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Resumo

O Transtorno bipolar (TB) é um transtorno crénico considerado um
grave problema de salde publica. Apesar de sua importancia, a sua
fisiopatologia ainda é pouco conhecida, dificultando o desenvolvimento
de novos farmacos para o seu tratamento. Recentemente, varios estudos
tém sugerido que a fisiopatologia do TB pode estar relacionada com
alteracBes do sistema imune e com o estresse oxidativo. O Litio (Li) é
um estabilizador de humor considerado padrdo ouro para o tratamento
do TB, porém, devido aos efeitos colaterais causados por este farmaco,
muitos pacientes acabam abandonando o tratamento, o que acaba
agravando os sintomas. Estudos prévios demonstram que o celecoxib
(Cel), um anti-inflamatorio inibidor seletivo da ciclo-oxigenase 2 (Cox-
2), pode ser efetivo para o tratamento da depressdo e do TB. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento
associado de Li com Cel sobre o comportamento, niveis de citocinas e
parametros de estresse oxidativo em um modelo animal de mania
induzido por dextro-anfetamina (d-AMPH). Foram utilizados ratos
Wistar machos adultos, os quais foram submetidos a administracdo i.p
de d-AMPH (2 mg/kg) ou salina (Sal) durante 14 dias, uma vez por dia.
Entre o oitavo e o décimo quarto dia os animais do grupo d-AMPH e do
grupo Sal foram tratados por gavagem com Li (24 mg/kg), Cel (20
mg/kg), Li + Cel ou 4gua. Foram avaliados os niveis de citocinas (IL-1p,
IL-4, IL-10, TNFa) e pardmetros de estresse oxidativo [espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS), carbonil, catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) ] no cérebro e soro destes animais. Os resultados
demonstraram que a d-AMPH induziu hiperlocomocdo nos animais e
gue o tratamento adjunto com Li + Cel foi capaz de reverter este
comportamento. Além disso, a d-AMPH aumentou a expressao de IL-4,
IL-10 ¢ TNFa no soro e cérebro dos animais, € o tratamento conjunto de
Li + Cel foi capaz de reverter este aumento. A d-AMPH também
aumentou os niveis de TBARS e de grupamentos carbonila no cérebro
dos animais e tanto os tratamentos isolados com Li e Cel, quanto o
tratamento associado de Li + Cel foram capazes de reverter este
aumento. A d-AMPH causou uma reduc¢do na atividade da CAT e o
tratamento adjunto com Li + Cel conseguiu reverter esta diminuicdo. A
d-AMPH aumentou a atividade da GPx no cortéx frontal e o tratamento
com Li ou Cel isolados ou associados reverteram este aumento. No
hipocampo, houve um aumento na atividade da GPx no grupo d-
AMPH+Li+Cel. Juntos, esses resultados indicam que sistema imune
inflamatoério e o estresse oxidativo podem estar envolvidos na






fisiopatologia do TB e que o tratamento associado de Li + Cel pode ser
um novo potencial terapéutico para o tratamento de TB.

Palavras chave: transtorno bipolar, citocinas, modelo animal de mania,
estresse oxidativo, d-anfetamina.






Abstract

Bipolar disorder (BD) is a chronic disorder considered a serious public
health problem. Despite its importance, the pathophysiology of this
disorder is still little known, making it difficult to develop new drugs for
the treatment of it Recently, several studies have suggested that the
pathophysiology of BD may be related to changes in the immune system
and also related with oxidative stress. Lithium (Li) is a mood stabilizer
considered a gold standard for the treatment of BD; however, due to its
side effects, many patients end up abandoning the treatment and
aggravating the symptoms of the disorder. Previous studies have shown
that celecoxib (Cel), an anti-inflammatory selective inhibitor of
cyclooxygenase 2 (Cox-2), may be effective in treating depression and
BD. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of
adjunct Li treatment with Cel on parameters of behavior, cytokine levels
and oxidative stress biomarkers in an animal model of mania induced by
d-AMPH. For this purpose, adult Wistar rats were used as animal
model. They received, intraperitoneally (i.p.) 2 mg/kg of
dextroamphetamine (d-AMPH) or Salt for 14 days, once a day. Between
the eighth and the fourteenth day the animals of the d-AMPH group and
the Salt group were treated by gavage with Li (24 mg/kg), Cel (20
mg/kg) or Li + Cel or water. We evaluated levels of cytokines (IL-1B,
IL-4, IL-10, TNFa) and oxidative stress biomarkers [TBARS, carbonyl,
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx)] in brain and serum of
these animals. Our results demonstrated that d-AMPH induced
hyperlocomotion in the animals and that the adjunct treatment with Li +
Cel was able to reverse this behavior. In addition, d-AMPH increased
the expression of IL-4, IL-10 and TNFa in the serum and brain of these
animals, and treatment Li + Cel was able to reverse this increase. d-
AMPH also increased levels of TBARS and carbonyl groups in brain
samples of rats and both, Li and Cel, and Li + Cel treatments were able
to reverse these increases. d-AMPH produced a reduction in CAT
activity and the adjunct treatment, with Li + Cel, was able to reverse this
decrease. d-AMPH also increased the activity of GPx in the frontal
cortex and treatment with Li or Cel, in single dose, as well as the
combination of Li + Cel reversed this increase. In the hippocampus
samples, there was an increase in GPx activity in the d-AMPH + Li +
Cel group. In conclusion, we are able to say that inflammatory immune
system and oxidative stress may be involved in the pathophysiology of
BD, as well as the adjunctive treatment of Li + Cel may is a new
potential therapeutic protocol in BD treatment.






Key words: bipolar disorder, cytokines, animal model of mania,
oxidative stress, amphetamine.
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1. INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO BIPOLAR

O Transtorno Bipolar (TB) caracteriza-se por um transtorno
cronico que afeta aproximadamente 1,5% da populagdo, seu curso é
cronico e recorrente, os pacientes acometidos por ele apresentam
episddios maniacos, hipomaniacos e depressivos, bem como episodios
mistos (Judd e Akiskal, 2003; Merikangas et al., 2007). Um estudo
mostrou que o risco de desenvolver o TB é maior em adultos jovens, e
gue pelo menos metade dos casos iniciam antes dos 25 anos (Kesller et
al., 2005). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) faz uma previsdo
para 0 ano de 2020 colocando o TB como a sexta causa médica de
incapacidade (Lopes e Murray, 1998).

O Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais,
DSM-V, caracteriza pacientes com TB do tipo I, TB do tipo Il e
ciclotimia. Alternancia entre os estados de humor maniaco e depressivo
corresponde ao TB I, enquanto a hipomania ao TB Il. O TB do tipo Il €
0 de maior incidéncia na populagdo, respondendo por 5%, enquanto o
TB | representa 1% (Barbosa et al., 2009). A caracteristica principal do
transtorno € a mania que, dependendo da gravidade, apresenta
manifestacdes como euforia, energia exacerbada, grandiosidade e uma
sensacdo de prazer intenso, podendo alternar ao um estado altamente
irritavel e agressivo (Calabrese et al., 2003).

E importante salientar que os indices de comorbidade sio altos
em pacientes com TB, podendo variar de 30 a quase 100%, dependendo
da metodologia e amostra utilizada no estudo (Bauer et al., 2005). As
comorbidades comumente encontradas em individuos com TB sdo as
relacionadas a problemas circulatérios, diabetes mellitus, obesidade e
doencas respiratorias (Mclntyre et al., 2007; Barbosa et al., 2014). O
abuso de substancias e a ocorréncia de transtornos de ansiedade também
sdo comuns dentre estes pacientes (Sanches et al., 2005; Amério et al.,
2015).

Apesar da baixa frequéncia (em torno de 2% da populacao), sua
influéncia na vida dos individuos resulta em um sério problema de satde
publica. Em relagdo aos riscos de mortalidade, estudos mostram altas
taxas de suicidio entre os portadores deste transtorno (Santin et al.,
2005; Amério et al., 2015).

O tratamento classico usado para pacientes com TB é carbonato
de Litio (Li) e anticonvulsivantes como o valproato de sédio (VPA).
Ambos podem ser usados como estabilizadores de humor e servem para
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prevenir em longo prazo as recorréncias dos episodios (Baldessarini,
2006).

Apesar de todos os avangos ao longo dos anos em relacdo a este
transtorno, a sua fisiopatologia ndo estd totalmente compreendida,
porém algumas teorias tém sido propostas. Varios estudos
demonstraram um aumento do estresse oxidativo e alteragdes em
enzimas antioxidantes em pacientes com TB (Kuloglu et al., 2002;
Ozcan et al., 2004; Frey et al., 2006a; Halliwell, 2006; Andreazza et al.,
2009; Berk et al., 2011; Jornada et al., 2011). Outros estudos também
tém relacionado o possivel envolvimento de neurotrofinas, em particular
o fator neurotrofico derivado do e do fator de crescimento neural com
possivel envolvimento na fisiopatologia do TB (Shaltiel et al., 2007;
Kapczinskiet al., 2009; Soontornniyomkij et al., 2011; Thompson Ray et
al., 2011; Huang et al., 2012). Mais recentemente, alguns estudos tém
demonstrado o possivel papel do sistema imune na fisiopatologia do TB
(Barbosa et al., 2009; Mc Namara e Lotrich, 2012; Barbosa et al., 2014;
Valvassori et al., 2015).

1.2 TRATAMENTO DO TRANSTORNO BIPOLAR

O tratamento de individuos com TB ainda constitui uma tarefa
altamente complexa, antes de tudo, por envolver estratégias distintas nos
diferentes estagios desse transtorno (Ketter et al., 2016). O uso de
antidepressivos podem causar mania ou hipomania em pacientes
bipolares, ja os tratamentos que agem sobre os episédios maniacos, em
alguns casos, podem levar a depressdo (Geddes e Miklowitz, 2013).

O Li é ainda é considerado o farmaco padréo ouro para pacientes
com TB e o Unico aprovado especificamente para o transtorno, sendo
utilizado por mais de 50 anos para o tratamento das fases aguda e de
manutencdo do tratamento. E indicado para os episédios de mania
aguda, em particular para mania euférica e hipomania, sendo eficaz
também para comportamento suicida. Entretanto, o uso deste farmaco
requer cuidados especiais, pois a sua retirada abrupta pode levar a
maiores chances de recaida e suicidio (Kapczinski e Quevedo, 2009;
Kapczinski e Quevedo, 2016).

A associagdo do Li com anticonvulsivantes tém sido muito
utilizadas na pratica clinica, dentro deste contexto apresenta-se 0 VPA e
a carbamazepina (CBZ), ambos com propriedades antimaniacas, sendo
0s mais indicados para a fase maniaca do TB. Seus mecanismos de a¢éo
ainda sdo pouco conhecidos. O que até o momento se sabe é que tais
mecanismos estdo envolvidos na modulagcdo de multiplos sistemas
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reguladores de neurotransmissores e cascatas de sinalizacdo
intracelulares (Niciu et al., 2013). Contudo, assim como acontece com 0
Li, eles também apresentam alguns inconvenientes, pois ndo sao
eficazes para todos os pacientes, apresentam risco de teratogenecidade e
necessitam de constante monitorizagdo terapéutica. Além dos farmacos
citados, a gabapentina (GBP), lamotrigina (LTG), levetiracetam (LEV),
tiagabina (TGB) e topiramato (TPM) também estdo entre os outros
farmacos utilizados na clinica para pacientes com TB (Kapczinski e
Quevedo, 2009).

Apesar de existir um significativo nimero de farmacos para a
terapéutica, o grande desafio do tratamento esta na fase depressiva do
transtorno, pois, 0 uso de antidepressivos possui um risco muito grande
no desencadeamento de episédio maniaco. Assim, os antidepressivos
mais utilizados na pratica clinica atual sdo os inibidores da recaptacdo
de serotonina e a bupropiona, um inibidor da recaptacdo de dopamina
(DA) (Sachs et al., 2000; Post et al., 2006).

Como mencionado acima, o arsenal terapéutico atual parece
animador a primeira vista, levando em consideracdo a quantidade de
farmacos que podem ser utilizados para o tratamento do TB
(estabilizadores de humor, antidepressivos, antipsicoticos e
anticonvulsivantes), no entanto, muitas lacunas ainda estdo abertas,
principalmente em se tratando das fases distintas observadas no
transtorno. Outros fatores inconvenientes encontrados sdo a resisténcia
de alguns sintomas ao tratamento, a baixa adesdo devido aos efeitos
colaterais, tais como, aumento de peso, poliria, problemas
dermatologicos, fadiga, bradicinesia, problemas sexuais (Rosa et al.,
2006; Cheniaux, 2011). E importante salientar que o Li, em vista da
dose utilizada e apesar de seus inimeros efeitos colaterais (ganho de
peso, fadiga e polidria), ainda continua sendo a primeira e mais indicada
opcdo de tratamento, pois € considerado o farmaco mais eficaz nos
sintomas do TB.

Em termos de perspectivas, h4 uma grande variedade de
estratégias terapéuticas em desenvolvimento, mas que ainda precisam de
estudos mais aprofundados. O principal desafio farmacoldgico atual
para o tratamento do TB é estratégia farmacoldgica para os dois polos
do transtorno (Ribeiro et al., 2005). Diante desta realidade, ainda se
encontra muitas dificuldades em relacdo ao tratamento do TB, visto que,
a maioria deles tratam apenas dos sintomas do transtorno. Isso justifica a
importancia de maiores pesquisas na busca de novos farmacos.

1.3 TRANSTORNO BIPOLAR E INFLAMAGAO
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O papel da inflamagéo como parte constituinte de varias doencas,
como as doencas cardiovasculares, diabetes e cancer, tem evoluido
bastante desde a UGltima década e vem sendo um novo alvo de pesquisa
para neurologia e a psiquiatria. Desde entdo, estudos envolvendo o
sistema imune e 0s transtornos psiquiatricos, tais como os transtornos de
humor, de ansiedade e esquizofrenia vém ganhando cada vez mais
destaque (Miller et al., 2013).

As citocinas sdo importantes mediadores inflamatorios
produzidos pelas células do sistema imune (células T, natural Killer
(NK), mondcitos/macréfagos e células dendriticas) (Oliveira et al.,
2007). Também podem ser produzidas por células do sistema nervoso,
particularmente pela microglia e pelos astrécitos (Goncharova e
Tarakanov, 2007; Muller e Schwarz, 2010).

S80 mediadores indispensaveis para a conducdo da resposta
inflamat6ria, porém, um aumento significativo de citocinas pro-
inflamatdrias a partir de uma lesdo podem acarretar em uma
instabilidade hemodindmica ou distdrbios metabdlicos. Perante uma
impossibilidade de se classificar as citocinas quanto a sua célula de
origem ou quanto a sua funcdo, as mesmas foram agrupadas em
interleucinas (IL), numeradas em uma sequéncia que vai de 1 a 35
(Oliveira et al., 2011).

A primeira hipdtese do papel do sistema imune na fisiopatologia
de alguns transtornos de humor ocorreu na década de 1990. Smith
(1991) propobs a teoria dos macrofagos para a depressdo, associando a
depressdo com a secrecdo excessiva de citocinas por estas células.
Desde entdo, inGmeras pesquisas tém demonstrado o papel dos
processos imunoldgicos em diversos transtornos psiquidtricos. No
entanto, ndo é totalmente esclarecido se a ativagéo de vias inflamatérias
no sistema nervoso central (SNC) origina-se na periferia ou diretamente
do cérebro, induzidas por algum tipo de estresse. Mesmo assim, o papel
das citocinas no SNC e na fisiopatologia de transtornos psiquiatricos €
reconhecido e tem alguns possiveis mecanismos envolvidos, como por
exemplo, citocinas podem influenciar na sintese, liberacdo e recaptacéo
de neurotransmissores e monoaminas (serotonina, norepinefrina,
dopamina e glutamato); citocinas podem influenciar no eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) através do feedback negativo e/ou
a perturbacdo na funcdo dos receptores de glicocorticoides; citocinas
podem influenciar na plasticidade neuronal e diminuir a expressdo de
BDNF no hipocampo (Felger et al., 2007; Miller et al., 2009).

Recentemente um estudo realizado por Louveau e colaboradores
(2015), descobriu a existéncia de um sistema linfatico revestindo os
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seios durais no cérebro. A descoberta deste sistema linfatico no SNC
lanca uma nova luz sobre a etiologia das doencas neuroinflamatérias e
neurodegenerativas associada com a disfuncdo do sistema imunoldgico
(Loveau et al., 2015).

Ha um crescente nimero de dados mostrando que o TB esta
associado a uma inflamagdo crénica de baixo grau. Um aumento de
citocinas pro-inflamatérias foram consistentemente relatados em
pacientes bipolares, em particular, fator de necrose tumoral (TNF-a) e
receptor solivel de TNF do tipo 1 (STNFR1) (Barbosa et al., 2011;
Modabbernia et al., 2013; Munkholm et al., 2013). Ainda que haja
varios estudos correlacionando o TB a alteragdes imunolégicas, 0s
dados ainda séo inconstantes, ressaltando a importancia de mais
pesquisas nesta area (Barbosa et al., 2009).

1.4 CELECOXIB

A classe de anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) ja é bem
conhecida pela humanidade h4 mais de 100 anos, sendo estes 0s agentes
farmacoldgicos mais utilizados na pratica clinica. Tendo um amplo
espectro de indicagdes terapéuticas, tais como: a¢lo analgésica, anti-
inflamatdria, antipirese, profilaxia contra doencas cardiovasculares
(Dubois et al., 1998).

Quando se fala em AINES é preciso saber qual o seu mecanismo
de acdo, frente a isso, deve-se entender um pouco mais sobre as ciclo-
oxigenases (COX) (Figura 1). Apesar de a COX ter sido descoberta ha
mais de 20 anos, foi na Gltima década que ocorreu um maior progresso
no entendimento das suas funcfes. O termo COX deriva da hip6tese de
0 seu mecanismo de acdo consistir na formacao de peréxidos biciclicos
(endoperodxidos) oriundos da oxigenacdo de 4cidos graxos
polinsaturados (Marnett et al., 1999). A ativagdo da COX envolve a
sintese das prostaglandinas (PGs) e a partir do &cido araquidénico (AA)
formado pela fosfolipase A2 (PLA2) de fosfolipidios da membrana
(Brooks et al., 1999). A enzima COX apresenta duas isoformas
intituladas COX-1 e COX-2. A COX- 1 é fisiologicamente constitutiva,
agindo como citoprotetora gastrica, responsavel pela homeostase renal e
plaquetaria, jA a COX-2 é considerada indutiva, surgindo apenas em
situacGes de trauma tissula e infeccbes (Perazella e Tray, 2001; Yaksh et
al., 2001).

Quando um determinado anti-inflamatério inibe apenas a
isoforma COX-2, sem que haja nenhuma intervencdo na atividade da
COX-1, designa-se agente inibidor especifico COX-2. Estes compostos
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foram entdo denominados coxibs. Sendo que, o Celecoxib (Cel) foi o
primeiro composto a ser aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) para comercializagdo nos Estados Unidos (Whelton, 2001). Pelo
fato de ndo atuarem na COX-1, os coxibs foram introduzidos como uma
classe alternativa de AINES de eficacia similar, porém, com um menor
indice de efeitos colaterais que os tradicionais AINES (Cannon e
Breedveld, 2001).

Estudos mostram o papel das PGs como mediadoras da febre,
reacOes anti-inflamatorias no tecido neural e também na funcéo cerebral
(Dubois et al., 1998; Lipsky, 2000). Os niveis de COX-2 mostraram-se
aumentados apds convulsdes e atividade mediada pelo receptor NMDA
(Dubois et al., 1998). Ainda é preciso uma maior investigagao acerca do
papel da COX-2 e seus inibidores, no entanto, estudos evidenciam que
altas doses de AINES podem estar associadas a reversdo de déficits
cognitivos em idosos. Ao mesmo tempo em que 0 seu uso prolongado e
em baixas doses parece prevenir o declinio da fun¢do cognitiva (Karplus
e Saag, 1998).

Alguns estudos utilizando o tratamento com Cel demonstraram-se
eficazes em pacientes com depressdo (Chen et al., 2010; Abbasi et al.,
2012). O mesmo farmaco também demonstrou eficacia como terapia
adjuvante no tratamento de episddios maniacos, depressivos e/ou mistos
(Nery et al., 2008; Arabzadeh et al., 2015). Tendo em vista esses
resultados, considera-se de grande importancia as pesquisas envolvendo
0 uso de anti-inflamatérios como um possivel novo alvo terapéutico
para o TB.
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Estimulo Fisiolégi Estimulo
stimulo Fisioldgico Inflamatdério ‘
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Figura 1: Mecanismos de a¢do da COX-1 e COX-2 e a inibigdo pelo uso de
AINES (Adaptado de Carvalho e Lemoénica, 1998). COX — Ciclo oxigenase;
AINES - anti-inflamatérios ndo esteroides; TXA — Tromboxano A2; PG —
Prostaglandina.

1.5 TRANSTORNO BIPOLAR E O ESTRESSE OXIDATIVO

A producdo de radicais livres se caracteriza por um processo
continuo e fisioldgico, desempenhando funcBes bioldgicas relevantes.
Ao longo dos processos metabdlicos, esses radicais trabalham como
mediadores transferindo elétrons nas varias reacfes bioquimicas que
acontecem de forma natural no organismo humano. A sua producao,
qguando de forma adequada, gera adenosina trifosfato - ATP (energia),
através do transporte de elétrons; ativacdo de genes; e participacdo em
mecanismos de defesa durante o processo de inflamacgdo. No entanto, a
producdo excessiva destes radicais livres pode conduzir a danos
oxidativos (Ferreira e Matsubara, 1997; Nyska e Kohen, 2002; Shami e
Moreira, 2004).

Essa producdo continua de radicais livres durante 0s processos
metabdlicos resultou em um mecanismo de defesa antioxidante, a qual
tem como principal objetivo limitar os niveis celulares destes radicais
livres, controlando a ocorréncia de danos decorrentes (Bianchi e
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Antunes, 1999; Shami e Moreira, 2004). O estresse oxidativo nada mais
é do que um desequilibrio entre a producdo de compostos oxidantes e
antioxidantes, caracterizada pela excessiva producdo de radicais livres e
uma reducdo na remogéo desses. O processo em questdo tem relevante
implicacdo sobre a etiologia de muitas enfermidades crénicas, como a
aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e
cancer (Green et al.,2004; Halliwell e Whiteman, 2004).

Existe um grande nimero de trabalhos publicados relacionando o
estresse oxidativo com a psiquiatria (Benes et al., 2003; Migliore et al.,
2005; Kunz et al., 2008; Chittiprol et al., 2009; Stefanescu e Ciobica,
2012). Provavelmente esteja relacionado & sensibilidade cerebral ao
dano oxidativo (Ng et al., 2008). O cérebro € extremamente sensivel ao
estresse oxidativo, principalmente por consumir uma alta taxa de
oxigénio e possuir poucas defesas antioxidantes, bem como a sua rica
constituicdo lipidica, o que favorece o dano (Andersen, 2004; Ng et al.,
2008).

Muitos estudos também tém sugerido o envolvimento do estresse
oxidativo com o TB (Frey et al., 2006a; Halliwell, 2006; Andreazza et
al., 2009; Berk et al., 2011; Jornada et al., 2011). A principal hipdtese
envolve distlrbio na funcdo mitocondrial, visto que a mitocndria é
essencial para a formagcdo de energia, requerendo uma grande
guantidade para que se mantenha o equilibrio celular neuronal (Nicholls
e Budd, 2000; Berk et al., 2011). Estudos clinicos mostram um alto dano
oxidativo sistémicos em pacientes com TB (Andreazza et al., 2007;
Kapczinski et al., 2011). Os sistemas antioxidantes também parecem
estar alterados nos pacientes bipolares, demonstrando aumentos
significativos nos sistemas da glutationa e da superdxido dismutase
(Andreazza et al., 2007; Andreazza et al., 2009), sugerindo um
mecanismo compensatério entre o estado prd-oxidativo existente. Além
disso, estudos realizados no mesmo laboratorio da presente tese,
demonstraram que o estresse oxidativo induzido pela AMPH também ¢
capaz de ser revertido e prevenido pelos estabilizadores do humor Li e
VPT (Frey et al., 2006b)

Apesar de serem estudadas de forma separadas, as vias
metabdlicas e imunes sdo interdependentes, pois horménios, citocinas,
fatores de transcricdo e proteinas de sinalizacdo agem nessas duas vias,
buscando a homeostase do organismo. Uma resposta inflamatéria
entendida como normal sera acompanhada de alteragcdes metabolicas e
do recrutamento dos estoques de energia, em especial de lipidios,
visando a supressdo do estimulo inflamatorio (Geraldo et al., 2009).
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De maneira geral, todos os resultados em conjunto apoiam a
hipotese do papel do estresse oxidativo na fisiopatologia do TB,
justificando a importancia da pesquisa na busca de novos alvos
terapéuticos.

1.6 MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR D-AMPH

O desenvolvimento de modelos animais constitui uma ferramenta
importante para o estudo dos quadros de humor, tanto para elucidar os
mecanismos envolvidos na fisiopatologia quanto para a obtencdo de
novas terapias farmacoldgicas (Frey et al., 2006a). O padrdo oscilatério
do TB dificulta o desenvolvimento de modelos adequados, que possam
abranger todos os polos do mesmo. Como o marco clinico do TB sdo os
sintomas maniacos, o foco maior estd em desenvolver modelos animais
gue possam reproduzir a manifestacdo de episddios maniacos, com
sintomas como euforia, irritabilidade, hiperatividade, ins6nia ou
atividade sexual aumentada (Ellenbroek e Cools, 1990; Belmaker e
Bersudsky, 2004; Valvassori et al., 2013).

Para que um modelo animal possa ser considerado valido, deve
apresentar trés caracteristicas essenciais: 0 modelo precisa mimetizar os
sintomas da doenca (validade de face), ser habil em reproduzir alguns
aspectos fisiopatoldgicos da doenca (validade de constructo); e,
finalmente, os agentes terapéuticos usados no tratamento devem reverter
0s sintomas induzidos no modelo animal (validade preditiva)
(Ellenbroek e Cools, 1990).

As AMPHSs sdo potentes estimulantes do SNC, a nivel cerebral
sua acdo se da pelo aumento do fluxo de dopamina (DA), inibicdo da
recaptacdo da DA, bem como a atividade da monoamina oxidase (da
Rosa et al., 2012). E bem descrito na literatura que a AMPH induz
sintomas maniacos em pacientes com TB (Joyce et al., 1995). Estudos
utilizando ratos tratados com AMPH demonstraram que a administragdo
desta droga induz hiperlocomocdo, alteracdo das fases do sono e
comportamento de risco nestes animais, sintomas que se assemelham ao
comportamento do tipo maniaco (Frey et al., 2006a,b; Einat 2007;
Nestler e Hyman, 2010). Além disso, o tratamento com estabilizadores
de humor como o Li e o VPA, foram capazes de reverter esta
hiperlocomocéo (Frey et al., 2006a; Yatham et al., 2013).

Como o marco clinico para o diagnostico de TB é a presenca dos
sintomas maniacos, um modelo adequado deveria assemelhar-se a
algumas caracteristicas de um episédio maniaco, assim, o modelo
animal de mania induzido pela AMPH, embora contemple apenas a um
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polo da doenca, ainda ¢ o modelo mais Util para estudar o TB
(Valvassori et al., 2013). Além disso, a administracdo de AMPH é
considerada um modelo animal de mania valido, visto que contempla as
trés validades exigidas (Cappeliez e Moore 1990; Einat et al., 2007;
Young et al., 2010). Deste modo, é de suma importancia que sejam
realizadas mais pesquisas envolvendo este modelo, o que pode
contribuir para uma maior compreensdo da fisiopatologia e possiveis
novos alvos terapéuticos para o transtorno.

1.7 JUSTIFICATIVA

Embora o TB venha ganhando destaque entre os transtornos
psiquiatricos e muito ja& sem tem estudado a seu respeito nos ultimos
anos, nao se obteve muita evolucdo desde a sua descoberta em relagdo
ao tratamento farmacoldgico, principalmente pelo pouco que se conhece
sobre a sua fisiopatologia. Levando em consideracdo que resultados
anteriores demonstraram uma possivel relacdo entre o TB o sistema
imune e/ou o estresse oxidativo e, tendo em vista o atual cenario do
transtorno, o presente estudo se faz importante para avaliar o potencial
terapéutico de anti-inflamatorios associados ao Li para o tratamento de
mania em um modelo animal induzido por d-AMPH.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento associado de Li com Cel sobre o
comportamento do tipo maniaco, niveis de citocinas e pardmetros de
estresse oxidativo em um modelo animal de mania induzido por d-
AMPH.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos do tratamento de Li, de Cel ou do tratamento
adjunto de Li com Cel sobre a atividade locomotora e exploratdria de
ratos Wistar submetidos ao modelo animal de mania induzido por d-
AMPH, através do teste de campo aberto.

- Avaliar os efeitos de Li, de Cel ou do tratamento adjunto de Li
com Cel sobre os niveis de citocinas (IL-1B, IL-4, IL-10, TNFa) no soro
e no cérebro (cortex frontal e estriado) de ratos Wistar submetidos a um
modelo animal de mania induzido por d-AMPH.

- Avaliar os efeitos de Li, de Cel ou do tratamento adjunto de Li
com Cel sobre o pardmetro de dano oxidativo a lipidio (substancias
reativas ao 4cido tiobarbitirico - TBARS) no soro e no cérebro (cortex
frontal e hipocampo) de ratos Wistar submetidos a um modelo animal de
mania induzido por d-AMPH.

- Avaliar os efeitos de Li, de Cel ou do tratamento adjunto de Li
com Cel sobre pardmetro oxidacdo protéica (carbonilacdo de proteinas)
no soro e no cérebro (cortex frontal e hipocampo) de ratos Wistar
submetidos a um modelo animal de mania induzido por d-AMPH.

- Avaliar os efeitos de Li, de Cel ou do tratamento adjunto de Li
com Cel sobre a atividade de enzimas antioxidantes (CAT e GPx) no
soro e cérebro (cortex frontal e hipocampo) de ratos Wistar submetidos
a um modelo animal de mania induzido por d-AMPH.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

O estudo foi executado dentro das diretrizes do CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal): Diretriz
da Prética de Eutandsia do CONCEA e Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos. Os
experimentos foram iniciados somente ap6s a aprovagdo da Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC) (protocolo n° 056/2015-2, anexo).

Os animais utilizados foram ratos Wistar machos adultos
(pesando 250-350 g), obtidos a partir da colénia de reproducdo da
UNESC. Os animais foram alojados em cinco por gaiola, com comida e
agua disponivel a vontade e foram mantidos em um ciclo claro/escuro
de 12 h (luzes ligadas as 7h) a temperatura de 22 + 1 °C. Todos 0s
experimentos foram realizados no mesmo horério, durante o dia, para
evitar as variagdes circadianas.

3.2 DROGAS UTILIZADAS

A d-AMPH foi obtido da Sigma Chemical (Saint Louis, EUA),
o carbonato de Li da Eurofarma (S&o Paulo, Brasil) e o CEL da Getz
Pharma (Karachi, Paquistdo). A d-AMPH foi diluida em solucéo salina
(Sal, 0,9%) para a administragdo intraperitoneal (i.p). Os comprimidos
de carbonato de Li e de CEL foram macerados até obter-se pd e
suspensos em Agua para administracdo por gavagem. As suspencoes
foram agitadas em agitador magnético durante todo o periodo de
administracdo para que ndo houvesse alteracGes significativas na
concentragao.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos a administracdo i.p de d-AMPH
(2 mg/kg) ou Sal durante 14 dias, uma vez por dia. Entre o oitavo e 0
décimo quarto dia os animais do grupo d-AMPH e do grupo Sal foram
tratados por gavagem com Li (24 mg/kg), Cel (20 mg/kg) ou Li + Cel ou
agua. O Li foi administrado duas vezes por dia com um intervalo de 12h
entre as administracfes e o Cel foi administrado uma vez ao dia. No
décimo quinto dia, os animais receberam uma administracdo i.p de d-
AMPH ou Sal e duas horas depois foram submetidos ao teste de campo
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aberto (ver Figura 2). A seguir os grupos experimentais: 1) Sal+Agua;
2) Sal+Li; 3) Sal+Cel; 4) Sal+Li+Cel; 5) d-AMPH+Agua; 6) d-
AMPH-+Li; 7) d-AMPH+Cel; 8) d-AMPH+Li+Cel. Foram utilizados 10
animais por grupo para a realizacdo do presente estudo.

Observacdo 1: As doses do Cel e da d-AMPH foram baseadas em
estudos prévios (Frey et al., 2006a, Kaizaki et al., 2013). A dose de Li
utilizada neste estudo foi a metade da dose administrada no estudo de
Frey e colaboradores (2006a). A escolha pela metade da dose teve o
intuito de avaliar a eficcia deste farmaco associado a um anti-
inflamatdrio. Observacdo 2: Os ratos que ndo receberam a associacédo de
Li + Cel ou apenas Li (que é administrado duas vezes ao dia) receberam
uma injecdo de veiculo equivalente (dgua) no lugar, para que todos os
animais fossem submetidos ao mesmo tipo de manipulag&o.

Figura 2
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Figura 2: Desenho experimental. Os animais foram submetidos a administracéo
de d-AMPH ou Sal durante 14 dias. Entre o oitavo e 0 décimo quarto dia 0s
animais do grupo d-AMPH e do grupo Sal foram tratados por gavagem com Li,
Cel ou Li + Cel. No décimo quinto dia, 0os animais receberam uma
administracdo i.p de d-AMPH ou Sal e duas horas depois foram submetidos ao
teste de campo aberto. Imediatamente apds o teste comportamental os animais
foram mortos, o sangue periférico coletado e o cérebro removido e dissecado
em cortex frontal, hipocampo e estriado para posterior analise bioquimica.

3.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL
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3.4.1 Tarefa de campo aberto

A atividade comportamental foi avaliada através da tarefa de
campo aberto (Open Field Test), sendo a hiperlocomocdo o parametro
adotado como tipo-maniaco induzida no modelo animal. Esta é
executada em uma caixa de 40 x 60 cm, cercada por paredes de 50 cm
de altura feitas de madeira compensada marrom, com uma parede de
vidro frontal e assoalho dividido em 9 retangulos iguais por linhas
pretas. Os animais foram colocados delicadamente no quadrante
posterior esquerdo, para que explorem a arena por 5 minutos, onde
foram contados os cruzamentos entre as linhas pretas (crossings) e a
guantidade de vezes em que o rato ficou apoiado nas patas traseiras a
fim de explorar o ambiente (rearings) (Broadhurst, 1960).

3.5 ANALISESE BIOQUIMICAS
3.5.1 Preparo das amostras

Apb6s o teste comportamental, os ratos foram mortos por
decapitacdo e o sangue periférico foi imediatamente coletado e
refrigerado. As amostras de sangue foram centrifugadas a 10.000 rpm
durante 15 minutos e uma aliquota de soro foi armazenada em ultra-
freezer a -80°C para posterior analise. O cérebro também foi removido e
dissecado em cortex frontal, hipocampo e estriado, sendo armazenados
em ultra-freezer a -80°C para posterior analise bioquimica.

3.5.2 Avaliacdo dos niveis de IL-1p, IL-4, IL-10 E TNF-a.

O estriado e o cortex frontal foram homogeneizados numa
solucdo de extracdo, contendo aprotinina (100mg de tecido por 1 ml). A
concentracdo de citocinas/quimiocinas foi determinada no soro, no
estriado e no cortex frontal utilizando testes ELISA disponiveis no
mercado, seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante (kits DuoSet,
sistemas de R & D; Minneapolis). Os resultados estdo apresentados em
pg / 100 mg de tecido no estriado e cortex frontal.

3.5.3 Avaliacao de Pardmetros de estresse oxidativo

3.5.3.1 Niveis de substéncias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
Para determinacdo dos niveis de TBA-RS, as amostras de tecidos

cerebrais e do soro foram homogeneizadas em tampéo PBS gelado (pH

7,4). Logo apdés o homogeneizado foi precipitado por meio de uma
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reacdo acida com 4cido tricloroacético (TCA, Vetec®) a 10 % com
sulfato de sddio adicionado ao sobrenadante na proporcdo 1:1 (v/v).
Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi tratado com 4cido tiobarbitdrico
(TBA, Sigma-Aldrich® St. Louis, MO, EUA) 0,67 % na proporc¢édo de
1:1(v/v). A mistura foi levada a um banho fervente durante 2 horas e,
apos, resfriada em agua a temperatura ambiente. A absorvancia foi
medida em espectrofotdmetro a 532 nm. Concomitantemente, foi feita
uma curva de calibragdo com 1,1,3,3- tetrametoxipropano, na qual todos
0s pontos foram tratados da mesma forma que as amostras. Os
resultados foram expressos como nmol de TBA-RS*mg de proteina-1
(Esterbauer e Cheeseman, 1990).

3.5.3.2 Oxidac&o e nitragdo proteica

Para determinagdo dos niveis de carbonila, as amostras cerebrais
e de soro foram homogenizadas no tampao fosfato de sédio 20 mM +
KCI 140 mM em ph 7,4. Essa mistura foi conservada em gelo e foram
separadas em dois grupos, um intitulado como branco e outro como
teste, sendo que o branco foi descontado do teste nas analises. Apos
centrifugar as amostras, adicionou-se TCA 20 % e o sobrenadante foi
descartada. Foi adicionado no banco HCI 2 M e nas amostras testes
dinitrofenilhidrazina, em seguida as amostras foram lavadas trés vezes
com Etanol e Acetato (1:1). O principio do método se baseia na ligacdo
e grupos carbonila a 2,4-dinitrofenilhidrazina formando hidrazonas
alifaticas. A absorvancia obtida através do espectrofotdmetro em 340
mm zerando com o branco de cada amostra. Os resultados foram
expressos como nmol de carbonilas /mg de proteina-1 (Esterbauer e
Cheeseman, 1990).

3.5.3.3 Atividade enzimética da catalase (CAT)

Esta atividade enzimatica da catalase em amostras de tecidos
cerebrais e de soro foram determinadas através do método de Aebi
(1984). A amostra previamente homogeneizada, foi adicionado Triton
0,1 % seguido de agitacdo. Esta mistura foi conservada em gelo durante
15 minutos. Ao tampdo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, foi
adicionado H202 30% (v/v). Este meio foi colocado em cubeta de
quartzo e o aparelho estabilizado contra um branco corrido
separadamente de tampéo fosfato. Apds adicdo da amostra, foi realizada
a leitura da queda da absorvancia do H202 em um leitor de microplaca
SpectraMax® (Molecular Devices® California,USA) a 240 nm, a
temperatura ambiente, durante3 minutos, medindo a cada 30segundos.
Para o célculo, utilizou-se o coeficiente de extingdo do H202 de 43,6
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mM-1cm-1. Os resultados da atividade enzimatica estdo expressos em
U.mg de proteina-1 (unidade de atividade da CAT por mg de proteina).

3.4. 3.4 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx em amostras de tecidos cerebrais e de soro
foram determinados pelo método de Wendel (1981) usando
hidroperdxido de tert-butila como substrato. Para cada amostra foi
adicionado tampdo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM,
azida sodica 40 mM, glutationa reduzida 100 mM, GR 10 U/mL e
NADPH 10 mM. Esta mistura foi incubada a 25 °C durante 1 minuto, a
fim de estabilizar o meio. Apo6s a incubacdo, foi adicionado
hidroperdxido de tert-butila 10 mM para iniciar a reacdo. Os brancos
foram preparados substituindo-se a amostra pelo tampdo fosfato
supracitado. A queda da absorvancia a 340 nm foi acompanhada durante
300 segundos em um leitor de placas SpectraMax® (Molecular
Devices® Califérnia, USA) e a atividade da GPx foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extin¢do do dinucleotideo de fosfato de
nicotinamida e adenina (NADPH) a 340 nm de 6,2 mM-1 cm-1. A
atividade da GPx estd expressa como U.mg de proteina-1(unidade de
atividade da GPx por mg de proteina).

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados estdo representados como média e desvio padréo.
Os dados foram analisados por ANOVA de trés vias, seguido pelo teste
post-hoc de Tukey quando necessario. Todas as andlises foram
realizadas utilizando o software Statistica 7. Para todos os calculos, o
nivel de significancia utilizado foi de p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE COMPORTAMENTAL

Como pode-se observar na figura 3, a administracdo de d-AMPH
aumentou a atividade locomotora (crossings, Figura 3A) e exploratoria
(rearings, Figura 3B) dos animais, considerados comportamentos do
tipo maniacos. A administracdo de Li na dose de 24 mg/kg e Cel na dose
de 20 mg/kg, isoladamente, ndo reverteram os comportamentos do tipo
maniaco induzidos pela d-AMPH. Entretanto, a administracdo adjunta
de Li + Cel reverteu os comportamentos do tipo maniacos induzidos
pela d-AMPH. E importante salientar que a administracdo de Li + Cel
no grupo pré-tratado com Sal ndo alterou a atividade locomotora e
exploratdria dos animais; portanto, podemos afirmar que os efeitos
antimaniacos da administragdo associada dos dois farmacos ndo foram
atribuidos a sedacao.

3A
100 50

w

a0

%ﬂﬂlﬂl‘!ﬂ Jqﬁlml I

Numero de crossings
Numero de rearings

> o N

9 g o &

& R W & 4 Q’“ Pe‘* &
¢ & & @ o & < & o

Figura 3: Resultados do teste do open-field. Pode ser observado os efeitos de
Li (24mg/kg) de Cel (20mg/kg) ou a administragéo associada de Li+Cel sobre o
nimero de crossings (A) e rearings (B) em animais submetidos ao modelo
animal de mania induzido por d-AMPH. Sal = salina (0,9% NaCl); d-AMPH =
dextro-anfetamina; Li = litio; Cel = celecoxib. *p <0,05 em relagéo ao grupo
controle (Sal + 4gua); #p < 0,05 em relagdo ao grupo d-AMPH + 4gua de
acordo com o teste ANOVA de trés vias.

4.2 MEDIADORES INFLAMATORIOS

A figura 4 representa o0s niveis de TNF-a no soro (A), no cortex
frontal (B) e no estriado (C) dos animais. A d-AMPH aumentou a
concentragdo da citocina pro-inflamatoéria TNFa no soro, no cortex
frontal e no estriado dos ratos. O tratamento isolado de Li e o
combinado dos farmacos (Li + Cel) reverteram essa acdo inflamatéria
da d-AMPH no soro e em todas as estruturas cerebrais avaliadas. O
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tratamento isolado com Cel sozinho reverteu o aumento dos niveis de

TNFo somente no estriado (Figura 4C).
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Figura 4: Concentragdo de TNFa no soro (4A), no cértex frontal (4B) e
estriado (4C) em animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por
d-AMPH, tratados ou ndo com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). Sal = salina
(0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = litio; Cel = celecoxib. *p
<0,05 em relagdo ao grupo controle (Sal + &gua); #p < 0,05 em relagdo ao grupo
d-AMPH + 4gua de acordo com o teste ANOVA de trés vias.

A figura 5 representa os niveis de IL-1B no soro (A), no cortex
frontal (B) e no estriado (C) dos animais. Ndo houve alteracdo na
concentracdo da citocina pré-inflamatéria IL-1p em nenhuma das
estruturas e em nenhum dos grupos avaliados.
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Figura 5:Concentracdo de IL-1p no soro (5A), no cortex frontal (5B) e estriado
(5C) em animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por d-
AMPH, tratados ou ndo com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). Sal = salina
(0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = litio; Cel = celecoxib. *p
<0,05 em relagdo ao grupo controle (Sal + agua); #p < 0,05 em relagdo ao grupo
d-AMPH + 4gua de acordo com o teste ANOVA de trés vias.

A figura 6 representa os niveis de IL-4 no soro (A), no coértex
frontal (B) e no estriado (C) dos animais. O aumento na concentragéo da
IL-4 causado pela d-AMPH n&o foi alterado pelo tratamento isolado dos
farmacos no soro, cortex frontal e estriado. Entretanto, a administracéo
combinada do Li + Cel reverteu o efeito da d-AMPH em todas as

amostras analisadas.
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Figura 6: Concentragdo de IL-4 no soro (6A), no cortex frontal (6B) e estriado
(6C) em animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por d-
AMPH, tratados ou ndo com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). Sal = salina
(0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = litio; Cel = celecoxib. *p
<0,05 em relagdo ao grupo controle (Sal + agua); #p < 0,05 em relagdo ao grupo
d-AMPH + 4gua de acordo com o teste ANOVA de trés vias.

A figura 7 representa os niveis de 1L-10 no soro (A), no coértex
frontal (B) e no estriado (C) dos animais. A concentragdo sérica da
citocina anti-inflamatéria 1L-10 foi reduzida nos animais do grupo Sal +
Cel em relag&o ao grupo controle Sal + Agua, como pode ser observado
na Figura 7A. A d-AMPH elevou os niveis de IL-10 no soro, no cortex
frontal e no estriado. Os tratamentos isolados de Li ou Cel atenuaram o
efeito da d-AMPH sobre a IL-10 sérica (Figura 7A), embora nédo
tenham alterado o aumento dos niveis de IL-10 induzido por d-AMPH
no estriado (Figura 7C). Os tratamentos isolados com Li ou Cel
reverteram o aumento da IL-10 induzido pela d-AMPH somente no
cortex frontal (Figura 7B). O tratamento combinado dos medicamentos
Li + Cel reverteu 0 aumento da IL-10 induzido pela d-AMPH em todas
as amostras estudadas (Figuras 7A, B e C).
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Figura 7: Concentracdo de IL-10 no soro (7A), no cértex frontal (7B) e estriado
(7C) em animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por d-
AMPH, tratados ou ndo com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). Sal = salina
(0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = litio; Cel = celecoxib. *p
<0,05 em relagédo ao grupo controle (Sal + 4gua); # p< 0,05 em relagdo ao grupo
d-AMPH + 4gua de acordo com o teste ANOVA de trés vias.

4.3 ESTRESSE OXIDATIVO

A lipoperoxidacdo avaliada pela concentracdo de TBARS pode
ser observada nas figuras 8A, B e C. A administracdo de d-AMPH
aumentou os niveis de TBARS no cortex frontal (Figura 8B) e no
hipocampo (Figura 8C), mas ndo no soro dos ratos (Figura 8A). A
administracdo de d-AMPH nos animais que receberam agua néo alterou
0s niveis de TBARS no soro dos animais; entretanto, os niveis de
TBARS no soro foram diminuidos nos grupos d-AMPH+Li e d-
AMPH+Cel. A administracdo de d-AMPH aumentou os niveis de
TBARS no cdrtex frontal e no hipocampo. A administragdo de Li ou Cel
isolados reverteu o dano lipidico induzido pela d-AMPH
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Figura 8: Concentracdo de TBARS no soro (8A), no cortex frontal (B8) e
hipocampo (8C) em animais submetidos ao modelo animal de mania induzido
por d-AMPH, tratados ou ndo com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). Sal =
salina (0,9% NacCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = litio; Cel = celecoxib.
*p <0,05 em relacdo ao grupo controle (Sal + 4gua); #p < 0,05 em relagdo ao
grupo d-AMPH + &gua de acordo com o teste ANOVA de trés vias.
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O dano oxidativo a proteina (Figuras 9A, 9B e 9C), avaliado
através da quantificacdo dos grupamentos carbonila ndo apresentou
diferenca entre 0s grupos quando testada no soro (Figura 9A). A d-
AMPH causou um aumento no dano oxidativo proteico no coértex
frontal, o qual foi revertido com o tratamento isolado de Li e a
associacdo de Li + Cel. Além disso, o tratamento isolado com Cel
atenuou o dano oxidativo induzido pela d-AMPH no cortex frontal
(Figura 9B). A d-AMPH também elevou o dano oxidativo proteico no
hipocampo, e o tratamento combinado de Li + Cel reverteu o efeito da
d-AMPH (Figura 9C). Ainda no hipocampo, pode ser observado uma
reducdo na concentracdo de grupamentos carbonila no grupo d-
AMPH-+Li quando comparado com o grupo controle.
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Figura 9: Concentragdo de Proteinas Carboniladas no soro (9A), no cortex
frontal (9B) e hipocampo (9C) em animais submetidos ao modelo animal de
mania induzido por d-AMPH, tratados ou ndo com Li (24mg/kg) e/ou Cel
(20mg/kg). Sal = salina (0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = litio;
Cel = celecoxib. *p <0,05 em relagéo ao grupo controle (Sal + agua); #p < 0,05
em relagdo ao grupo d-AMPH + agua de acordo com o teste ANOVA de trés
vias.

A avaliacdo da atividade enziméatica da CAT ndo apresentou
diferenca estatistica entre 0s grupos quando testada no soro (Figura
10A). A d-AMPH causou uma reducéo na atividade da CAT no cortex
frontal e o tratamento combinado de Li + Cel conseguiu reverter
completamente essa alteracdo enzimatica (Figura 10B), o mesmo
também ocorreu no hipocampo (Figura 10C).
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Figura 10: Atividade enzimatica da Catalase no soro (10A), no cortex frontal
(10B) e hipocampo (10C) em animais submetidos ao modelo animal de mania
induzido por d-AMPH, tratados ou ndo com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/Kkg).
Sal = salina (0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = litio; Cel =
celecoxib. *p <0,05 em relagdo ao grupo controle (Sal + &gua); #p < 0,05 em
relacdo ao grupo d-AMPH + &gua de acordo com o teste ANOVA de trés vias.

A atividade da glutationa peroxidade (GPx) avaliada no soro
mostrou-se menor no grupo d-AMPH+Cel quando comparada ao grupo
controle (Figura 11A). A d-AMPH aumentou a atividade desta
glutationa no cortéx frontal e o tratamento com Li ou Cel de forma
isolada e a associacdo de Li + Cel reverteram este aumento (Figura
11C). No hipocampo houve um aumento da atividade da GPx no grupo
d-AMPH+Li+Cel. (Figura 11C).
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Figura 11:Atividade enzimatica da Glutationa Peroxidase no soro (11A), no
cortex frontal (11B) e hipocampo (11C) em animais submetidos ao modelo
animal de mania induzido por d-AMPH, tratados ou ndo com Li (24mg/kg) e/ou
Cel (20mg/kg). Sal = salina (0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li =
litio; Cel = celecoxib. *p <0,05 em relagdo ao grupo controle (Sal + 4gua); #p <
0,05 em relagdo ao grupo d-AMPH + &gua de acordo com o teste ANOVA de
trés vias.
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5 DISCUSSAO

O modelo animal de mania induzido por d-AMPH é considerado
um bom modelo experimental para estudar a fisiopatologia da mania
bipolar (MachadoVieira et al., 2004; Valvassori et al., 2013). Estudos
demonstraram que a exposicdo a AMPH por um longo periodo de tempo
pode induzir alteragbes no sistema dopaminérigico, dano neuronal e
alteragdes comportamentais, semelhantes as observadas em pacientes
bipolares (Feier et al. 2012; 2013). Farmacos a base de AMPHs séo
capazes de induzir sintomas maniacos em voluntarios saudaveis
(Strakowski e Sax, 1998) bem como, causar uma virada maniaca em
pacientes bipolares eutimicos (Joyce et al., 1995).

Modelos animais devem apresentar trés validades: validade de
face, validade de constructo e validade preditiva. A validade de face se
refere a habilidade do modelo em mimetizar um sintoma de um
determinado transtorno. A validade preditiva, por sua vez, esta ligada a
habilidade do modelo em mimetizar a fisiopatologia do transtorno.
Finalmente, a validade de constructo se refere a habilidade do modelo
em mimetizar o tratamento do determinado transtorno, ou seja, farmacos
classicos que tratam o determinado transtorno devem reverter e/ou
prevenir os sintomas mimetizado no modelo (Nestler e Hyman,2010).

Neste estudo, pode-se observar que a administracdo de d-AMPH
induziu hiperatividade em ratos, considerada um comportamento do tipo
maniaco — demonstrando a validade de face do modelo. Em
concordancia a estes resultados, estudos anteriores realizados pelo
Laboratério de Neurociéncias da UNESC tém demonstrado que a
administracdo de d-AMPH leva a hiperatividade comportamental (Frey
et al, 2006a; Valvassori et al, 2010; Valvassori et al., 2015). Além disso,
prévios estudos tém demonstrado a validade preditiva do modelo, pois o
tratamento com estabilizadores do humor, incluindo o Li, é capaz de
reverter as alteracdes comportamentais e bioquimicas induzidas pela d-
AMPH (Frey et al., 2006a; Varela et al., 2013; Valvassori et al., 2015).
Vale ressaltar que a administracdo terapéutica de Li, observada em
estudos prévios, é de 47,5 mg/kg. No presente estudo, a administracéo
de Li na dose de 24 mg/kg ndo reverteu 0 comportamento do tipo
maniaco induzido por d-AMPH. Na verdade, esta dose foi escolhida a
fim de avaliar o potencial terapéutico da associacdo de Li e Cel.

O tratamento com Cel isolado, ndo causou nenhum efeito sobre o
comportamento do tipo maniaco induzido pela d-AMPH. Entretanto, a
associacdo do Cel e Li na dose de 24 mg/kg foi capaz de reverter o
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comportamento do tipo maniaco. Borre e colaboradores (2012)
demonstraram que o tratamento por duas semanas com Cel reverteu a
hiperatividade em animais bulbectomizados. O possivel papel dos
agentes anti-inflamatorios como adjuvantes no tratamento do TB tem
sido o foco de alguns estudos recentes. Um ensaio clinico randomizado
com placebo utilizando Cel mostrou que os pacientes bipolares que
receberam este farmaco obtiveram uma melhora significativa nos
sintomas depressivos ap6s a primeira semana de tratamento, em
comparagdo ao grupo controle (Nery et al., 2008). Alguns estudos
demonstram que inibidores da COX-2, incluindo Cel, possuem efeitos
sobre marcadores inflamatdrios e sistemas de neurotransmissores
envolvidos nos transtornos do humor (Casolini et al., 2002; Ross et al.,
2002; Mirjany et al., 2002; Raison et al., 2006). Ross e colaboradores
(2002) demonstraram que inibidores da COX modulam comportamentos
dependentes de DA. Mais especificamente, estes pesquisadores
demonstraram que a indometacina, um inibidor ndo seletivo da COX,
reverteu a hiperatividade induzida por AMPH na dose de 1mg/kg.
Portanto, sugere-se que, neste estudo, Cel pode estar modulando o
sistema dopaminérgico e agindo de forma sinérgica com o Li para
reverter o comportamento do tipo maniaco induzido pela d-AMPH.
Concomitantemente ao comportamento do tipo maniaco causado
pela d-AMPH, ocorreu um aumento nos niveis das citocinas TNFa, IL-4
e IL-10 no soro, cértex frontal e estriado dos animais. Corroborando
com estes dados, estudos anteriores demonstraram um aumento
significativo nos niveis dessas citocinas, IL-4, IL-6, IL-10 e TNFa, no
soro, cortex frontal e estriado de ratos submetidos ao modelo animal de
mania induzido por d-AMPH (Valvassori et al., 2015; 2017). Alguns
estudos sugerem que a diminuicdo da sintese de DA ou um aumento na
DA citosélica, pode diminuir e aumentar, respectivamente, a ativacdo da
microglia no estriado de animais (La Voie e Hastings, 1999; Thomas et
al., 2008), sugerindo essa possivel relacdo entre a administracdo de
AMPH e inflamac&o. Thomas e Kuhn (2005) demonstraram que 0 uso
da AMPH causa um aumento na expressdo da COX-2, um importante
mediador inflamatorio no estriado. Desta forma, pode-se sugerir que a
DA pode estar relacionada com este possivel processo inflamatério no
cérebro de pacientes bipolares. E importante ressaltar que episodios de
humor tém sido associados com estados pro-inflamatorios e os achados
mais consistentes sugerem um aumento na concentragdo de TNFa e IL-6
associados a episodios de mania e depressdo, em comparagdo com
eutimicos e controles saudaveis (O Brien et al., 2006; Hung et al., 2007;
Ortiz-Dominguez et al., 2007). Como pode ser observado, 0 presente
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estudo também apresentou um aumento de citocinas no soro dos
animais, 0 que mimetiza a pratica clinica, ja que a maioria dos estudos
clinicos mostram alteragfes nos niveis de citocinas no soro de pacientes
bipolares (Rapaport et al., 1999; Bauer et al., 2005; Leboyer et al.,
2012).

A IL-1B e o TNFo sdo conhecidos por serem potentes
interleucinas pro-inflamatérias liberadas durante os estagios iniciais dos
processos inflamatérios (Oshiro e Morris, 1997; Braddock e Quinn,
2004). Analisando os resultados do presente estudo, é possivel observar
que este modelo experimental levou a um aumento significativo dos
niveis de TNFa no grupo d-AMPH+agua. Porém, os niveis de IL-1p néo
diferiram do grupo controle, em nenhum tecido avaliado. Contrério as
interleucinas citadas anteriormente, a IL-4 e a IL-10 sdo consideradas
anti-inflamatorias (Curfs et al., 1997; Sommer e White, 2007).
Interessantemente, no presente estudo, a administracdo de d-AMPH
também aumentou os niveis dessas interleucinas, demonstrando a
capacidade do modelo em mimetizar aspectos inflamatérios vistos em
pacientes bipolares. Em estudos prévios, foi demonstrado que a AMPH
aumenta niveis de TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-10, sem alterar os niveis de
IL-1B (Valvassori et al., 2015, 2017). E bem descrito na literatura que as
AMPHs causam um dano persistente aos neur6nios dopaminérgicos
(Frey et al., 2006b; Yamamoto et al., 2010; Feier et al., 2012), o que
pode estar levando a ativacdo da micréglia e, consequentemente, a
liberacdo das interleucinas (Yamamoto et al., 2010). Thomas e Kuhn
(2005) encontraram que as AMPHs aumentam a expressdo estriatal da
COX-2, a qual é um mediador inflamatério. Portanto, no presente estudo
a AMPH pode estar levando ao processo inflamatério através do dano
ao sistema dopaminérgico e da ativagdo da COX-2.

De fato, no presente estudo, o tratamento com o inibidor de
COX-2, Cel isoladamente, foi capaz de reverter total ou parcialmente as
alteragdes nos niveis de TNF-a no estriado e IL-10 no soro e no cértex
frontal dos animais submetidos a administracdo de d-AMPH. A variagéo
dos efeitos do Cel dependente do tecido e da interleucina avaliados pode
ser explicada, pelo menos em parte, pela dose do farmaco e pelo periodo
de administragdo. Um estudo prévio demonstrou que a administracdo de
Cel na dose de 5mg/kg durante 5 dias também ndo foi capaz de reverter
0 aumento dos niveis de TNF-a no cérebro induzida pela administragdo
de AMPHs (El-Sayed EI-Sisi et al., 2016). Entretanto, o tratamento
durante 30 dias com Cel foi capaz de reverter o aumento de TNF-a no
hipocampo de camundongos submetidos a lesdo hepatica (Elnahas et al.,
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2016). Portanto, os efeitos terapéuticos de Cel também sdo dependentes
do dano induzido e da estrutura cerebral avaliada.

E importante notar que o Cel ndo reverteu o aumento de I1L-4
induzida pela d-AMPH em todas os tecidos avaliados. Se consideradas
IL-4 como atuando em sua via anti-inflamatéria (Lee et al., 2002), pode-
se sugerir que seus elevados niveis podem ter servido para modular o
aumento de TNFa, uma vez que a IL-4, assim como o Cel, inibe COX-2
(Cui et al., 2006). Da mesma forma, Cel ndo reverteu o aumento nos
niveis de IL-10 induzido pela d-AMPH no estriado. A IL-10 e IL-4
podem atuar em sinergismo na supressdo da inflamacdo (van Roon et
al., 2001); portanto, pode ser sugerido que 0 aumento dessas
interleucinas pode ser em resposta ao aumento de TNFa induzido pela
d-AMPH.

Em relacdo ao efeito de Li (24 mg/kg, metade da dose
terapéutica) sobre as alteragbes de citocinas induzidas pela d-AMPH,
pode ser observado que esse farmaco reverteu o aumento de TNF-o em
todos os tecidos e IL-10 no cértex frontal e reduziu parcialmente os
niveis de IL-10 no soro. Estudos prévios demonstraram que o tratamento
com Li reduz a producdo de TNFa (Arena et al., 1997; Yuskaitis e Jope,
2009; Himmerich et al., 2013 Wang et al., 2013), e aumenta a libera¢do
de interleucinas anti-inflamatérias como a IL-4 (Rapaport e Maniji,
2001; Al-Azemi et al, 2010; Guloksuz et al., 2010) e a IL-10 (Maes et
al., 1999; Martin et al., 2005; Ballanger et al., 2008; Zhang et al., 2009;
Liu et al., 2011; Green e Nolan, 2012). Um estudo prévio, utilizando o
modelo animal de mania dopaminérgico, demonstrou que o tratamento
com Li, na dose de 47,5 mg/kg, foi capaz de reverter o aumento de IL-4,
IL-6, IL-10 e TNF-a no cérebro e soro dos ratos (Valvassori et al.,
2015). E descrito na literatura que Li inibe a expressdo de COX-2 e
sintese de TNF-a e IL-1f. Além disso, Li também aumenta a sintese das
interleucinas antiflamatérias IL-2 e IL-10 (Arena et al., 1997; Kucharz
et al., 1998; Himmerich et al., 2013; Wang et al., 2013). Portanto, ¢
evidente que o papel anti-inflamatério de Li estd envolvido nos seus
efeitos terapéuticos como estabilizador de humor.

O tratamento mais efetivo sobre as alteracfes nos niveis de
citocinas induzidos pela d-AMPH, observado no presente estudo, foi a
associacdo de Li e Cel. O tratamento adjunto de Li com Cel reverteu o
aumento de TNF-qa, IL-4 e IL-10 induzido pela d-AMPH em todos os
tecidos avaliados. Como descrito anteriormente, ambos, Li e Cel inibem
a COX-2 e possuem efeitos modulatérios sobre as interleucinas (Arena
etal., 1997; Kucharz et al., 1998; Wang et al., 2013; El-Sayed EI-Sisi et
al., 2016; Elnahas et al., 2016; Zweers et al., 2011). Portanto pode-se
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sugerir que ao agir de forma conjunta os dois farmacos potencializam
seus efeitos anti-inflamatdrios.

Vale ressaltar, que muitos estudos tém sugerido que o estresse
oxidativo exerce um papel importante na toxicidade induzida pelas
AMPH (Frey et al., 2006a,b; Feier et al., 2012; 2013). O excesso de
espécies reativas de oxigénio (ROS) induzido pela AMPH pode levar a
um aumento da liberacdo de fatores pro-apoptoticos, como o citocromo
C e 0 DNA mitocondrial, os quais podem levar a um dano oxidativo ao
DNA e proteinas e, consequentemente, a ativacdo inflamatoria
(Andreazza et al., 2008; Cechinel-Recco et al., 2012; Northrop et al.,
2012). De fato, no presente estudo a d-AMPH aumentou dano oxidativo
a lipideos e a proteinas e diminuiu a atividade das enzimas antioxidantes
CAT e GPx no cérebro dos animais. Frey et al., (2006b), utilizando o
modelo de mania dopaminérgico, também observaram aumento nos
niveis de TBARS em amostras de hipocampo e cortex frontal. Nesse
mesmo estudo, Frey e colaboradores (2006b), demonstraram que a d-
AMPH induziu estresse oxidativo no cérebro de ratos. O estresse
oxidativo pode ocorrer pelo excesso de producdo de radicais livres e
pela sua deficiéncia nos mecanismos antioxidantes (Barreiros e David,
2006). Portanto, pode ser sugerido que no presente estudo o aumento de
dano oxidativo a proteinas e lipideos induzido pela d-AMPH pode ter
ocorrido pela diminuicéo das enzimas antioxidantes CAT e GPx.

No presente estudo, a administracdo de Cel foi capaz de reverter
totalmente o aumento nos niveis de TBARS induzido por d-AMPH no
cérebro. Além disso, esse farmaco reverteu parcialmente o aumento dos
niveis de carbonil no cértex frontal induzido pela d-AMPH. Cel, quando
utilizado isoladamente, ja demonstrou a capacidade de provocar
reversdo no aumento dos niveis de danos lipidicos (Khanam et al., 2012;
Osman 2016). Entretanto, esse foi o primeiro estudo que demonstrou 0s
efeitos protetores do Cel sobre carbonilacdo de proteinas. Varios
mecanismos podem explicar os efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios
do Cel, incluindo, diminuicdo da producéo de citocinas, prostaglandinas,
diminuicéo da liberacdo de aminoacidos excitatérios, modulacdo da via
de iNOS, diminuicdo da formagdo de radical hidroxila, prevenindo a
excitotoxicidade e estresse oxidativo (Kronfol e Remick, 2000).

No presente estudo, Cel ndo reverteu a diminui¢do da atividade
da CAT, porém, reverteu 0 aumento de GPx induzidos por d-AMPH.
Jayashree e Prakash (2015) demonstraram haver uma relagdo dose-
resposta em relacdo a utilizacdo de Cel e atividade da CAT em modelo
experimental de neuroinflamacédo. Estes pesquisadores, ao utilizarem 10
mg/kg, ndo observaram diferencas na atividade da CAT; j& ao
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utilizarem a dose de 50 mg/kg, foi observado um aumento na atividade
dessa enzima. Dessa forma, pode-se sugerir que, no presente estudo, a
dose de 20mg/kg ndo foi o suficiente para alterar a atividade dessa
enzima. Por outro lado, Kuhar e colegas, (2007) ja haviam demonstrado
que o tratamento com Cel associado a outros compostos/moléculas,
como cisplatina e TNFa, reduziram os niveis de GPx. Juntos esses
trabalhos demonstram que, dependendo do insulto, Cel pode modular a
atividade das enzimas CAT e GPx.

O Li, no presente estudo, reverteu 0 aumento dos niveis e
proteinas carboniladas e dano a lipidio no cérebro dos animais
submetidos a administracdo de d-AMPH. Frey e colegas (2006b)
demonstraram que a administracdo de Li preveniu a formacdo de
TBARS, corroborando com os resultados do presente estudo. Outro
estudo pré-clinco demonstrou que a administracdo de Li (na dose de
47,5 mg/kg) foi capaz de reverter o aumento de proteinas carboniladas
induzido pela administracdo de m-AMPH (da-Rosa et al., 2012). Em um
estudo anterior foi demonstrado que o Li protegeu os complexos da
cadeia respiratéria mitocondrial contra os danos induzidos pela d-
AMPH (Valvassori et al., 2010). Tendo em vista que a produgdo de
ROS acontece principalmente na mitocondria (Callaly et al., 2015),
pode-se sugerir que, no presente estudo, que Li reverte o dano oxidativo
modulando a atividade dos complexos da cadeia respiratdria
mitocondrial. De fato, ja é descrito na literatura que o Li apresenta um
potencial neuroprotetor, que pode ter um papel importante nos seus
efeitos terapéuticos (Dell’osso et al., 2016).

O Li foi capaz de reverter as alteragdes induzidas pela d-AMPH
sobre a atividade da GPx, mas ndo da CAT. Macédo e colegas (2013)
demonstraram que o Li, na sua dose terapéutica (47,5 mg/kg) reverteu as
alteracOes na atividade da GPx induzido por lisdexanfetamina. Prévios
estudos do laboratério de neurociéncias demonstraram que Li, também
na dose terapéutica, reverteu as alteragbes na atividade da CAT
induzidas pela d-AMPH (Frey et al., 2006b). O comportamento destas
enzimas, ndo obedeceram um padrdo de atividade antioxidante linear em
todas as amostras. Porém, em especial nas amostras de hipocampo, essa
relacio CAT-GPx foi bastante linear, reforcando a premissa de que
podem existir respostas diferentes em diferentes locais do SNC.

A administracdo conjunta de Li com Cel apresentou resultados
positivos no presente estudo, revertendo o aumento dos niveis de
carbonil no cérebro e de TBARS no hipocampo dos animais submetidos
a administracdo de d-AMPH. Diferentemente dos tratamentos isolados,
a associacdo do Li e Cel reverteram as alteracdes nas enzimas



60

antioxidantes induzidas pela d-AMPH. Além dos efeitos antioxidantes
de ambos os farmacos ja descritos anteriormente (Andreazza et al.,
2007; Bastos-Pereira et al., 2010), Phelan e colaboradores (2003)
demonstraram que Li possui interagdo farmacoldgica com inibidores da
COX-2, incluindo o Cel e o refecoxib. Esse mesmo estudo demonstrou
gue a concentracdo plasmatica de Li aumentou em 99% com a
administragdo conjunta de Cel com Li e aumentou em 448% com o
tratamento adjunto com refecoxib. Sendo assim, o efeito sinérgico entre
Li e Cel pode ser decorrente da potencializacdo dos efeitos do Li através
do aumento de sua concentracdo plasmatica induzida pelo Cel. Tendo
em vista essa importante relacdo entre os dois farmacos, o presente
estudo apresenta como limitacdo o fato de que os niveis plasmaticos de
Li ndo foram dosados nos animais.
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6 CONCLUSAO

Fundamentado nestes resultados, pode-se sugerir que no modelo
animal de mania induzido por d-AMPH hé& elevagdo nos niveis de
algumas interleucinas, bem como, da atividade de alguns biomarcadores
para o estresse oxidativo, sugerindo o possivel envolvimento destes na
fisiopatologia do TB. Em relacdo ao tratamento utilizado, pode-se
sugerir que a utilizagdo combinada de Li + Cel, em sua maioria, mostrou
resultados protetores quando avaliados sobre os niveis de interleucina e
paramétros de estresse oxidativo, sugerindo que a associacdo destes
farmacos pode surgir como um potencial alvo terapéutico para o
tratamento do TB.
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