose de 2
mg/kg (MACEDO et al., 2012).

4.2.2 Acido o-Lipoico

O acido a-lipéico (Sigma-Aldrich), ou ALA, foi dissolvido em celulose e agua
destilada e administrado por via oral (v.0.) durante 7 dias consecutivos (8° ao 14° dia
de tratamento) na dose de 100 mg/kg, de acordo com estudo prévio que comparou as
doses de 100 e 200 mg/kg no modelo de mania induzido por D-anfetamina em
camundongos (MACEDO et al., 2012).

4.2.3 Olanzapina

A olanzapina, ou OLA, foi suspensa em solucéo salina e administrada por via
oral (v.0.) durante 7 dias consecutivos (8° ao 14° dia de tratamento) na dose de 2

mg/kg (XIMENES et al., 2018).
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4.3 Desenho experimental

O protocolo a seguir foi proposto para avaliar os efeitos comportamentais e
neuroquimicos da administracdo do ALA e OLA em animais submetidos ao modelo de
mania induzido por anfetamina. Para estes experimentos, os animais foram divididos

conforme 0s grupos experimentais abaixo:

-Grupo controle: animais submetidos a uma injecao diaria de solucao salina por via

intraperitoneal (i.p.) durante 14 dias.

-Grupo mania induzida por anfetamina: animais submetidos a uma injecéo diaria de

anfetamina 2 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.) durante 14 dias.

-Grupo mania induzida por anfetamina tratado com ALA: animais submetidos a uma
injecao diaria de anfetamina 2 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.) durante 14 dias e

uma administracdo diaria de ALA 100 mg/kg por via oral (v.0.) entre o0 8° e o0 14° dia.

-Grupo mania induzida por anfetamina tratado com OLA: animais submetidos a uma
injecdo diaria de anfetamina 2 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.) durante 14 dias e

uma administracao diaria de OLA 2 mg/kg por via oral (v.0.) entre 0 8° e 0 14° dia.

-Grupo mania induzida por anfetamina tratado com OLA e ALA: animais submetidos
a uma injecao diaria de anfetamina 2 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.) durante 14
dias. No grupo de associagdo, 0os animais receberam entre o 8° e o 14° dia uma
administracdo diaria de OLA 2 mg/kg por via oral (v.0.) e, apdés 30 minutos, uma

administracdo de ALA 100 mg/kg por via oral (v.0.).

As administracdes foram realizadas sempre pela manh&, sendo que a OLA
era administrada 30 minutos ap6s ANF e o ALA era administrado 30 minutos apos
ANF ou OLA (no grupo de associa¢ao). No décimo quarto dia do protocolo, duas horas
ap0s a administracdo de anfetamina, os animais foram submetidos a testes
comportamentais. Imediatamente apds os testes comportamentais, os animais foram
eutanasiados por decapitacao e foram dessecadas as areas cerebrais do hipocampo

(HC) e corpo estriado (CE) para a realizagédo dos testes neuroquimicos.
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Figura 3 — Desenho experimental.
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com SAL ou ANF OLA, ALA ou OLA+ALA Dissecacdo neuroquimicos
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Controle (SAL)

Mania (ANF 2 mg/kg)

Mania (ANF 2 mg/kg) OLA 2 mg/kg
Mania (ANF 2 mg/kg) ALA 100 mg/kg
Mania (ANF 2 mg/kg) OLA 2 mg/kg + ALA 100 mg/kg

Fonte: Elaborado pela autora. Camundongos Swiss fémeas receberam salina (i.p.) ou ANF (2 mg/kg,
i.p.) durante 14 dias, sendo que entre o 8° e 0 14° dia receberam, em adi¢&o, veiculo (agua), OLA (2
mg/kg, v.0.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou OLA e ALA em associagdo. AbreviagBes: ANF — anfetamina;
OLA - olanzapina; ALA — acido a-lipoico.

4.4 Afericdo do peso corporal dos animais

Os animais foram pesados no primeiro dia e no ultimo dia de tratamento, pela
manha, imediatamente antes da primeira administracdo do dia. Os resultados foram
expressos em termos da variagcdo de peso ao longo do tratamento, calculada a partir
da férmula: (variacdo do peso) = (peso no ultimo dia) — (peso no primeiro dia), em que
um resultado maior que zero indica ganho de peso, menor que zero indica perda de

peso e igual a zero indica que 0 peso ndo variou.

4.5 Avaliagdo comportamental
4.5.1 Teste do campo aberto

Este teste é utilizado para avaliagcdo da atividade exploratéria do animal e
consiste em observar e registrar o nimero de cruzamentos com as quatros patas
(“crossing”), o numero de comportamentos de autolimpeza (“grooming”) e o numero
de exploracdes verticais (“rearing”) executados durante 5 minutos de permanéncia em
uma caixa de acrilico de paredes transparentes e piso preto (30 x 30 x 15 cm) dividida

em 9 guadrantes iguais apos 1 minuto de habituacdo (ARCHER, 1973). Neste teste,
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também foi registrado o tempo que o animal permaneceu no quadrante central do

aparato.
4.5.2 Teste do labirinto em cruz elevado

O comportamento do tipo ansioso foi avaliado a partir do teste do labirinto em
cruz elevado realizado em um aparato formado por dois bragos abertos opostos (30 x
5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, conectados em forma
de cruz por uma plataforma central (5 x 5 cm) e suspensos a 45cm do chéo. A
plataforma central e as paredes laterais dos bracos fechados séo feitas de acrilico
transparente e o chdo de acrilico preto. Os camundongos foram colocados na
plataforma central e durante 5 minutos os seguintes parametros foram registrados:
namero de entradas no braco aberto (NEBA), tempo de permanéncia no braco aberto
(TPBA), numero de entradas no braco fechado (NEBF), tempo de permanéncia no
braco fechado (TPBF) e numero de mergulhos nos bracos abertos (LISTER, 1987).

4.5.3 Teste de interacao social

Para avaliacdo do comportamento social, 0s animais serdo colocados em uma
caixa com 3 compartimentos: um compartimento contendo um animal de mesmo sexo
e idade dentro de uma gaiola (camara social), um compartimento neutro e outro
compartimento contendo uma gaiola sem animal. Durante 5 minutos de observacao
serdo mensurados o tempo de permanéncia ho compartimento com o animal € no
compartimento contendo a gaiola sem animal (KOSHIMIZU; LEITER; MIYAKAWA,
2012). Em seguida sera utilizada a seguinte férmula: (% do tempo gasto na camara

social) — (% do tempo gasto na camara contendo uma gaiola sem animal).
4.5.4 Teste do labirinto em Y

Para avaliar a memoria de trabalho e comportamento cognitivo exploratorio
dos animais, utilizou-se o teste do labirinto em Y. O aparato consiste em 3 bracos
idénticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura cada,
convergindo a um angulo igual. Cada camundongo foi colocado na extremidade de
um braco e deixado para explorar o ambiente por 8 minutos. A sequéncia dos bragos
em que os animais entraram foi entdo anotada e as informacdes analisadas de forma
a determinar o numero de entradas no braco sem repeticdo. Uma alternacédo foi

considerada correta se o animal visitou um novo brago e néo retornou ao braco

34



anteriormente visitado (exemplo de alternacao correta: bragos 1,2,3 ou 3,1,2). Assim,
a percentagem das alternacdes foi calculada como a razdo entre as alternacdes
corretas (n) e o numero de visitas realizadas durante o periodo de observacao (n-2),
multiplicado por 100 (FRASER et al., 1996; DALL'IGNA et al., 2004).

4.6 Testes neuroquimicos

Os animais foram sacrificados por decapitacdo no ultimo dia de tratamento,
imediatamente ap0s os testes comportamentais, e seus cérebros foram removidos e
lavados em salina gelada. As areas cerebrais do hipocampo (HC) e do corpo estriado
(CE) dos animais foram dissecadas sobre o gelo, congeladas e armazenadas a -70°C

até serem utilizadas para os testes neuroquimicos.
4.6.1 Dosagem dos niveis de dopamina (DA) e acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC)

As determinacbes das concentracbes de DA e DOPAC no HC foram
realizadas através do sistema de HPLC (High Performance Liquid Chromatography).
Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em acido perclorico (HCIO4) 1% (1:4) e
centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. Em

seguida, as amostras foram enviadas para analise.
4.6.2 Analise de expressao génica

Foirealizada a avaliacao da expressédo génica dos receptores dopaminérgicos

D2 e D3 no CE atraveés da técnica de PCR quantitativa em tempo real.
-Obtencao das amostras

As areas cerebrais dos animais foram coletadas em microtubo contendo
100uL de RNA later (Sigma, EUA) e, em seguida, armazenados no freezer a -80°C

até sua utilizacao para extracdo do RNA.
-Extracdo do RNA

O RNA total de cada amostra foi isolado usando kit de extragdo de RNA
(Promega), de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Os fragmentos das areas
cerebrais dos animais foram macerados em nitrogénio liquido e adicionadas em tubo
contendo 100 pL de tampéo de lise. Entdo, adicionou-se as amostras 350 uL de

tampéao de diluicdo do RNA, sendo homogeneizadas quatro vezes por inversdo. Em
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seguida, as amostras foram aquecidas por trés minutos a 70°C, com o objetivo de
romper as ligacdes dos acidos nucléicos, e centrifugadas por 10 min. O sobrenadante
foi transferido para um microtubo, onde adicionou-se 200 pL de etanol a 95%. Na fase
seguinte, a mistura foi transferida para um spin basket acoplado a um microtubo
coletor de 2 mL e centrifugado a 14000 g por um minuto. Adicionou-se 600 pL de
solucdo de lavagem e, em seguida, os tubos foram centrifugados em 14000 g por um
minuto. Na etapa seguinte, as amostras foram tratadas com DNase para reduzir a
contaminagcdo com DNA, sendo incubadas em temperatura ambiente por 15 min.
Decorrido este tempo, foram adicionados 200 pL de solucdo de parada da DNase e

as amostras foram centrifugadas por 1 min a 14000 g.

Logo em seguida, adicionou-se tampéo de lavagem e as amostras foram
centrifugadas novamente por 1 min a 14000 g. Adicionou-se 250 pL de tampéao de
lavagem, seguida de centrifugacéo por 2 min em 14000 g. Na etapa seguinte, 0 spin
foi inserido em novo microtubo de 1,5 mL, 40 pL de agua livre de nuclease foi
adicionado e os microtubos foram centrifugados por 1 minuto. Por fim, o spin basket

foi descartado e o RNA eluido foi armazenado no freezer -70°C.

Apos a extragdo do RNA de cada amostra, é efetuada a sua quantificacao,
com 1uL de RNA de cada amostra, utilizando Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, 71
EUA). Concomitante a dosagem em ng/uL, realiza-se a avaliacdo da qualidade do
RNA extraido, a qual é obtida por meio da relacédo da absorbancia em 260/280 nm,
fornecida pelo software acoplado ao aparelho. A avaliacdo da quantidade de RNA
presente em cada amostra é de extrema importancia para a obtencdo da quantidade
de amostra adequada para realizacdo da etapa de sintese do &cido

desoxirribonucleico complementar (cDNA).
-Sintese do cDNA

O cDNA foi sintetizado utilizando o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied biosystems, USA), de acordo com instru¢gdes do fabricante.
O volume final de cada amostra foi de 20uL: 2 pL do reagente 10x tampdao da enzima,
0,8 uL de oligonucleotideos; 2 pL de primer; 1 pL da enzima transcriptase reversa,;
1ng de RNA, onde o volume utilizado em pL é dependente da concentracao inicial

extraida; H20 de nucleases para completar 20 pL. O protocolo da reacao foi realizado
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a 25° C por 10 min, 37° C por 120 min, 85° C por 5 min. O cDNA foi armazenado em

freezer a -20° C até a sua utilizacdo no RT-PCR.
-PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR)

A expressao génica foi avaliada por meio do sistema de PCR em tempo real
(Light cycler 96, Roche), utilizando kit de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life
Technologies), de acordo com instrucfes do fabricante. O gene de referéncia utilizado
foi o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Foram utilizados primers
desenhados especificamente para cada um dos receptores dopaminérgicos D2 e D3.
Os valores de threshold cycle (Cqg ou Ct), obtidos pelo software do equipamento, dos
genes avaliados serdo exportados para o Office Excel Microsoft 2010, no qual os
niveis relativos de RNAm serao calculados de acordo com a metodologia descrita por
Livak e Schmittgen (2001).

4.7 Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi acompanhada por um computador,
utilizando o programa GraphPad Prism 6. Para comparacdo de dados néo
paramétricos foram utilizados os testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney como testes
post hoc. Ja nos dados paramétricos, foram utilizados a analise de variancia One-Way
ANOVA e o teste de Tukey como post hoc teste para comparagdes multiplas. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas em p< 0,05 e os dados

foram expressos como média £ EPM.
4.8 Métodos computacionais
4.8.1 Docking molecular

A dopamina (DA), o &cido a-lipdico (ALA) e a olanzapina (OLA) foram
analisados quanto ao seu modo de ligacao nos receptores de dopamina D2 e D3. As
estruturas tridimensionais dos receptores D2 e D3 foram obtidas do banco de dados

Protein Data Bank sob os codigos de acesso 6CM4 e 3PBL, respectivamente.

Inicialmente foram removidas as moléculas de agua da estrutura. A seguir, foi
realizada uma analise de protonacédo da estrutura em pH 7,4 com auxilio do servidor
PDB2PQR, e os hidrogénios ausentes foram adicionados de acordo com o pKa
calculado para cada residuo. As posicbes dos hidrogénios adicionados foram

otimizadas por meio de mecénica classica, mantendo-se as coordenadas originais
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para os demais atomos, utilizando o campo de forca CHARMM27 através do programa
Discovery Studio (Accelrys Software Inc., San Diego), que possui parametros
especificos para aminoacidos (BROOKS et al., 2009; MACKERELL et al., 1998).

A estrutura quimica dos ligantes (DA, ALA e OLA) foi obtida do banco de
dados PubCHEM e foi realizado o estudo de protonacéo através do software Marvin
Sketch versdo 5.4.1.0 (CHEMAXON, 2013). Neste estudo, foi considerada a espécie

guimica mais abundante em pH 7,4 de cada ligante.

Para os calculos de docking molecular, foi utilizado o Algoritmo Genético
Lamarckiano (GA) do software Autodock4, versao 4.2.6 (HUEY; MORRIS, 2003). A
interface grafica do programa AutoDockTools (The Scripps Research Institute), verséao
1.5.6, foi utilizada para a remocéo de hidrogénios ndo polares, a adicdo de cargas
parciais (Gasteiger charges) e geracao do arquivo da proteina em formato PDBQT. O
receptor foi mantido estatico, enquanto os ligantes (DA, ALA e OLA) foram mantidos
flexiveis no sistema. A area de busca do docking foi definida com as dimensées x, y e
z de 50 A x 50 A x 50 A e spacing de 0,375 A, centralizada de acordo com a posi¢éo

do ligante co-cristalizado com o receptor.

Foram realizados 50 ensaios de docking para cada complexo receptor-ligante
estudado, com 25.000.000 avaliagbes de energia por rodada, tamanho da populacao
ajustado para 150 e um méaximo de 27.000 gerac¢des por corrida. Foram obtidas 500
poses (10 poses por docking) para cada complexo, que foram agrupadas em clusters
utilizando uma tolerancia RMSD de 2,0 A usando o programa AutodockTools (HUEY;
MORRIS, 2003). Assim, a pose final para cada complexo foi selecionada
considerando-se o docking score, 0 numero de poses no cluster e a inspecéao visual

das estruturas.
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Figura 4 — Estrutura quimica dos ligantes em estudo.
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Estrutura quimica da dopamina (rosa): a regido i contém o grupamento catecol e a regido ii contém a

calda com uma amina primaria protonadas na ponta. Estrutura quimica do acido lipéico (amarelo): a

regido i contém um anel ditiolano, a regido ii € composta por uma sequéncia hidrocarboneto e a regido

iii contém um grupamento carboxilico. Estrutura quimica da olanzapina (azul): a regido i contém um

grupamento piperazina e a regido ii € formada por um anel triciclico.
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Figura 5 — Alinhamento estrutural dos receptores dopaminérgicos humanos D2 e D3.
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Fonte: Elaborado pela autora. (A) Representacdo das estruturas cristalografica dos receptores D2
(PDB: 6CM4) e D3 (PDB: 3PBL) em cartoon, coloridos de acordo com as hélices transmembranares
(TMH1-7). (B) Sitio de ligacé@o da risperidona co-cristalizada no receptor D2. (C) Sitio de ligagcdo da
eticloprida co-cristalizada no receptor D3. (D) Alinhamento de sequéncia dos receptores D2 e D3 com

as hélices transmembranares identificadas de acordo com a representacao em cartoon dos receptores.
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4.8.2 Fragmentagao Molecular com Capas Conjugadas

A contribuicdo energética de todos os residuos envolvidos na interacdo dos
ligantes (DA, ALA e OLA) com os receptores foi determinada por meio de célculos de
mecanica quantica. Para essa proposta, foi utilizado o método MFCC (do inglés
Molecular Fragmentation with Conjugate Caps), que permite a aplicacdo de métodos
guanticos na analise das energias de ligacdo em sistemas biolégicos, decompondo a
estrutura tridimensional do complexo em fragmentos de aminoacidos que serao
tratados como capas moleculares, simulando as propriedades locais de interacédo. O
uso desta técnica permitiu o calculo quantico da energia de interagdo individual de
cada aminoacido presente no sitio de ligacdo, o qual foi realizado utilizando-se a
Teoria do Funcional da Densidade (DFT, do inglés Density Functional Theory), por
meio do software DMOL3 (DELLEY, 1990) implementado no Materials Studio 7.0
(Accelrys Software Inc., 2013).

Nesse método, as capas moleculares escolhidas para um dado residuo foram
0s aminoacidos anterior e posterior na sequéncia da proteina. O esquema MFCC é
uma aproximacdo de escala linear que se baseia nas propriedades locais de
interacdo, considerando que a energia de interagdo numa regido é geralmente
localizada e decai rapidamente fora dela. A ideia principal do método MFCC é estimar
a energia de interacao através da quebra das ligac6es peptidicas, inserindo capas que
preservem as caracteristicas do ambiente ao redor da ligacdo quebrada (ZHANG,;
ZHANG, 2003). Para a descri¢do de interagfes envolvendo proteinas sera utilizado o
método MFCC aplicado por RODRIGUES et al. (2013).

Para identificar os residuos componentes da interface no sistema
proteina/ligante, foi tracado um raio imaginario de 5,0 A a partir da superficie do
ligante, sendo selecionados os residuos com pelo menos um atomo dentro desse raio.
Assim, foram tragados raios de 2,0 até 10 A de distancia a partir da molécula do
ligante, variando 0,5 A em cada medida, de modo que foi possivel identificar em qual
raio de distancia em relacéo ao ligante encontrava-se cada residuo. O método DFT,
implementado no programa DMOL3 da suite Materials (Accelrys Software Inc., San

Diego), foi utilizado para a descri¢cao de todas as interacdes.

Os parametros utilizados no calculo quantico por meio de DFT para o calculo

guantico incluiram o uso da funcional de aproximacdo do gradiente generalizado
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(GGA, do inglés Generalized Gradient Approximation) com parametrizacdo PBE
(PERDEW et al., 1996), um conjunto de bases para descrever orbitais (DNP+, do
inglés Double Numeric Polarization Plus) e um método de correcao (TS). As
constantes dielétricas sdo amplamente utilizadas no estudo das propriedades
eletrostaticas de biomoléculas. Neste trabalho, foi adotada uma constante dielétrica

homogénea de 40 como padrao, de acordo com OURIQUE et al. (2016).

A descricdo das interagGes para cada residuo de interesse (Ri) da proteina
considerou, além dele, suas capas moleculares correspondendo aos residuos anterior
(Ri- 1) e posterior (Ri+ 1) a ele e o ligante (Li). Para cada residuo, foram gerados
guatro sistemas e calculada a energia de cada um deles separadamente. O primeiro
sistema incluia o ligante, o residuo de interesse e suas capas moleculares, o segundo
incluia apenas pelo residuo de interesse com suas capas moleculares, o terceiro
sistema incluia apenas o ligante e as capas moleculares do residuo de interesse e o0
guarto sistema incluia apenas as capas moleculares do residuo de interesse. A partir
das energias de cada um destes sistemas, foi realizada a operacéo algébrica definida
a seguir, que tem como resultado a energia isolada entre o residuo de interesse da
proteina e o ligante, levando em consideracéo a influéncia das capas moleculares na
interacdo. Assim, a energia de interacdo de um residuo Ri com um ligante Li € definida
por:

E (Li R) = E (Li Ri1 RiRi+1) — E (Ri1 Ri Ri+1) — E (Li Ri-1 Ri+1) + E (Ri-1 Ri+1)

A energia total de ligacao de cada complexo receptor-ligante foi obtida através
da soma algébrica das contribui¢cdes individuais de cada residuo de aminoacido
posicionado dentro do raio de 5,0 A a partir do ligante. O gréfico da energia total do
sistema por raio de interacdo, também denominado grafico de convergéncia de
energia, permite observar o ponto de convergéncia do sistema, ou seja, a partir do
gual ndo sado mais observados incrementos importantes de energia. Neste trabalho, a
convergéncia foi considerada quando ndo houve variacdo de mais de 10% nos raios
subsequentes. O grafico de energia por cada raio de interacdo permite definir em que

raio encontram-se os residuos com maiores contribuicdes para a energia do sistema.
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J& as energias de interagdo individuais dos residuos de aminoacidos dos
receptores com os ligantes, foram plotadas em um painel denominado BIRD (do
inglés, Binding site, Interaction energy, and Residues Domain), que descreve 0s
residuos mais importantes energeticamente para a interacdo dos complexos. Estédo
presentes no painel criado todos os residuos considerados no estudo. Dentre as
informacdes presentes, estdo a energia de ligacdo em kcal/mol de cada residuo com
o ligante, o respectivo raio de distancia em que se encontra o residuo analisado da

molécula do ligante e a estrutura secundaria do receptor da qual o residuo pertence.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre o peso corporal de

camundongos submetidos ao modelo de mania induzido por anfetamina

O peso dos animais foi registrado antes do inicio e ao final do protocolo para
verificar possiveis alteracdes da variagdo de peso em decorréncia dos tratamentos. A
analise de variancia (One way ANOVA) revelou diferenca estatisticamente significativa
entre as médias [F (4, 47) = 23,32; P<0,0001].

Foi possivel observar que o tratamento com OLA nos animais submetidos a
administracdo cronica de anfetamina gerou um aumento da variagdo de peso destes
animais quando comparado ao controle (p = 0,0014) ou ao grupo ANF (p < 0,0001).

No grupo com administracdo cronica de anfetamina tratado com OLA e ALA
em associacao, foi possivel observar uma diminuicdo da variacdo de peso em relacéo
ao controle (p < 0,0001) e aos grupos ANF tratados apenas com OLA (p < 0,0001) ou
apenas com ALA (p = 0,0137), demonstrando que o ALA foi capaz de reverter o

aumento no ganho de peso promovido pela administracdo de OLA (ANF+OLA).

Figura 6 — Variagdo do peso corporal de animais submetidos ao modelo de mania

induzida por anfetamina.
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Variacdo do peso dos animais entre o 1° e 14° dias de tratamento. Os animais receberam salina (i.p.)
ou ANF (2 mg/kg, i.p.) durante 14 dias, sendo que entre 0 8° e 0 14° dia receberam, em adigao, veiculo
(dgua), OLA (2 mg/kg, v.0.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou OLA e ALA em associacdo. Cada ponto
representa a média £+ EPM (n = 9-12). Na figura, * P<0,05 quando comparado com o grupo controle
(SAL); # P<0,05 quando comparado com o grupo modelo (ANF); & P<0,5 quando comparado com o
grupo ALA; % P<0,05 quando comparado com o grupo OLA. Abrevia¢gBes: ANF — anfetamina; OLA —
olanzapina; ALA — 4cido a-lipéico.
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5.2 Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre a atividade locomotora

e exploratéria no teste de campo aberto

No teste de campo aberto foram registrados o numero de cruzamentos
(crossings), numero de exploracgdes verticais (rearings), numero de comportamentos

de autolimpeza (groomings) e o tempo gasto no quadrante central do aparato.

A analise de variancia (One way ANOVA) do numero de crossings revelou
diferenca estatisticamente significativa entre as médias [F (4, 44) = 10,59; P < 0,0001].
A administragdo cronica de anfetamina provocou um aumento da atividade locomotora
horizontal (crossings) no grupo ANF em comparacéo ao grupo SAL (p = 0,0002), tendo
este efeito sido revertido pelos tratamentos com OLA (p < 0,0001), com ALA (p =
0,0097), ou pela associacdo das duas drogas (p = 0,0006). Houve diferenca
significativa entre o nimero de cruzamentos do grupo OLA com relagédo ao grupo ALA
(p = 0,0469), apesar de nenhum dos tratamentos ter sido diferente do controle.

O teste de Kruskal-Wallis, utilizado para dados ndo paramétricos, nao revelou
nenhuma alteracdo do numero de rearings (P = 0,2079) nos grupos estudados. Ja
para o numero de groomings, houve alteracdo significativa entre as meédias (P =
0,0180). Curiosamente, o tratamento com a associacdo de OLA e ALA nos
camundongos submetidos a administragdo cronica de anfetamina causou uma
reducdo significativa no comportamento de autolimpeza (grooming) quando

comparado ao tratamento com ALA sozinho (p = 0,0114).

No que diz respeito a atividade no centro do aparato, a ANOVA de uma via
revelou diferenca estatisticamente significativa entre as médias [F (4, 51) =9,883; P <
0,0001]. A administracdo cronica de anfetamina causou um aumento no tempo de
permanéncia no quadrante central comparado ao controle (p = 0.0026), enquanto que
todos os tratamentos testados (OLA: p = 0,0004; ALA: p = <0,0001; ou OLA+ALA: p =

< 0,0001) foram capazes de reverter este efeito.
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Figura 7 — Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre a atividade locomotora e
exploratdria no teste de campo aberto.
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Numero de cruzamentos (A), tempo de permanéncia no centro (B), numero de rearings (C) e nimero
de groomings (D) no teste do campo aberto. Os animais receberam salina (i.p.) ou ANF (2 mg/kg, i.p.)
durante 14 dias, sendo que entre o0 8° e 0 14° dia receberam, em adi¢éo, veiculo (dgua), OLA (2 mg/kg,
v.0.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou OLA e ALA em associa¢do. Cada coluna representa a média + EPM (n
= 8-11). Na figura, * P<0,05 quando comparado com o grupo controle (SAL); # P<0,05 quando
comparado com o grupo modelo (ANF); % P<0,5 quando comparado com o grupo OLA. Abreviacdes:
ANF — anfetamina; OLA — olanzapina; ALA — acido a-lipdico.

5.3 Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre o comportamento ansioso-

simile no teste do labirinto em cruz elevado

No teste de labirinto em cruz elevado foram registrados o nimero de entradas
nos bracos abertos ou fechados e o tempo gasto nos bracos abertos ou fechados,
sendo os resultados expressos em porcentagem de entradas e porcentagem do tempo
de permanéncia nos bracos abertos. A analise de variancia (One way ANOVA) revelou
diferenca estatisticamente significativa entre as médias de porcentagem de entradas
nos bragos abertos [F (4, 44) = 4,749; P = 0,0028] e entre as médias de porcentagem
do tempo de permanéncia nos bracos abertos [F (4, 43) = 5,128; P=0,0018].

46



A administragdo crénica de anfetamina provocou o aumento geral na atividade
dos animais nos bracos abertos. Assim, tanto a porcentagem do namero de entradas
nos bracos abertos (p = 0,0009) quanto do tempo de permanéncia nestes bracos (p =
0,0184) no grupo ANF foram maiores comparados ao grupo SAL. Em relacdo a
porcentagem do nimero de entradas nos bracos abertos, nenhum dos tratamentos
testados foi capaz de reverter o efeito observado no grupo ANF. Ademais, o0 grupo
tratado com OLA e ALA em associacdo apresentou um aumento em relacdo ao
controle (p = 0,0477). J& para a porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos
abertos, apenas o tratamento com ALA sozinho (ANF+ALA: p = 0,0129) foi capaz de

reverter o efeito causado pela anfetamina.

Figura 8 — Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre o comportamento ansioso-
simile no teste do labirinto em cruz elevado.
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Porcentagem do niimero de entradas nos bracgos abertos (A) e porcentagem de tempo de permanéncia
nos bracos abertos (B) no teste do labirinto em cruz elevado. Os animais receberam salina (i.p.) ou
ANF (2 mg/kg, i.p.) durante 14 dias, sendo que entre o 8° e 0 14° dia receberam, em adicéo, veiculo
(dgua), OLA (2 mg/kg, v.0.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou OLA e ALA em associacdo. Cada coluna
representa a média + EPM (n = 9-11). Na figura, * P<0,05 quando comparado com o grupo controle
(SAL); # P<0,05 quando comparado com o grupo modelo (ANF); % P<0,05 quando comparado com o
grupo OLA. Abreviacdes: ANF — anfetamina; OLA — olanzapina; ALA — acido a-lipdico.
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Também foi observado no teste de labirinto em cruz elevado o namero de
mergulhos (head dips) nos bragos abertos. A analise de variancia (One way ANOVA)
deste parametro revelou diferenca estatisticamente significativa entre as médias [F (4,
46) = 7,734; P < 0,0001]. Foi observado que houve um aumento do numero de
mergulhos no grupo ANF quando comparado ao grupo SAL (p = 0,0001). Efeito
semelhante também foi observado no grupo tratado apenas com OLA (ANF+OLA: p

= 0,0077) em relacdo ao controle. Ademais, apenas os animais tratados com ALA
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sozinho (ANF+ALA: p = 0,0073) ou em associacdo com OLA (ANF+OLA+ALA: p =

0,0061) apresentaram reversao deste efeito.

Figura 9 — Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre o nimero de mergulhos nos

bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevado.
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Numero de mergulhos nos bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevado. Os animais receberam
salina (i.p.) ou ANF (2 mg/kg, i.p.) durante 14 dias, sendo que entre 0 8° e 0 14° dia receberam, em
adicdo, veiculo (agua), OLA (2 mg/kg, v.0.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou OLA e ALA em associacdo. Cada
coluna representa a média + EPM (n = 10-11). Na figura, * P<0,05 quando comparado com 0 grupo
controle (SAL); # P<0,05 gquando comparado com o grupo modelo (ANF). Abreviacdes: ANF —
anfetamina; OLA — olanzapina; ALA — acido a-lipoico.
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5.4 Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre a sociabilidade no teste de

interacédo social

No teste de interagdo social, os animais sdo avaliados quanto a preferéncia
em permanecer numa camara isolada ou na presencga de outro animal. A andlise de
variancia (One way ANOVA) nado demonstrou diferenca significativa entre as médias
dos grupos estudados com relagdo a sociabilidade [F (4, 26) = 0,8554; P = 0,5035].
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Figura 10 — Efeitos da administragcdo de ALA e OLA sobre a sociabilidade no teste de

interacdo social.
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Os animais receberam salina (i.p.) ou ANF (2 mg/kg, i.p.) durante 14 dias, sendo que entre 0 8° e 0 14°
dia receberam, em adicéo, veiculo (agua), OLA (2 mg/kg, v.0.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou OLA e ALA
em associacao. Cada coluna representa a média + EPM (n = 6). Abrevia¢des: ANF — anfetamina; OLA
— olanzapina; ALA — 4cido o-lipdico.

5.5 Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre memoria de trabalho no teste

do labirintoem Y

O teste de labirinto em Y é utilizado para avaliar a funcdo cognitiva dos
animais, em que a porcentagem de alternancias corretas reflete a memoéria de
trabalho. No presente estudo, a andlise de variancia (One way ANOVA) nédo
demonstrou diferenca estatistica entre as médias dos grupos estudados com relacdo
a memoria de trabalho dos animais [F (4, 25) = 1,124; P = 0,3677].

Ao considerar o numero total de alternancias, a ANOVA indicou diferenca
significativa entre as médias [F (4, 25) = 5,335; P = 0,0030]. Foi possivel observar que
0s animais submetidos ao modelo de mania induzido por ANF apresentaram um
aumento no numero total de alternancias em relacéo ao grupo SAL (p = 0,0225), efeito
este que foi revertido pelo tratamento com ALA sozinho (ANF+ALA: p = 0,0060) ou
associado a OLA (ANF+OLA+ALA: p = 0,0039).
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Figura 11 — Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre memaria de trabalho no

teste do labirinto em Y.
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Os animais receberam salina (i.p.) ou ANF (2 mg/kg, i.p.) durante 14 dias, sendo que entre 0 8° e 0 14°
dia receberam, em adigé&o, veiculo (Agua), OLA (2 mg/kg, v.0.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou OLA e ALA
em associacdo. Cada coluna representa a média £+ EPM (n = 6). Na figura, * P<0,05 quando comparado
com o grupo controle (SAL); # P<0,05 quando comparado com o grupo modelo (ANF). Abreviacdes:
ANF — anfetamina; OLA — olanzapina; ALA — acido a-lipdico.

5.6 Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre o turnover de dopamina no
hipocampo de animais submetidos ao modelo de maniainduzida por anfetamina

Os niveis de dopamina (DA) e acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), um
metabolito de dopamina, no hipocampo foram determinados através do método HPLC.
A partir destes dados, foi calculada a razdo DOPAC/DA, utilizada como uma medida

do turnover de dopamina.

De acordo com a ANOVA, nenhuma alteracdo nos niveis hipocampais de DA
pbde ser observada nos grupos estudados [F (4, 37) =0,6661; P = 0,6196. Entretanto,
houve diferenca significativa entre as médias dos grupos em relacdo aos niveis de
DOPAC [F (4, 38) = 4,822; P = 0,0030] e da razdo DOPAC/DA [F (4, 33) =4,729; P =

0,0040], conforme descrito abaixo.

Os grupos tratados com OLA (ANF+OLA: p =0,0127) ou OLA em associacao
com ALA (ANF+OLA+ALA: p = 0,0039) apresentaram aumento nos niveis de DOPAC
em relagdo ao controle. Ao observar a razdo DOPAC/DA, é possivel perceber um
aumento no grupo ANF em relacdo ao controle (p = 0,0022), apesar de nenhum dos

tratamentos terem revertido este efeito.
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Figura 12 — Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre o turnover de dopamina no

hipocampo de animais submetidos ao modelo de mania induzida por anfetamina.
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(A) Niveis de dopamina (DA), (B) acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e (C) razdo DOPAC/DA no
hipocampo. Os animais receberam salina (i.p.) ou ANF (2 mg/kg, i.p.) durante 14 dias, sendo que entre
0 8° e 0 14° dia receberam, em adicao, veiculo (agua), OLA (2 mg/kg, v.0.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou
OLA e ALA em associacao. Cada coluna representa a média + EPM (n = 5-10). Na figura, * P<0,05
guando comparado com o grupo controle (SAL). Abreviacdes: ANF — anfetamina; OLA — olanzapina;
ALA — acido a-lipéico.
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5.7 Efeitos da administracdo de ALA e OLA sobre a expressao génica dos
receptores de dopamina D2 e D3 no corpo estriado de animais submetidos ao
modelo de mania induzida por anfetamina

Os niveis de expressao dos receptores dopaminérgicos D2 e D3 foram
mensurados por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase. A partir destes
dados, foi calculada a expressdo génica relativa ao grupo SAL e ao grupo OLA, de
acordo com o método de Livak e Schmittgen (2001). Os resultados acima ou abaixo
da linha tracejada em y = 1 indicam aumento ou diminui¢do, respectivamente, da

expressao relativa ao grupo de referéncia.

Sobre a expressao génica do receptor de dopamina D2, a andlise variancia
demonstrou diferenga significativa nos grupos com relacéo ao grupo SAL [F (4, 16) =
4,186; P = 0,0165] e com relacao ao grupo OLA [F (2, 8) =5,020; P = 0,0387]. Houve
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aumento da expressdo génica relativa ao grupo SAL no grupo tratado com OLA
(ANF+OLA: p = 0,0316). Considerando-se a expressao relativa ao grupo OLA, houve
uma diminuicdo da expressao do receptor D2 no grupo tratado com OLA e ALA em
associagcdo (ANF+OLA+ALA: p = 0,0297).

Figura 13 — Efeitos da administragcdo de ALA e OLA sobre a expressao génica do
receptor de dopamina D2 no corpo estriado de animais submetidos ao modelo de

mania induzida por anfetamina.
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(A) Niveis de expressao génica de D2 relativa ao grupo SAL e (B) relativa ao grupo OLA. Os animais
receberam salina (i.p.) ou ANF (2 mg/kg, i.p.) durante 14 dias, sendo que entre o 8° e o0 14° dia
receberam, em adicao, veiculo (dgua), OLA (2 mg/kg, v.0.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou OLA e ALA em
associacdo. Cada coluna representa a média + EPM (n = 4-5). A linha tracejada em (y = 1) indica o
nivel normal de expressao do grupo de referéncia. Na figura, * P<0,05 quando comparado com o grupo
controle (SAL); % P<0,05 quando comparado com o grupo OLA. Abreviagdes: ANF — anfetamina; OLA
— olanzapina; ALA — &cido a-lipbico.

Considerando a expressdo génica do receptor D3, a analise variancia
demonstrou diferenca significativa nos grupos com relacdo ao grupo SAL [F (4, 16) =
9,105; P = 0,0005] e com relac&o ao grupo OLA [F (2, 10) = 7,998; P = 0,0084]. Houve
aumento da expressdo génica relativa ao grupo SAL no grupo tratado com OLA
(ANF+OLA: p = 0,0090) e no grupo tratado com ALA (ANF+ALA: p = 0,0195). Na
expressao génica relativa ao grupo OLA, houve uma diminuicdo da expressao do
receptor D3 no grupo tratado com OLA e ALA em associagcdo (ANF+OLA+ALA: p =
0,0102).
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Figura 14 — Efeitos da administragcdo de ALA e OLA sobre a expressdo génica do
receptor de dopamina D3 no corpo estriado de animais submetidos ao modelo de

mania induzida por anfetamina.

A B
> 2.0
*
_‘§ 4= _g -
g g
2 3- o
5 z .
«s S 1.0 e e
0 5] ©
d g =,
S I S 0.5 T
é l— ....... E .............. Q é
0 1 T T T T 0.0 | | |
RN ol N S
%v ?§ on\/ Qx?y ?3(?}/ on\/ Qx?y vx v},
R w0 v o
3 &
v v

(A) Niveis de expressao génica de D3 relativa ao grupo SAL e (B) relativa ao grupo OLA. Os animais
receberam salina (i.p.) ou ANF (2 mg/kg, i.p.) durante 14 dias, sendo que entre o0 8° e o0 14° dia
receberam, em adicao, veiculo (dgua), OLA (2 mg/kg, v.0.), ALA (100 mg/kg, v.0.) ou OLA e ALA em
associacdo. Cada coluna representa a média + EPM (n = 3-5). A linha tracejada em (y = 1) indica o
nivel normal de expressao do grupo de referéncia. Na figura, * P<0,05 quando comparado com o grupo
controle (SAL); % P<0,05 quando comparado com o grupo OLA. Abreviacfes: ANF — anfetamina; OLA
— olanzapina; ALA — 4cido a-lipdico.

5.8 Estudo da interacdo de DA, ALA e OLA no sitio ortostérico dos receptores
de dopamina D2 e D3

Com o objetivo de predizer o local de interacdo da dopamina, acido lipdico e
olanzapina nos receptores de dopamina humanos D2 e D3 foi realizado o docking
molecular através do software Autodock4.2.6 (HUEY; MORRIS, 2003), onde foram
obtidas 500 poses para cada complexo receptor-ligante estudados. As poses obtidas
foram agrupadas em clusters usando-se uma tolerancia RMSD de 2,0 A. Assim, a
pose final para cada complexo foi selecionada considerando-se o docking score, o

namero de poses no cluster e a inspecao visual das estruturas.

O resultado do docking pode ser observado nas Figuras 15 e 16 para o
receptor D2 e D3, respectivamente, onde os ligantes foram sobrepostos, para fins de

comparacao, e mostrados separadamente com maior detalhe.
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Figura 15 — Representacéo tridimensional dos complexos D2-DA, D2-ALA e D2-OLA
resultantes de docking molecular.
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O receptor D2R esta representado em cartoon, mostrando as sete hélices transmembranares TMH1-7,
trés alcas extracelulares ECL1-3 e uma al¢a intracelular ICL1, enquanto as moléculas dos ligantes

estao representadas em bola e bastdo. DA é visualizada em roxo, ALA em verde e OLA em ciano.
Abreviagdes: DA — dopamina; ALA — &cido a-lipdico; OLA — olanzapina.

Figura 16 — Representacéo tridimensional dos complexos D3-DA, D3-ALA e D3-OLA
resultantes de docking molecular.
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O receptor D3R esta representado em cartoon, mostrando as sete hélices transmembranares TMH1-7,
trés alcas extracelulares ECL1-3 e duas algcas intracelulares ICL1-2, enquanto as moléculas dos
ligantes estéo representadas em bola e bastdo. DA é visualizada em magenta, ALA em laranja e OLA
em verde ciano. AbreviagGes: DA — dopamina; ALA — acido a-lipéico; OLA — olanzapina.
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Para a andlise a nivel quéntico da contribuicdo energética individual dos
residuos de aminoacido nos complexos receptor-ligante, foi tracado um raio de 5 A a
parir de cada um dos ligantes e os residuos com pelo menos um atomo presente
dentro deste raio foram considerados no estudo. Os resultados sdo expostos no
formato painel BIRD (Figuras 17-22), incluindo todos os residuos presentes dentro do
raio de 5 A em cada complexo. Est&o indicados, para cada residuo, a sua energia de
interacdo individual com o ligante, a estrutura secundaria do receptor da qual ele
pertence e a sua distancia para o ligante. Nas Figuras 23 e 24, podemos observar a a
energia total nas interacbes do D2 e D3, respectivamente, em fungdo do raio de

interacao.

Considerando o raio de 5 A, foram identificados 17 residuos no sitio de
interacdo de DA no receptor de dopamina humano D2 (Figura 17), distribuidos entre
as hélices transmembranares 2, 3, 5, 6 e 7. A principal contribuicdo energética
individual vem do residuo Asp114 (-18,4 kcal/mol), localizado na TMH3, que responde
sozinho por aproximadamente metade (48,16%) da energia total de interacdo do
complexo. Quando consideramos as estruturas secundarias do receptor, a principal
contribuicdo energética vem de TMH3 (-23,3 kcal/mol), seguido por TMH6 (-11,9
kcal/mol), TMHS5 (-3,9 kcal/mol), TMH2 (0,2 kcal/mol) e TMH7 (0,7 kcal/mol). A energia
total de interacdo, resultante dos 17 residuos no raio de interacdo, foi de -38,2

kcal/mol.

Ja no receptor D3, foram identificados 18 residuos no sitio de interagdo de DA
(Figura 18) distribuidos entre as hélices transmembranares 2, 3, 4, 5, 6 e 7 e alca
extracelular 2. A principal contribuicdo energética individual vem do residuo Asp110 (-
-18,3 kcal/mol), localizado na TMH3, que representa aproximadamente metade
(48,15%) da energia total de interacdo do complexo. Quando consideramos as
estruturas secundarias do receptor, a principal contribuicdo energética vem de TMH3
(-22,2 kcal/mol), seguido por TMH6 (-9,9 kcal/mol), TMHS5 (-3,2 kcal/mol), ECL2 (-1,9
kcal/mol), TMH7 (-0,5 kcal/mol), TMH4 (-0,2 kcal/mol) e TMH2 (-0,1 kcal/mol). A

energia total de interacao, resultante dos 18 residuos, foi de -38,0 kcal/mol.

No sitio de interacdo de ALA no receptor D2 (Figura 19) foram identificados
17 residuos no total, estando estes localizados nas hélices transmembranares 3, 5, 6

e 7. A principal contribuicdo energética individual vem do residuo Ser193 (-11,3
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kcal/mol), localizado na TMH5. Considerando-se as estruturas secundarias do
receptor, a principal contribuicdo energética vem de TMH5 (-18,9 kcal/mol), seguido
por TMH6 (-15,2 kcal/mol), TMH7 (-0,3 kcal/mol) e TMH3 (0,9 kcal/mol), onde esta
localizado o residuo Aspl14 (4,5 kcal/mol), que apresentou importante energia
repulsiva. A energia total de interagdo do sistema, resultante dos 17 residuos no raio

de interacao, foi de -33,5 kcal/mol.

O sitio de interacdo de ALA no receptor D3 (Figura 20) compreendeu 20
residuos, estando estes localizados nas hélices transmembranares 3, 5, 6 e 7 e alga
extracelular 2. A principal contribuicdo energética individual vem do residuo Ser182
(-15,0 kcal/mol), localizado na ECL2. Considerando-se as estruturas secundarias do
receptor, a principal contribuicdo energética vem de ECL2 (-21,8 kcal/mol), seguido
por TMH6 (-12,8 kcal/mol), TMH5 (-6,0 kcal/mol), TMH7 (-1,4 kcal/mol) e TMH3 (1,7
kcal/mol), onde esta localizado o residuo Aspl10 (6,1 kcal/mol), com importante
energia repulsiva. A energia total de interacao do sistema, resultante dos 20 residuos

no raio de interacao, foi de -40,3 kcal/mol.

Com relacéo a ligacéo de OLA no receptor D2 (Figura 21), foram identificados
20 residuos no sitio de interacao, localizados nas hélices transmembranares 3, 5, 6 e
7 e nas alcas extracelulares 1 e 2. A principal contribuicdo energética individual neste
sistema vem do residuo Aspll4 (-24,2 kcal/mol) da TMH3, que corresponde a
aproximadamente um terco (31,06%) da energia total. Quando consideramos as
estruturas secundarias do receptor, a principal contribuicdo energética vem de TMH3
(-31,3 kcal/mol), seguido por TMH6 (-17,6 kcal/mol), TMH7 (-13,0 kcal/mol), TMH5 (-
11,5 kcal/mol), ECL2 (-2,3 kcal/mol) e ECL1 (-2,2 kcal/mol). O somatorio da energia

total de interacéo do sistema foi de -77,9 kcal/mol.

Ja no receptor D3, o sitio de interacdo de OLA é composto por 28 residuos
(Figura 22), distribuidos entre as hélices transmembranares 2, 3, 4,5, 6 e 7 e a alga
extracelular 2. A principal contribuicdo energética individual neste sistema vem do
residuo Aspl110 (-11,1 kcal/mol), na TMH3. Quando consideramos as estruturas
secundarias do receptor, a principal contribuicdo energética vem de TMH3 (-21,7
kcal/mol), seguido por TMH6 (-18,2 kcal/mol), TMH5 (-13,0 kcal/mol), TMH7 (-2,5
kcal/mol), TMH2 (-2,1 kcal/mol), ECL2 (-0,6 kcal/mol) e TMH4 (-0,4 kcal/mol). O

somatorio da energia total de interacédo do sistema foi de -58,5 kcal/mol.
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Figura 17 — Perfil de interacdo entre a dopamina e o receptor dopaminérgico D2
representado no painel BIRD.
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Energias Parciais ENERGIA TOTAL
TMH2: 0,2 kcal/mol TMH3: -23,3 kcal/mol | TMH5: -3,9 kcal/mol E(5A): -38,2

TMH6: -11,9 kcal/mol TMHT7: 0,7 kcal/mol

kcal/mol

As energias de interacdo dos residuos com a DA s&o representadas pelas barras. A esquerda, estio
indicados o residuo de aminoécido e a estrutura secundaria do receptor em que eles estdo localizados.
A direita, esta indicada a distancia minima entre o residuo e o ligante. Abaixo, est&o discriminadas as
energias de interacdo de cada regido do receptor, resultante da soma das energias individuais dos

residuos naquela regido, e a energia total de interacéo do complexo D2-DA.
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Figura 18 — Representacéo espacial dos residuos de maior energia na interagdo entre
a dopamina e o receptor dopaminérgico D2.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 19 — Perfil de interacdo entre a dopamina e o receptor dopaminérgico D3
representado no painel BIRD.
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TMH2: -0,1 kcal/mol TMH3: -22,2 kcal/mol TMH4: -0,2 kcal/mol
ECL2: -1,9 kcal/mol TMH5: -3,2 kcal/mol TMHB6: -9,9 kcal/mol E(5A): -38,0
kcal/mol

TMHY7: -0,5 kcal/mol

As energias de intera¢do dos residuos com a DA s#o representadas pelas barras. A esquerda, est&o
indicados o residuo de aminoacido e a estrutura secundaria do receptor em que eles estao localizados.
A direita, esta indicada a distancia minima entre o residuo e o ligante. Abaixo, estdo discriminadas as
energias de interacdo de cada regido do receptor, resultante da soma das energias individuais dos

residuos naquela regido, e a energia total de interagdo do complexo D3-DA.
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Figura 20 — Representacéo espacial dos residuos de maior energia na interagdo entre
a dopamina e o receptor dopaminérgico D3.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 21 — Perfil de interacdo entre o acido a-lipdico e o receptor dopaminérgico D2
representado no painel BIRD.
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TMH3: 0,9 kcal/mol | TMH5: -18,9 kcal/mol | TMH6: -15,2 kcal/mol E(5A): -33,5
TMHT: -0,3 kcal/mol - - kcal/mol

As energias de interacdo dos residuos com o ALA s&o representadas pelas barras. A esquerda, estéo
indicados o residuo de aminoacido e a estrutura secundaria do receptor em que eles estdo localizados.
A direita, esta indicada a distancia minima entre o residuo e o ligante. Abaixo, estdo discriminadas as
energias de interacdo de cada regido do receptor, resultante da soma das energias individuais dos

residuos naquela regido, e a energia total de interacdo do complexo D2-ALL.

61



Figura 22 — Representacéo espacial dos residuos de maior energia na interagdo entre
0 acido a-lipéico e o receptor dopaminérgico D2.

N/

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 23 — Perfil de interac&o entre o acido a-lipdico e o receptor dopaminérgico D3
representado no painel BIRD.
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TMH3: 1,7 kcal/mol ECL2: -21,8 kcal/mol TMH5: -6,0 kcal/mol E(5A): -40,3

TMHS: -12,8 kcal/mol | TMHT: -1,4 kcal/mol - kcal/mol

As energias de interacdo dos residuos com o ALA s&o representadas pelas barras. A esquerda, est&o
indicados o residuo de aminoacido e a estrutura secundaria do receptor em que eles estéo localizados.
A direita, esta indicada a distancia minima entre o residuo e o ligante. Abaixo, estdo discriminadas as
energias de interacdo de cada regido do receptor, resultante da soma das energias individuais dos
residuos naquela regido, e a energia total de interacdo do complexo D3-ALA.
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Figura 24 — Representacéo espacial dos residuos de maior energia na interagdo entre
o0 acido a-lipéico e o receptor dopaminérgico D3.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 25 — Perfil de interacdo entre a olanzapina e o receptor dopaminérgico D2
representado no painel BIRD.
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TMHS5: -11,5 kcalimol | TMH6: -17,6 kcalimol | TMH7: -13,0 kcal/mol kcal/mol

As energias de interacdo dos residuos com a OLA s#o representadas pelas barras. A esquerda, estio
indicados o residuo de aminodcido e a estrutura secundaria do receptor em que eles estéo localizados.
A direita, esta indicada a distancia minima entre o residuo e o ligante. Abaixo, estdo discriminadas as
energias de interacdo de cada regido do receptor, resultante da soma das energias individuais dos
residuos naquela regido, e a energia total de interacdo do complexo D2-OLA.
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Figura 26 — Representacéo espacial dos residuos de maior energia na interagao entre
a olanzapina e o receptor dopaminérgico D2.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 27 — Perfil de interacdo entre a olanzapina e o receptor dopaminérgico D3
representado no painel BIRD.
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ECL2: -0,6 kcal/mol TMHS5: -13,0 kcal/mol | TMH6: -18,2 kcal/mol E(5A): 58,5
kcal/mol
TMHY: -2,5 kcal/mol - -

As energias de interacéo dos residuos com a OLA s#o representadas pelas barras. A esquerda, estéo
indicados o residuo de amino&cido e a estrutura secundaria do receptor em que eles estéo localizados.
A direita, esté indicada a distancia minima entre o residuo e o ligante. Abaixo, estdo discriminadas as
energias de interacdo de cada regido do receptor, resultante da soma das energias individuais dos
residuos naquela regido, e a energia total de interacdo do complexo D3-OLA.

67



Figura 28 — Representacdo espacial dos de maior energia na interacdo entre a
olanzapina e o receptor dopaminérgico D3.

Fonte: Elaborado pela autora.

68



Figura 29 — Energia total em funcéo do raio interagdo dos complexos D2-DA, D2-ALA
e D2-OLA analisado por bioquimica quantica.
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A curva em roxo representa o complexo D2-DA, em verde representa o complexo D2-ALA e em ciano
representa o complexo D2-OLA.

Figura 30 — Energia total em funcédo do raio interacdo dos complexos D3-DA, D3-ALA
e D3-OLA analisado por bioquimica quantica.
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A curva em magenta representa o complexo D3-DA, em laranja representa o complexo D3-ALA e em
verde ciano representa o complexo D3-OLA.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a administragéo de ALA
em associagdo com OLA em camundongos fémeas submetidos ao modelo de mania
induzido por ANF foi efetiva na prevenc¢ao do ganho de peso causado pelo tratamento
com OLA nestes camundongos. Além disso, este estudo demonstrou a reverséo da
hiperlocomocdo e comportamento exploratério no campo aberto induzidos pela
administrac@o crénica de ANF através dos tratamentos com OLA, ALA ou as duas
drogas combinadas, e reversdo do comportamento de risco induzido por ANF no
labirinto em cruz elevado através da administracdo de ALA sozinho (nos parametros
de tempo de permanéncia nos bragos abertos ou numero de mergulhos) ou
combinado com OLA (apenas no numero de mergulhos). A administracdo crénica de
ANF néo causou altera¢des na sociabilidade e memoria de trabalho destes animais.

A analise neuroquimica revelou um aumento na razdo DOPAC/DA no
hipocampo no grupo ANF em comparacéo ao controle. No corpo estriado, observamos
um aumento da expressao do receptor D2 induzido por OLA, que foi revertido no
tratamento com OLA e ALA em associacao, e aumento da expressao do receptor D3
induzido por OLA ou ALA, também revertido no tratamento com as duas drogas em
associacdo. Por fim, o estudo computacional revelou uma possivel interacdo do ALA
no sitio ortostérico dos receptores de dopamina D2 e D3, através de um padréo
diferente daquele observado para a DA, o ligante enddégeno, ou para a OLA, um

antipsicotico de segunda geracgao.

Efeitos da administracdo de ALA, sozinho ou em associacdo com OLA, sobre o peso

corporal de camundongos submetidos ao modelo de mania induzido por ANF.

O transtorno afetivo bipolar € uma doenca neuropsiquiatrica complexa que
envolve multiplos fatores. A recorréncia de episddios de mania e depressao tem sido
associada a perda neuronal progressiva e aumento da frequéncia e severidade das
crises subsequentes (MUNEER, 2016; SCAINI et al., 2020). De acordo com MUNEER
(2016), a doenca evolui até um estagio final de persisténcia dos sintomas onde néo é
mais possivel alcancar uma remissdo. O componente oxidativo da doenca é
especialmente importante nesta progresséao, gerando efeitos que repercutem além do

sistema nervoso central (SCAINI et al., 2020). Assim, o TAB apresenta importante
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comorbidade com disturbios metabdlicos e cardiovasculares decorrentes dos efeitos
periféricos da doenca, sendo que os pacientes tem risco aumentado de mortalidade

por estas condi¢des clinicas secundarias (SCAINI et al., 2020).

Como discutido anteriormente, o tratamento farmacolégico do TAB ainda tem
eficicia limitada em estabilizar a doenca a longo prazo, além de apresentar muitos
efeitos colaterais associados. Os antipsicéticos de segunda geracdo, como a
olanzapina, utilizados no tratamento agudo da mania e manutencdo, tem menor
potencial de inducdo de sintomas extrapiramidais em relacdo aos classicos, porém
apresentam alto potencial de inducdo de ganho de peso significativo durante o
tratamento e sindrome metabdlica. Nosso estudo corrobora os dados encontrados na
literatura ao reportar o aumento de peso induzido pela OLA em camundongos
submetidos ao modelo de mania induzido por ANF. Os efeitos colaterais destes
antipsicéticos podem ter graves consequéncias como aumento da incidéncia de
alteracGes metabdlicas e comprometimento da adesédo dos pacientes ao tratamento
(DAYABANDARA et al., 2017), tornando evidente a necessidade da busca de novas
terapéuticas para o transtorno bipolar.

Tendo em vista o importante componente oxidativo associado a fisiopatologia
do TAB, sua comorbidade com disturbios cardiometabdlicos e a probleméatica do seu
tratamento, um crescente nimero de evidéncias tem apontado os beneficios do ALA,
um potente antioxidante, como adjuvante no tratamento deste disturbio. Um estudo
clinico prévio do nosso grupo de pesquisa demonstrou a melhora dos sintomas
positivos, negativos e cognitivos e reducéo significativa de sintomas extrapiramidais
em pacientes esquizofrénicos em tratamento com antipsicoticos através da adicao do
ALA na dose de 100 mg/dia a terapia em curso durante 4 meses (SANDERS et al.,
2017). Além disso, € sabido que o &cido lipdico pode prevenir sindrome metabdlica,
aumentar a sensibilidade a insulina e reduzir a sensagéo de fome, auxiliando na perda
de peso (PACKER et al., 2001; ZIEGLER, 2004).

O presente estudo mostrou que o tratamento com ALA em associacao a OLA
foi capaz de prevenir o aumento de peso causado pela OLA em camundongos fémeas
submetidos ao modelo de mania induzido por ANF. Estes resultados tem extrema
importancia na clinica, visto que 0 ganho de peso associado aos antipsicoticos limita

a adesdo dos pacientes ao tratamento e aumenta o risco de desenvolvimento de
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condi¢des clinicas secundarias, e dao suporte ao uso do ALA como adjuvante no
tratamento da mania com antipsicoticos a fim de prevenir os efeitos colaterais
associados. Ainda, a reproducéo dos efeitos de ALA e OLA sobre 0 peso no modelo
animal de mania pode ser (til na investigagdo dos mecanismos moleculares

envolvidos nesta regulagao.

Efeitos da administracdo de ALA, sozinho ou em associacdo com OLA, sobre as
alteracbes comportamentais de camundongos submetidos ao modelo de mania
induzido por ANF.

A reproducgédo das caracteristicas do TAB em modelos animais representa um
desafio no estudo deste disturbio, tendo em vista sua alta complexidade. O modelo de
mania induzido por ANF, assim como a maioria dos modelos de mania (LOGAN;
MCCLUNG, 2016), baseia-se na hiperlocomocéao causada pelo aumento da liberagcéao
de dopamina no cérebro, sendo a observacao deste fendtipo utilizada como o principal
critério de avaliacdo dos modelos (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). Este
comportamento € analogo ao sintoma de agitacdo psicomotora observado no quadro
clinico de mania e que faz parte dos critérios diagnosticos do TAB de acordo com
DSM-V (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Com relacdo a atividade locomotora e exploratéria dos animais, nossos
resultados demonstraram um aumento no numero de cruzamentos decorrente da
administracdo de ANF, que foi revertido por todos os tratamentos testados. Este
achado é consistente com resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa, que
demonstram a reversdo da hiperlocomocdo induzida por anfetamina através da
administragcdo de ALA nas doses de 50 ou 100 mg/kg em camundongos machos
(MACEDO et al., 2012). De modo similar, outro estudo demonstrou que o ALA (100
mg/kg) sozinho ou combinado com clozapina (2,5 ou 5 mg/kg) foi capaz de reverter o
aumento no namero de crossings e de rearings causado pela administracéo cronica
de cetamina em camundongos machos (VASCONCELOS et al., 2015).

Nas condicbes experimentais deste estudo, ndo foi possivel observar
diferencas significativas em relacdo ao numero de rearings ou de groomings do grupo
ANF em relacdo ao grupo controle. Curiosamente, Macedo e colaboradores
(MACEDO et al., 2012) demonstraram um aumento no nimero de rearings induzido
pela administragédo crénica de anfetamina em camundongos machos, efeito revertido
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por ALA 100 mg/kg. Acreditamos que estas diferencas podem estar relacionadas ao
sexo, ja que os animais utilizados neste estudo eram fémeas. Outro ponto que vale
salientar é que o estudo em questao utilizou animais convencionais, enquanto nos

utilizamos animais SPF.

Interessantemente, os animais tratados com ALA e OLA em associacao
apresentaram uma diminuicdo do nimero de groomings em relacdo ao controle. E
sabido que a dopamina tem um papel critico na funcdo locomotora, inclusive para os
movimentos de grooming e outros padrbes complexos de comportamento
(BERRIDGE et al., 2005; CROMWELL; BERRIDGE, 1996). Kalueff e colaboradores
(KALUEFF et al., 2015) discutem que o comportamento de grooming pode ser afetado
por lesbBes nigroestriatais e pela administracdo de diversas drogas com acao
dopaminérgica. Estes autores ressaltam a importancia do equilibrio do sistema
dopaminérgico no estriado para a regulagdo do comportamento de grooming. Assim,
a diminuicdo do grooming causada pela associacdo das duas drogas pode estar
relacionada a um desbalanco dopaminérgico, jA que ambas as drogas atuam neste

sistema.

Como discutido acima, a hiperatividade é a principal caracteristica fenotipica
capturada pelos modelos animais de mania. De fato, pacientes em quadros agudos
de mania apresentam esta caracteristica (MINASSIAN et al.,, 2011; PERRY et al.,
2010). Porém, esta € apenas uma faceta dentre diversos outros sintomas que
compdem o quadro maniaco (LOGAN; MCCLUNG, 2016). Para além desta
caracteristica, acredita-se que a observacao de comportamento estereotipado, niveis
de ansiedade diminuidos, comportamentos de risco e impulsividade nos modelos
animais podem refletir fenétipos observados em disturbios psiquiatricos, como a
esquizofrenia e o TAB (VAN DEN BUUSE, 2009; WALTERS et al., 2008; ZHUANG et
al., 2001). Portanto, a avaliacao destes comportamentos nos modelos pré-clinicos de

mania deve ser estimulada.

Na analise comportamental de roedores, a ansiedade pode ser avaliada
através da exposicao a condicdes ambientais aversivas. Sabe-se que estes animais
apresentam uma tendéncia natural de aversdo a espacos abertos, ja que o0s
ambientes fechados e escuros promovem uma maior sensacado de seguranca

(SESTAKOVA et al., 2013). No teste de campo aberto, geralmente observa-se uma
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preferéncia a permanecer proximo as paredes do aparato e evitar o quadrante central,
de modo que o comportamento relacionado a ansiedade pode ser medido pelo grau
em que 0s animais evitam o centro. O aumento da atividade central indica alto
comportamento exploratério e baixos niveis de ansiedade, que por sua vez pode ser

interpretado como comportamento de risco (ZHOU et al., 2015).

Os resultados deste experimento mostram um aumento no tempo de
permanéncia no centro do aparato no campo aberto induzido pela administracdo
cronica de anfetamina, revelando um aumento do comportamento exploratério dos
animais e diminuicdo dos niveis de ansiedade. Assim como o himero de cruzamentos,
0 aumento da atividade central induzido pela ANF foi revertido por todos os

tratamentos testados.

De modo similar, a aversao pelos bracos abertos no teste de labirinto em cruz
elevado fornece uma medida de ansiedade em roedores (TRULLAS; SKOLNICK,
1993). O aumento da atividade nos bracos abertos implica em diminui¢cdo dos niveis
de ansiedade e, assim como o0 aumento do tempo de permanéncia no centro no campo
aberto, pode ser considerado um comportamento de risco. Corroborando o que foi
observado com relacdo a atividade central no teste de campo aberto, observamos que
0s animais tratados com ANF apresentaram um aumento no tempo de permanéncia
nos bracos abertos. Este resultado foi confirmado, também, pelo aumento no nimero
de mergulhos nos bracos abertos, neste mesmo teste. Este achados sugerem que
estes comportamentos estejam relacionados ao risco, além do aumento da atividade
exploratoria, e estdo em concordancia com os dados disponiveis na literatura no
modelo de mania induzida por anfetamina (ZHOU et al., 2015) e em outros modelos
de mania (ACKERMANN et al., 2010; KEERS et al., 2012; LOPACHEV et al., 2019).

No presente estudo, apenas o tratamento com ALA sozinho foi capaz de
reverter o aumento no tempo de permanéncia nos bracos abertos causado pela ANF
no teste de labirinto em cruz elevado, enquanto que tanto o tratamento com ALA
sozinho quanto em associacdo com OLA reverteram o aumento no numero de head
dips neste mesmo teste. Este padrdo de comportamento nos animais pode ser
correlacionado com a caracteristica de envolvimento em atividades de risco e

impulsividade observada em pacientes com mania (PERRY et al., 2009, 2010), o que
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geralmente esta associado com as altas taxas de suicidio (JOHNSON; CARVER,;
THARP, 2017).

Durante os episoédios de mania, 0s pacientes com TAB encontram-se mais
propicios a comportamentos de tomada de risco, 0 que pode estar associado a um
aumento dos contatos sociais. Nestes periodos, o0 paciente se encontra com alta
expressao da fala e de busca de contato, comportamento que pode ser avaliado em
modelos animais de mania (MANDUCA et al., 2016). Entretanto, a administracao
cronica de anfetamina n&o causou alteracbes na sociabilidade dos animais neste

estudo.

Pacientes afetados pelo TAB frequentemente apresentam comprometimento
cognitivo (SAITO et al., 2017). Um estudo prévio realizado por Gomes e colaboradores
(GOMES et al., 2015) demonstrou o déficit cognitivo causado pela administracao
cronica de anfetamina em camundongos machos. Assim, nosso estudo propos avaliar
os efeitos da administracdo cronica de ANF na memodria de trabalho dos animais
através do teste de labirinto em Y. Curiosamente, ndo foram observadas diferencas
significativas quanto a memoria de trabalho de camundongos fémeas submetidos ao
modelo de mania induzido por ANF no presente estudo, o que pode ser um efeito
relacionado ao sexo. De fato, DAO et al. (2010) reportam a influéncia de genes

relacionados ao sexo no fenotipo observado no TAB e em modelos pré-clinicos.

Ainda no teste de labirinto em Y, foi observado um aumento no namero de
alternancias total no grupo ANF, revertido pelos tratamentos com ALA sozinho ou
associado a OLA. Este achado corrobora a observacéo da hiperlocomoc¢ao induzida
pela ANF e indica que, apesar de estar sob o efeito da ANF, os animais submetidos

ao modelo ndo apresentaram prejuizo na memoria de trabalho em relacéo ao controle.

Efeitos da administracdo do ALA, sozinho ou em associacdo com OLA, sobre as
alteracdes dopaminérgicas em camundongos submetidos ao modelo de mania
induzido por ANF.

Estudos recentes demonstram que a administracdo de anfetamina causa
alteragcdes morfologicas e morte neuronal no hipocampo (ARROYO-GARCIA et al.,
2020) e a ativacao persistente desta area cerebral estaria relacionada com a
sensibilizagdo comportamental a anfetamina (LODGE; GRACE, 2008). Além disso,

um estudo anterior mostrou a influéncia de ALA nos niveis de dopamina no hipocampo
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de ratos (SANTOS et al., 2010). Assim, resolvemos estudar a presenca de alteragbes
dopaminérgicas no hipocampo dos animais submetidos ao modelo de mania induzido
por ANF e tratados com ALA e OLA.

Papadopoulou-Daifoti e colaboradores (PAPADOPOULOU-DAIFOTI et al.,
1992) sugerem que a razdo DOPAC/DA pode ser considerada uma medida do
turnover de dopamina. A analise neuroquimica revelou um aumento da razéo
DOPAC/DA no hipocampo dos animais submetidos a administracdo crbnica de
anfetamina em comparagédo ao controle, sugerindo uma maior taxa de renovagéo
deste neurotransmissor. Este achado corrobora com a observagdo do aumento do
estresse oxidativo no hipocampo de animais submetidos ao modelo de mania induzido

por anfetamina reportado por MACEDO et al. (2012).

Um estudo recente utilizando o modelo de mania induzido pela injecao
intracerebroventricular de ouabaina, um inibidor de Na/K-ATPase, relaciona achados
comportamentais de hiperatividade, estereotipicidade e ansiedade diminuida a uma
diminuicdo drastica na recaptacdo de dopamina e altos niveis de metabdlitos de
dopamina no estriado (LOPACHEV et al., 2019). Os autores sugerem que estes
efeitos teriam sido desencadeados através da ativacao de receptores dopaminérgicos,
enfatizando a importancia da neurotransmissdao dopaminérgica estriatal nas
alteracbes comportamentais observadas nos modelos de mania. Por questdes
metodoldgicas, ndo foi possivel mensurar os niveis de DA e DOPAC estriatais no
presente estudo. Esta analise poderia contribuir com o melhor entendimento das

alteracdes dopaminérgicas induzidas pela ANF e pelas drogas em estudo.

E sabido que os receptores de dopamina D2 s&o os principais receptores
relacionados aos efeitos motores induzidos pela anfetamina (CHAVEZ et al., 2009) e
principal alvo farmacologico dos antipsicoticos. A valer, estudos do cérebro de
pacientes bipolares demonstram a presenca de alteragdes nos niveis deste receptor
(ZOU et al., 2012). Juntamente com eles, o0s receptores de dopamina D3 também sdo

frequentemente implicados no TAB e como alvo terapéutico de antipsicéticos.

Diferentes achados tém sugerido a acdo do ALA sobre estes receptores, 0
gque pode explicar, pelo menos parcialmente, sua reversdao dos efeitos
comportamentais causados pela anfetamina aqui reportados. Deslauriers e
colaboradores (DESLAURIERS et al., 2011) demonstraram que o ALA preveniu o
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aumento da expressdo de D2 induzida por haloperidol, um antipsicético de primeira

geracado, em cultura de células SH-SY5Y.

O principal mecanismo de acdo dos antipsicoticos € o antagonismo dos
receptores dopaminérgicos. Estes farmacos ocupam o receptor, impedindo que a
dopamina se ligue e desempenhe sua funcéo biologica através da sua ativacgao.
Sendo assim, o uso destas drogas pode induzir mecanismos homeostéaticos
compensatorios na tentativa de restaurar a transmissao dopaminérgica, levando

assim a superexpressao dos receptores dopaminérgicos pos-sinapticos.

Na analise de expressdo génica dos receptores, observamos que 0
tratamento com OLA (ANF+OLA) induziu o aumento da expressao de ambos os
receptores D2 e D3 no CE dos animais submetidos a administracéo cronica de ANF.
Interessantemente, o tratamento com ALA (ANF+ALA) também induziu a
superexpressao do receptor D3, mas nao do D2, o que sugere que ALA age de forma

distinta sobre cada um dos receptores.

Em se tratando de drogas psicoestimulantes, como a anfetamina, que
aumentam a disponibilidade de dopamina na fenda sinaptica, a exposicao repetida
pode induzir mecanismos compensatorios no sentido contrario dos induzidos pelos
antipsicoticos, a fim de inibir a neurotransmissédo dopaminérgica. Estes mecanismos
podem incluir a reducéo da sintese de dopamina, superexpressao dos transportadores

de dopamina e supraexpressao dos receptores D2 e D3 no estriado.

Tendo em vista as alterac6es encontradas em relacédo a expressao génica dos
receptores dopaminérgicos estriatais, este estudo buscou avaliar a interacédo direta

entre as drogas e o0s receptores D2 e D3 através de metodologias computacionais.

Estudo da interacdo de DA, ALA e OLA nos receptores de dopamina D2 e D3 através

de ensaios computacionais de docking molecular e bioquimica quantica.

Métodos computacionais quéanticos combinados com docking molecular
possibilitam o estudo de interagBes quimicas em biomoléculas complexas, como as
proteinas. Esta metodologia tem sido aplicada com sucesso em nosso grupo de
pesquisa no estudo da interacdo de antipsicoticos com receptores dopaminérgicos
(ZANATTA et al., 2012, 2014, 2016). Zanatta e colaboradores (ZANATTA et al., 2016)

sugeriram, por meio de estudos de docking molecular, que o antipsicético risperidona
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poderia assumir duas orienta¢des distintas no sitio de ligacdo do receptor D3. Neste
mesmo estudo, a andlise por bioquimica quantica das duas orientacdes da risperidona
no D3 indicou que uma delas geraria uma maior for¢ca de ligacdo com o receptor.
Recentemente, a co-cristalizacao da risperidona no receptor D2 (WANG et al., 2018)
revelou que a molécula assumiu uma orientacdo equivalente aquela de maior energia
identificada no estudo citado anteriormente, o que d& suporte a validade do protocolo
de docking utilizado seguido pela analise por bioquimica quantica no estudo de

interacdes receptor-ligante.

Para uma melhor avaliagcéo da ligacdo das drogas em estudo, ALA e OLA, nos
receptores dopaminérgicos, nds decidimos estudar primeiramente como ocorre a
interacdo do ligante endégeno, a dopamina. Nossos resultados de docking molecular
demonstraram uma alta conservacéao do sitio de ligacdo de DA nos receptores D2 e
D3, com 11 residuos idénticos entre eles. A molécula de dopamina assume posi¢des
equivalentes nos dois receptores, com as hidroxilas do catecol (regido i) voltadas para
a TMH5 e a porcao amina (regiao ii) interagindo com a TMH3. DA mostra proximidade
com residuos de serina na TMH5, com possiblidade de formacédo de ligacbes de
hidrogénio. Destaca-se, ainda, a presenca de interacbes com diversos residuos
aromaticos da TMH6 nos dois receptores. De um modo geral, as caracteristicas mais
relevantes dos sitios de ligacdo de DA, como energia total, energia por estrutura
secundaria e interacfes formadas, sdo muito semelhantes, refletindo a caracteristica

de alta conservacéao destes receptores.

Estudos de mutagénese sugerem que, para a ligacdo da dopamina, é
necessaria a formacao de uma interagcéo ibnica entre a amina protonada da dopamina
e a cadeia lateral negativamente carregada de Aspl114 no D2 (ou Aspl10, no D3)
(PLATANIA et al.,, 2012; SALMAS et al., 2015), residuo conservado em todos os
receptores de aminas biogénicas acoplados a proteina G (HUANG, 2003). De fato, a
presenca de um grupamento amino protonado é observada nas estruturas de diversas
drogas com acédo nos receptores D2/D3. Ademais, diversos autores citam a formacéo
desta interacdo, chamada de ponte salina, como sendo crucial para a ligacdo a
receptores dopaminérgicos. Os resultados de docking molecular aqui reportados
confirmam a presenca desta interagéo nos complexos formados pela dopamina e pela

olanzapina em ambos os receptores estudados. A formagao de uma ponte salina com
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Aspl114(110) também foi observada nas interagdes de eticloprida e haloperidol no D3
(CHIEN et al., 2010; ZANATTA et al., 2012, 2014) e risperidona no D2 (WANG et al.,
2018) e D3 (ZANATTA et al., 2016).

Floresca e Schetz (FLORESCA; SCHETZ, 2004) referem-se a interacdo com
o residuo aspartico conservado na TMH3 como uma ligagéo iénica refor¢ada, pois
seria composta ndo sé pela interacdo ibnica eletrostatica, mas também por uma
ligacdo de hidrogénio. Curiosamente, dos sistemas em que a ponte salina esta
presente, apenas em D3-OLA o hidrogénio da amina protonada (na regido i de OLA)
esta voltado para o lado oposto ao residuo aspartico. Neste caso, a interacao estaria
reduzida ao componente ibnico. De fato, a energia de interacdo revelada pela analise
por bioquimica quantica de OLA com Aspl14, no D2, é duas vezes maior do que com
seu equivalente no D3, Aspl10, enquanto que a energia de interacdo da dopamina
com os dois residuos é praticamente a mesma. Este residuo & responséavel, em
grande parte, pela diferenca de afinidade de OLA entre D2 e D3, visto que se
desconsiderarmos sua contribuicdo energética, as energias de interacdo dos

complexos D2-OLA e D3-OLA se tornam muito proximas.

Como pode ser visto nas Figuras 15 e 16, o resultado de docking do ALA, que
nao possui amina protonada em sua estrutura, demonstrou que este ligante néo foi
capaz de formar uma interacéo eletrostatica com Asp114(110). Tanto na conformacao
assumida no receptor D2 quanto no D3, a regido ii de ALA, porcdo altamente
hidrofébica do ligante, ficou proxima ao residuo aspartico carregado, dando origem as
energias repulsivas observadas no resultado da analise quantica. Apesar de nao
apresentar estrutura quimica favoravel para a interacdo com este residuo chave, o
ALA obteve uma energia total de interacdo semelhante aquela da dopamina, o que
sugere a presenca de outros residuos importantes para a sua ligacéo aos receptores.
Além disso, o estudo das estruturas cristalogréficas de D2 e D3 revela a presenca de
um sitio hidrofébico estendido localizado acima do sitio ortostérico (CHIEN et al.,
2010; WANG et al.,, 2018). Em oposicdo ao alto grau de conservacdo do sitio
ortosterico, o sitio estendido é formado por residuos Unicos em cada receptor, sendo
indicado como alvo crucial para a especificidade de subtipos (CHIEN et al., 2010).

Assim, outra possibilidade seria uma modulag¢éo no sistema dopaminérgico mediada
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pela acomodacdo de ALA neste sitio estendido, dada a sua caracteristica mais

hidrofobica.

Floresca e Schetz (FLORESCA; SCHETZ, 2004) revisaram a fundo as
caracteristicas do sitio de ligagcdo dos receptores dopaminérgicos. Além da ponte
salina com o residuo aspartico na TMH3, eles citam como caracteristicas importantes
para a ligacdo aos receptores um microdéminio formado por residuos de serina na
TMH5 e um microdominio formado por residuos aromaticos na TMH6. Tanto no D2
guanto no D3, a principal contribuicdo energética para a interacdo de ALA vem de
residuos do tipo Serina, porém em posi¢ces distintas. No D2, o grupamento
carboxilico de ALA, regido iii do ligante, forma uma ligacdo de hidrogénio com o
residuo Serl193, no microdominio da TMH5, enquanto que no D3, ALA interage
fortemente com Serl82, localizado na ECL2. De modo geral, chama atencdo a
presenca de residuos da ECL2 nos sitios de ligacdo de DA e ALA no receptor D3, mas
nao no D2. Além disso, no receptor D3, a ECL2 é a estrutura secundaria com maior
forca de ligacdo ao ALA. A valer, Chien e colaboradores (CHIEN et al., 2010) reportam
a contribuicédo dos residuos 182-186 para o sitio de ligacao da eticloprida na estrutura
cristalogréfica do receptor D3.

A interacdo com o microdominio aromatico na TMH6, formado por
Trp386(342), Phe389(345), Phe390(346) e His393(349), é tida como importante para
a etapa de ativacdo dos receptores de dopamina (FLORESCA; SCHETZ, 2004,
MOREIRA et al., 2009). Além disso, é reportado na literatura que interacdes do tipo
T-stacking com Trp386(342) e His393(349) desempenham um papel na estabilizacéo
da posi¢éo de ligantes no sitio (FLORESCA; SCHETZ, 2004; HOLST et al., 2009). No
presente estudo, todos os ligantes demonstraram importantes interacdes com
residuos deste microdominio. A valer, nosso estudo pdde identificar ndo s6 interacfes
do tipo Tr-stacking, mas também do tipo -1 T-shaped, pi-alquil e pi-sulfur com os
residuos ja reportados e com outros residuos aromaticos tanto na TMH6 quanto na
TMH5.

Enquanto que ALA parece se ligar mais fortemente a receptores do tipo D3,
os resultados indicam uma preferéncia de OLA pelo D2. Apesar de haver 8 residuos
a mais na interagdo D3-OLA em comparacao a D2-OLA, nossos resultados apontam

para uma maior forca de ligagdo de OLA em receptor D2. OLA apresentou energia
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total de interagdo com os receptores muito maior do que ambos DA e ALA, tendo sido
por volta de duas vezes maior para o D2R e 50% maior para o D3R. De fato, esta
molécula concorre com a dopamina in vivo pela ligagdo aos receptores
dopaminérgicos. Para DA e ALA, é possivel observar a presenca de residuos atrativos
e repulsivos, enquanto que para OLA foram identificados apenas residuos atrativos

no receptor D2.

Nosso estudo revelou que a interacdo de ALA é mediada principalmente pela
TMHS5 e pelos residuos arométicos na TMH6, no D2, e pela ECL2 e o microdominio
aromatico na TMH6, no D3. Mesmo com importante energia repulsiva ao
Aspl114(110), ALA teve uma energia total de interacdo muito proxima a DA no D2 e
até mais atrativa do que DA no D3, parecendo ter preferéncia pelo ultimo. Estes dados
corroboram o achado de indugéo da superexpresséo do receptor D3, mas nao D2,
pelo ALA. A identificag&o in silico de elementos estruturais chave que determinam o
perfil farmacolégico de ALA fornece uma base importante para o entendimento da

ligacdo de ALA a estes receptores e a sua relacdo estrutura-atividade.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo foi proposto para investigar a acdo do ALA em via
dopaminérgica utilizando o modelo de mania induzido por D-anfetamina (ANF), tendo
em vista a elucidagdo de mecanismos moleculares de acdo do ALA e a problematica
do tratamento farmacolégico do TAB. Nossos resultados demonstraram a prevencao
do ganho de peso induzido por OLA através da associacdo com ALA, o que poderia
ter importante impacto na clinica no sentido de amenizar os efeitos colaterais dos
antipsicoticos e melhorar a adesdo dos pacientes ao tratamento. Além disso, este
estudo demonstrou a reversédo da hiperlocomocdo e comportamento exploratorio no
campo aberto induzidos pela administracéo crénica de ANF através dos tratamentos
com OLA, ALA ou as duas drogas combinadas, e reversdo do comportamento de risco
induzido por ANF no labirinto em cruz elevado através da administracdo de ALA

sozinho ou combinado com OLA.

Com relacdo aos efeitos dos tratamentos nos receptores dopaminérgicos
estriatais, observamos um aumento da expresséo do receptor D2 induzido por OLA,
gue foi revertido no tratamento com OLA e ALA em associagcdo, e aumento da
expressao do receptor D3 induzido por OLA ou ALA, também revertido no tratamento
com as duas drogas em associacao. O estudo computacional revelou uma possivel
interacdo do ALA no sitio ortostérico dos receptores de dopamina D2 e D3, através de
um padrdo diferente daquele observado para a DA, o ligante endégeno, ou para a
OLA, um antipsicotico de segunda geracao, além de indicar residuos chave para estas
interacbes. Juntos, estes resultados demonstram a reversdo das alteracdes
comportamententais induzidas por ANF através do uso do ALA, sozinho ou combinado
com OLA, e ddo suporte as evidéncias sobre a acdo direta de ALA sobre a
neurotransmissdo dopaminérgica, além de indicar uma acdo diferencial desta
molécula sobre os receptores D2 e D3. Visto que o ALA ja tem eficacia comprovada
na clinica na reversdo de diversos sintomas neuropsiquiatricos, este estudo buscou
aprofundar os conhecimentos sobre 0s seus diversos sitios e mecanismos de acéo,

podendo ser util na ampliagdo do seu uso clinico.
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