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Resumo

A miricitrina € um flavondide extraido de plantas do género Pouteira, este
flavondide apresenta atividade inibitoria sobre a PKC (proteina quinase C) e o NO
(6xido nitrico). Estudos anteriores mostraram uma possivel atuacdo da miricitrina no
SNC (sistema nervoso central) ao se observar uma acao ansiolitica. Substancias
inibidoras da sintese de NO ja foram testadas e se mostraram efetivas em modelos
animais de depressao e sintomas psicoticos; por sua vez, inibidores de PKC foram
testados em mania e se mostraram efetivos nos modelos animais e na clinica, tanto
no tratamento da mania quando na diminui¢cdo de intensidade de quadros psicoéticos
nos pacientes. O presente estudo entdo teve por objetivo avaliar o efeito da
miricitrina em modelos de sintomas positivos da psicose (teste de estereotipia,
climbing e teste da pata) e avaliar a capacidade da substancia de provocar efeitos
extrapiramidais (teste da pata e teste de catatonia). Para controle positivo nos testes
foi utilizada a olanzapina e para avaliagdo do mecanismo de ac¢do envolvido no
padrao de resposta da miricitrina, foram utilizados o 7-NI (7-nitroindazol), um inibidor
da sintese de NO, e o tamoxifeno, um inibidor de PKC. Ainda no intuito de avaliar a
participacdo nitrinérgica na via, foi também utilizada a L-arginina, uma substancia
precursora da sintese de NO. A miricitrina se mostrou efetiva como agente com
potencial antipsicético nos testes para sintomas positivos da psicose e nao
apresentou efeito extrapiramidal per se, em doses que ndo alteraram a atividade
locomotora dos animais. Foi observado que tanto a PKC quanto o NO estédo
envolvidos em tal padréo de agao da miricitrina, indicando entéo um sinergismos das
vias para obtencéo do efeito maximo do flavonoide.

Palavras-chave: miricitrina, PKC, NO, antipsicético
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Abstract

Myricitrin is a flavonoid extracted from plants of the genus Pouteira, which flavonoid
has an inhibitory activity on PKC (protein kinase C) and NO (nitric oxide). Previous
studies have shown a possible action of myricitrin in the CNS (central nervous
system) since it’s observed an anxiolytic action. Substances that inhibit NO synthesis
have been observed to be effective in animal models of depression and psychotic
symptoms; in turn, PKC inhibitors were effective in animal models of manic states
and in clinical practice in the treatment of mania. Furthermore, they improve
psychosis symptomatology in manic patients. This study aimed to evaluate the effect
of myricitrin in models of positive symptoms of psychosis (stereotypy, climbing and
paw test) and evaluate the capacity of the substance to cause extrapyramidal side
effects (paw test and catalepsy). The atypical antipsychotic olanzapine was used as
positive control. In order to evaluate the mechanism of action of myricitrin, we used
7-NI (7-nitroindazole) an inhibitor of NO synthesis, and tamoxifen, an inhibitor of
PKC. Furthermore, to evaluate the participation of nitrinergic system, it was also used
L-arginine, which is a precursor of NO synthesis. The myricitrin was found to be a
potential antipsychotic agent in tests for positive symptoms of psychosis and it had
no extrapyramidal side effect per se. These data was obtained at doses that did not
alter locomotor activity of animals. It was observed in the tests that both, PKC and
NO are probably involved in the pattern of action of myricitrin, indicating a synergism
of ways to obtain the maximum effect of the flavonoid.

Keywords: myricitrin, PKC, NO, antipsychotic
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1. Introducao

A psicose € um transtorno ainda ndo caracterizado com exatiddo em termos
de mecanismos fisiolégicos (Marenco e Weinberger, 2000), porém é um quadro
comum em Varias patologias e tem por principal caracteristica a perda da nocéo do
gue é real e uma falta de harmonia entre pensamentos e afetividades. Um paciente
psicotico entdo, seria aquele que ndo consegue discernir o que € real do que é
imaginario, tendo os mais variados tipos de prejuizos sociais e pessoais por tal fuga
da realidade, além de outros problemas que normalmente acompanham o quadro
psicotico, como diminuigdo cognitiva e falta de prazer ou anedonia. Esta perda de
nocéao do real seria devido a perda da capacidade de interpretar os fatos como eles
realmente o sdo, dando novas interpretacfes tanto a fatos do passado quando a
fatos do presente, sejam estes fatos corriqueiros ou relevantes. Esta nova
interpretacdo levaria a um comportamento delirante decorrente de uma exacerbacao
de resposta a algo na verdade irrelevante ou resposta inapropriada aos fatos (Loebel
et.al., 1992; Hafner e Van der Heiden, 2003).

Acredita-se hoje em dia que a psicose seja decorrente de uma convergéncia
de fatores, a saber: fatores biologicos, ou seja, a alteracdes anatdbmicas ou
fisiol6gicas no cérebro seriam as responsaveis pelo desenvolvimento do quadro
psicotico; fatores psicologicos, onde a personalidade do individuo seria um fator
predisponente no desenvolvimento de respostas psicéticas frente aos
acontecimentos da vida do paciente; e por ultimo, fatores sociais, onde a pressao
social levaria ao desenvolvimento de tal patologia. Acredita-se também que existam
fatores genéticos que estariam relacionados a uma maior pré-disposicdo para o
desenvolvimento da psicose, ou seja, existiriam personalidades chamadas pré-
morbidas que estariam relacionadas a carga genética familiar do individuo
(Nuechterlein et.al., 1994).

As doencas que podem apresentar psicose como uma das caracteristicas, de
acordo com o0s manuais diagnosticos como DSM-IV (Manual Estatistico e
Diagndstico das Doengas Mentais, 42 edicdo) e CID10 (Classificacdo Internacional
de Doencas e Problemas Relacionados a Saude, 102 edi¢do), sdo dividas em dois
grupos, no primeiro a psicose seria tida como caracteristica fundamental da doenca,
no segundo grupo a psicose pode ou ndo estar presente no quadro patoldgico do

individuo. Assim sendo, teriamos no primeiro grupo doencas como a esquizofrenia, 0
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transtorno psicotico induzido por substancia, o transtorno esquizofreniforme, o
transtorno esquizoafetivo, o transtorno delirante, o transtorno esquizofrénico breve, o
transtorno psicotico compartilhado e transtorno devido a condicdo meédica (Greil
et.al., 1997; Lapensee, 1992; Migliorini e Lazzarin,1993; Rubin, 1997; Howard, 1994,
Kendler, 1982). No segundo grupo se encontrariam patologias como o transtorno
bipolar (sendo que neste caso tanto durante a fase maniaca quando durante a
depressiva pode ocorrer uma fase de surto psicotico), a deméncia de Alzheimer e o
transtorno cognitivo (Gonzalez-Pinto et al., 2003; Sato et al., 1992).

As bases biologicas mais aceitas em relacdo ao desenvolvimento de tal
patologia estariam relacionadas a alteracbes nos niveis de neurotransmissores,
principalmente dopamina e glutamato, sendo que os farmacos que sao hoje
utilizados no tratamento de tal patologia tém por principal caracteristica o bloqueio
dos receptores de dopamina do tipo D, (Sedvall e Farde, 1995, Carlsson et.al.,
2001). Em se tratando das altera¢gBes glutamatérgicas, acredita-se que o aumento
da atividade de tal neurotransmissor levaria a efeitos toxicos no cérebro que
estariam relacionados ao desenvolvimento de psicoses (Bachus, 1996; Benes
et.al.,1992; Novick et al., 2009). Os antipsicoticos sdo os farmacos utilizados para o
tratamento da psicose (Kane et.al., 1983; Kane et.al., 1985), Dentre estes farmacos
se encontram duas classes, os chamados de primeira geracdo ou antipsicoticos
tipicos, que tém por caracteristica a inibicdo da liberacdo de dopamina por agirem
em receptores D, dopaminérgicos, e os chamados de segunda geracdo ou atipicos
(kapur et.al., 1996), que sdo um grupo heterogéneo de farmacos cuja caracteristica
comum € a atuacdo em receptores dopaminérgicos e serotoninérgicos (Mdéller, 2003,
Kapur e Seeman, 2001).

1.1. Caracteristicas do quadro psicotico:

A psicose é uma sindrome que se caracteriza por um conjunto de sintomas
que sao divididos em sintomas positivos e negativos (Andreasen, 1982; Crow, 1985).
A psicose pode ser do tipo parandide, desorganizada e/ou excitada ou ainda
depressiva (catatdnica) (DSM-1V), sendo que em cada uma destas havera uma
maior ou menor preponderancia de algum sintoma especifico. Porém, basicamente a
caracterizacdo da psicose se da pela ocorréncia de dois sintomas tidos como base,

em suas trés subdivisdes, que sao delirios e alucinacdes (DSM-1V).
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Dentre os sintomas positivos podemos citar alucinagéo, delirios, discurso
desorganizado e descontrole comportamental (Pull, 2005; Addington e Addington,
1993; Andreasen e Olsen, 1982). O comportamento delirante pode ser definido
como uma crenca em uma idéia falsa, irracional ou sem ldégica, em geral os
pacientes apresentam este tipo de comportamento em relacéo a fatos persecutérios
(sdo os mais comuns, 0s pacientes acham que estdo sendo perseguidos ou que
seus atos estdo sendo controlados por alguém), de grandiosidade (acha ser uma
personalidade extraordinaria, alguém famoso ou importante), religiosos
(comportamento exacerbado na vivéncia de uma fé) ou ainda sensoriais (sensagao
de que o corpo esta sendo controlado por uma forga externa). A alucinagéo por sua
vez seria caracterizada por uma resposta a estimulos sensoriais que na verdade sé&o
inexistentes, sejam eles de origem auditiva (60 a 70% dos casos), visual (10% dos
casos), gustativa ou tétil; é diferente de ilusdo porque no caso desta € um estimulo
externo realmente existente, mas mal interpretado ou percebido (Maina et. al.,
2001). O discurso desorganizado presente entre os sintomas positivos da psicose
seria caracterizado por falas ilogicas e desconexas, demonstrando uma
incapacidade de organizar 0 pensamento em seqiUéncia logica. Por ultimo, o
descontrole comportamental seria uma ciclagem entre comportamentos agitados,
catatonicos (estado de imobilidade ou falta de resposta) ou desorganizados, ou seja,
a resposta comportamental do individuo ao ambiente se torna inadequada e,
portanto comprometida neste tipo de patologia, ocorre neste caso uma diminuicao
da capacidade do individuo para a realizacdo de atividades cotidianas como
cozinhar, trabalhar e cuidar da higiene pessoal, por isso as doengas que apresentam
psicose como caracteristica sdo tidas como tdo incapacitantes (Murray e Lopez,
1997).

Em relacdo aos sintomas negativos (Hwu, et.al., 1995) poderiam ser citados
alogia, achatamento emocional, anedonia, diminuicdo de auto-estima e apatia, além
de dano cognitivo (alguns autores consideram este um sintoma separado que
somente se sobrepfe aos ditos sintomas negativos). A alogia € uma espécie de
“esgotamento” de pensamentos, caracterizado por uma fala pobre de conteudo,
podendo esta ter uma base repetitiva ou abstrata e com isso dificultar o
entendimento. O achatamento emocional por sua vez € uma caracteristica bem
comum nos pacientes psicoticos e é definido por uma demonstracao inadequada de

afeto ou embotamento, ou seja, o paciente tem dificuldade de demonstrar o que esta
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sentindo, sendo que com isso este ndo apresenta emocionalidade a varios fatos
coditianos; seria uma apatia ao meio que o rodeia. A anedonia, por outro lado, é a
falta de prazer: atividades antes tidas como prazerosas perdem sua caracteristica
reforcadora, ou seja, se tornam vazias de sentido para o paciente (Moller et al.,
2002; Andreasen e Olsen, 1982). Em relacdo ao distarbios cognitivos, estes sao
basicamente caracterizados por dificuldades de aprendizado, QIl, memodria,
linguagem, funcdes executivas e atencdo e de fala, além de disturbios de
pensamento e uso estranho da linguagem, sendo que as vezes a descontinuidade
entre as idéias pode ser tdo extrema que o discurso do paciente pode tornar-se
incoerente e ilogico. Esta dificuldade no discurso parece estar associada ao fato dos
pacientes tenderem a relacionar mais as palavras entre si pela sonoridade que pelo
significado destas (Fioravanti et al,2005; Hawkins et al., 2004; Niendam et al., 2006;
Monteiro e Louza, 2007). A maioria dos individuos com esquizofrenia experimenta
um declinio cognitivo (40 a 60%) no inicio da doenga, que esta associada com
disfuncéo do cortex pré-frontal dorsolateral, o que pode diminuir o desempenho do
individuo para algumas tarefas. Em geral, os déficits cognitivos se manifestam antes
da ocorréncia da primeira fase ativa e parecem aumentar ao longo da evolucao da
doenca (Sharma e Antonova, 2003; Green, 1996; Addington e Addington, 1999;
Adad et. al., 2000).

Em relacéo as divisdes dos tipos de psicose, de acordo com o DSM-IV, pode
se dizer que na psicose paranodide, a caracteristica principal seriam as projecdes
paranoides (preocupac¢des com crencas delirantes), hostilidade e expansividade
grandiosa (o paciente tem pensamentos de grandeza, acha ser um super heréi ou
personalidade importante); por sua vez, na psicose desorganizada-excitada, as
caracteristicas preponderantes seriam desorganizacdo conceitual, desorientacéo e
excitacdo, o discurso se torna exacerbado, fala alto e apresenta respostas
incoerentes ou irrelevantes, acompanhadas de fugas constantes do assunto,
repeticbes de frases e uso de neologismos; por ultimo, na psicose depressiva, 0
paciente apresenta retardo de discurso e pensamento, apatia, autopunicdo ansiosa
e culpa (o paciente se culpa por problemas e tem comportamentos depreciativos,
além de idéias suicidas).



1.2. Doencas relacionadas a sintomas psicoticos:

1.2.1. Grupo 1: Doencas em que a psicose é caracteristica diagndstica:

Dentre o0s transtornos psicoticos que apresentam a psicose como
caracteristica definidora, o mais relevante para o presente trabalho é a
esquizofrenia, que sera, portanto, descrita com mais detalhes. E importante, porém,
lembrar que neste grupo de transtornos se encontram o transtorno esquizofreniforme
(bem semelhante a esquizofrenia, porém de duracdo mais curta, de no maximo seis
meses, sendo que quanto mais rapida for a remissao dos sintomas, melhor o
prognoéstico) (Kendler e Walsh, 1995), o transtorno esquizoafetivo (caracterizado
pela unido de sintomas tipicos da esquizofrenia e do transtorno bipolar, sendo entao
este considerado a unido dos dois, tendo prognostico melhor que o da esquizofrenia
e pior que a do transtorno bipolar) (Winokur et.al., 1985; Harrow et.al., 2000), o
transtorno por uso de substancias (tipo de comportamento psicotico decorrente dos
efeitos toxicos de substancias de abuso como maconha e cocaina, por exemplo)
(Mueser et al., 1990b; Regier et al., 1990), o transtorno decorrente de condicao
médica (alucinacdes ou delirios proeminentes, presumivelmente decorrentes dos
efeitos fisioldgicos diretos de uma condi¢cdo médica geral) (Jeste e McClure, 1997), o
transtorno devido a condi¢cdo associada (quando o paciente acaba desenvolvendo
comportamento tipo psicético pela convivéncia com portador do transtorno, o que
ocorre geralmente entre familiares), o transtorno psicotico breve (também bem
semelhante ao esquizofrénico, tendo porém duracdo ainda menor que O
esquizofreniforme, durando entre um dia e no maximo um més, havendo remissao
completa de caso apoOs este periodo, ndo apresentando sintomas residuais)
(Migliorini e Lazzarin, 1993) e o transtorno delirante (que € dividido em varios
subgrupos, porém todos apresentando como caracteristica fundamental a crengca em

fatos irreais) (Eastham e Jasten, 1997; Manschreck e Petri, 1978).
1.2.1.1. Esquizofrenia:
O primeiro pesquisador a sistematizar os sintomas que posteriormente

estariam relacionados a esquizofrenia foi o alemdo Emil Kraepelin, que a

denominava de dementia praecox. Posteriormente, em 1911, o suico Eugen Bleuler
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redefiniu e renomeou a doenca para esquizofrenia (que significa mente fendida).
Pela definicdo do DSM-1V, a esquizofrenia € um transtorno que dura no minimo seis
meses, podendo porém durar toda a vida, e que apresenta pelo menos um més de
sintomas de fase ativa (grupo de sintomas tanto positivos como negativos
relacionados ao quadro psicético). Estudos mostram que a fase prodrémica da
doenca (fase em que ja ocorrem algumas alteragbes de comportamento no paciente
que podem ser tomados como indicativo de patologia, porém sem manifestacoes
clinicas consistentes) ¢ de em média 2 a 5 anos e que a fase entre o primeiro
sintoma psicotico e o inicio do tratamento (ou do tratamento efetivo, entenda-se
medicacdo correta) pode levar até dois anos (Beiser et al., 1993; Hafner et al., 1993;
Loebel et al.,, 1992). Esta demora no inicio do tratamento dos sintomas esta
relacionada com uma maior chance de reincidéncia do quadro psicoético, bem como
uma pior resposta ao tratamento (Johnstone et. al., 1996).

A esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico que acomete aproximadamente
1% da populacdo mundial, sendo que em parentes de primeiro grau de portadores
da doenca, esta propor¢cao sobe para 10% (Almeida et.al.,1992; Regier et.al., 1988;
Caetano, 1982; Babigian, 1975). Geralmente se manifesta na adolescéncia ou inicio
da idade adulta. As causas sao variadas, sendo considerada de heranga
multifatorial, ou seja, um grupo de causas leva ao desenvolvimento do quadro
esquizofrénico, a saber, mudancas quimicas e estruturais no cérebro e fatores
genéticos, sendo que, origem viral e trauma encefalico também sédo considerados
possiveis fatores causais (Nuechterlein et.al., 1994). Varios estudos demonstram
que fatores sociais e genéticos agem de forma conjunta no estabelecimento da
doenca. Estudos epidemiolégicos que analisaram a incidéncia de esquizofrenia em
gémeos monozigoéticos (material genético idéntico) e dizigéticos (compartilham a
metade do material genético) mostraram que a incidéncia de esquizofrenia em
gémeos monozigoticos é de 50% e de 10 a 15% em gémeos dizig6ticos (a mesma
dos parentes de primeiro grau), contra apenas 1% na populacdo geral (Gottesman,
1991, 1993).

Estudos tém mostrado uma maior morbidade e um inicio mais precoce da
esquizofrenia em homens, porém em termos de propor¢cdo, ndo ha diferenca
significativa entre homens e mulheres (Hafner e Van der Heiden, 2003). De acordo
com alguns trabalhos, a doenca costuma se manifestar no sexo masculino entre 18-

25 anos; ja em mulheres a média de idade para inicio dos sintomas seria entre 25-
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35 anos. Associa-se essa diferenca entre 0s sexos a dois possiveis fatores, mais
rapida maturacdo cerebral no sexo feminino que do masculino, 0 que evitaria
traumas e alteracdes estruturais durante o periodo intra-uterino; e uma capacidade
protetora do estrogénio, que retardaria o inicio de manifestacbes de sintomas da
patologia (Haffner et.al., 1998; Seeman, 1981, 1982). Hafner e colaboradores (1991)
mostraram, em um estudo feito com ratas, a importancia do estradiol no
desenvolvimento cerebral, pois este apresenta correlacédo negativa com o numero de
receptores D, expressos no cérebro, ou seja, diminui a expressao de D,. Os estudos
de Seeman e Lang (1990) e de Riecher-Rossler e colaboradores (1994) corroboram
os achados de Hafner e também acrescentam a informacdo de que o estradiol
estaria relacionado a uma melhor resposta aos antipsicéticos, o que pode ser
correlacionado a pior resposta masculina ao tratamento e também ao curso mais
grave da esquizofrenia em homens.

Em relacdo a quadros associados, tem-se demonstrado que € muito comum a
existéncia de comorbidades entre pacientes esquizofrénicos, tais como abuso de
substancia (Regier et.al., 1990), comportamento suicida (Siris, 2001), HIV, hepatite e
diabetes (Goff et. al., 2005).

1.2.2. Grupo 2: Doengas em que a psicose ndo é caracteristica diagnéstica:

Neste grupo se encontram patologias como o transtorno bipolar, a doenca de
Alzheimer e o transtorno cognitivo. Por causa da relagdo entre esquizofrenia e
transtorno bipolar, este sera tratado em topico a parte, uma vez que apresentam
correlacdo entre fatores genéticos e influéncia ambiental, além da existéncia de
transtorno diretamente relacionado a unido das duas patologias, o transtorno
esquizoafetivo, j& mencionado anteriormente (Winokur et.al., 1985; Harrow et.al.,
2000). Em relacdo a existéncia de quadro psicoético em patologias como Alzheimer e
transtorno cognitivo, esta € secundaria ao quadro, sendo caracterizada
principalmente por quadros de alucinagdo e delirio (Lyketsos et al., 2000; 2002),
sendo a alucinagao o quadro mais frequiente em ambas as patologias. Em pacientes
acometidos de Alzheimer, as alucinagbes sao principalmente relacionados a
perseguicdo ou abandono (Tariot et.al., 1995). A alucinagdo também é predominante
nos pacientes com transtorno cognitivo, sendo, porém, menos frequente nos

pacientes com transtorno cognitivo que nos portadores de Alzheimer.



1.2.2.1. Transtorno de humor bipolar:

O Transtorno Afetivo Bipolar (TAB), é caracterizado por oscilagcbes ou
mudancas ciclicas de humor. Estas mudancas vao desde oscilagdes mais ou menos
normais (alteragcbes de humor, porém ndo muito exacerbadas), como as que
ocorrem nos periodos subsindromicos e eutimicos da doenca, até mudancas
patologicas acentuadas (fase aguda da doenca) (Judd et. al., 2002). O antigo nome,
psicose maniaco-depressiva, foi abandonado porgue os pacientes que apresentam
transtorno de humor bipolar ndo necessariamente apresentardo sintomas psicaticos.
Na verdade este transtorno se caracteriza por uma perturbacdo afetiva e nao
psicotica, sendo entdo por isso renomeado e classificado junto com transtornos
como depressao e distimia nos manuais diagndsticos como CID10 e DSM-IV. O
paciente bipolar, porém, em momentos de surto mais acentuado, seja este
depressivo ou maniaco, podera apresentar quadro psicotico: depressao psicotica,
mais comum em pacientes com depressao maior; e surto psicoético durante a fase de
mania (Lima et. al., 2005; Gonzalez-Pinto et. al., 1998; Rosen et. al., 1983;
McGlashan, 1988).

A alterndncia de estados depressivos com maniacos € a tbnica desta
patologia; porém sub-estados e estados mistos também podem ocorrem, bem como
estados de eutimia, que se caracteriza por um periodo de remissdo de sintomas
(Lima et.al.,2005; Belmaker, 2004). De acordo com os manuais diagndsticos como o
DSM-IV e o CID-10, o transtorno de humor bipolar pode ser subdivido em:
Transtorno bipolar do tipo | (apresenta fase de depresséo, seguida de fase de
eutimia e procedida por fase de mania) e tipo Il (onde ao invés de fase de mania
ocorre uma fase de hipomania). A diferenciacéo basica entre os quadros de mania e
hipomania se d& pela intensidade dos sintomas, sendo que, os sintomas da
hipomania sdo similares aos da mania, sendo porém menos acentuados, ou seja,
mais amenos. Outra diferenca basica é que somente pacientes bipolares do tipo |
podem apresentar, em algum momento, quadro psicGtico, ou seja, este é ausente na
hipomania (Belmaker, 2004; Veita et.al., 1997; Coryell et.al., 1984; Simpsom et.al.,
1993). Estes episodios teriam um periodo de duracao entre 4 e 13 meses, sendo 0
episodio depressivo é sempre maior que o episédio maniaco/hipomaniaco (DSM-IV).

Existe ainda uma terceira classificacdo, a ciclotimia, onde o paciente apresenta
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guadro de depresséao e hipomania, porém de forma mais branda, ndo se encaixando
no diagnéstico de bipolar do tipo Il (Moreno e Moreno, 2002; Akskal e Pinto, 1999).
Antipsicoéticos sdo algumas vezes utilizados juntamente com os estabilizadores de
humor no intuito de tratar a fase maniaca do transtorno de humor bipolar. Eles séao
utilizados como tratamento inicial para controle dos sintomas maniacos, até que os
estabilizadores de humor comecem a ter efeito, ou no intuito de tratar quadros de
mania mais severos, como quadros maniacos com presenca de alucinacdes e
ilusdes. O tratamento com antipsicéticos € interrompido tdo logo o paciente
apresente  um quadro mais controlado, mantendo-se entdo somente 0s
estabilizadores de humor (Moreno et.al., 2005).

O TAB acomete 1 a 3% da populacéo, estando associado a um alto nivel de
prejuizo social e pessoal (Weissman et.al., 1996; Muller-Oerlinghausen et.al., 2002).
Estudos epidemiolégicos (como o “National Comorbidity Survey”, nos Estados
Unidos) indicam que o transtorno bipolar é relativamente frequente (prevaléncia de
1% para o tipo I, e de 1,1% para o tipo Il). A idade média de inicio dos quadros
bipolares situa-se logo apds os 20 anos, embora alguns casos se iniciem ainda na
adolescéncia e outros possam comecar mais tardiamente (apés os 50 anos)
(American Psychiatric Association, 1994; Gitlin et.al., 1995), sendo que as mulheres
apresentam inicio da doenca relativamente mais tardio que homens (Leibenluft,
1997; Robb et al., 1998) . O periodo entre a manifestacdo dos primeiros sintomas e
a procura por tratamento chega a ser de até dez anos, principalmente pelo fato de
gue os pacientes normalmente s6 procuram ajuda médica, quando ocorre o primeiro
episddio maniaco (Leverich e Post, 2006). Os episddios maniacos costumam ter
inicio subito, com rapida progressdo dos sintomas; freqientemete 0s primeiros
episodios ocorrem associados a estressores psicossociais, porém, com a evolucao
da doenca, os episdédios podem se tornar mais freqlentes, e os intervalos livres
podem se encurtar. Para algumas mulheres, o primeiro episédio maniaco pode
acontecer no periodo puerperal. Nao existe diferenca entre os sexos em relacdo a
taxa de incidéncia da doenca (Goodwin, 1990; Weissman et al., 1991), porém
estudos mostram uma maior incidéncia de manifestagbes de mania em homens
(1,8%) que em mulheres (1,7%); de acordo com estes estudos, as mulheres teriam
uma maior tendéncia a apresentarem quadros de depressdo e desenvolverem
ciclagem rapida, ou seja, no minimo quatro episédios no periodo de um ano (Akiskal
et al., 1998; Hantouche et al., 1998; Koukopoulos, 1999; Angst e Marneros, 2001).



10

Estudos mostram também uma grande correlacdo genética, uma vez que este a taxa
de concordancia (ambos apresentam a patologia) em gémeos univitelinos é de
34,5% a 48%, taxa esta trés vezes maior que a de gémeos dizigéticos (McGuffin
et.al.,, 2003; Berstelsen et.al., 1977). Além disto outros estudos observaram uma
taxa de 10 a 20% de aumento na estimativa populacional normal em termos de
parentes de portadores do transtorno (Merikangas et.al., 2002; Gershon et.al., 1982).

De acordo com o trabalho de Dunayevich e Keck (2000), pelo menos 50% dos
pacientes bipolares apresentou, em algum momento, um quadro de psicose, sendo
mais ou menos severa dependendo da intensidade do quadro de mania. Estudos
correlacionam o inicio precoce da doenga com a intensidade dos quadros de mania
(McElroy et.al.,1996; Carlson e Goodwin,1973), sendo que outros estudos relatam
que 48% dos pacientes em fase maniaca terdo ao menos um episédio de quadro de
delirio (principalmente de grandiosidade), 19% terdo problemas com compreensao e
verbalizagdo de idéias e 15% terdo quadro de alucinacdo (Goodwin e Jamison,
1990; Dunayevich e Keck, 2000).

Muitos estudos tém mostrado que o desenvolvimento do transtorno de humor
bipolar est4 intimamente relacionado a fatores tanto ambientais quando genéticos,
além de alteracbes hormonais e na homeostase de monoaminas (Yatham et.al.,
2005). Entre algumas alteragGes associadas ao TAB, encontramos alteragbes em
relacdo & massa cerebral, conformacdo e quantidade de neurdnios (Elkis et.al.,
1995; Dupont et.al., 1995), alteracdes no sistema monoaminérgico (Heninger et.al.,
1996; Berman et.al.,, 1997; Farvolden et.al., 2003) e grande quantidade de
alteragbes genéticas, como alteracdo na enzima COMT — catecol-A-metil-transferase
(Craddock et.al.,2001; Shifman et.al., 2004), no BDNF (fator neurotréfico derivado do
cérebro) (Nakata et.al., 2003; Green et.al.,2006) e na neuroregulina-1 (Green et.al.,
2005), somente para citar alguns exemplos.

O TAB ¢é uma doencga de grande impacto na vida do paciente, de sua familia e
sociedade, causando prejuizos freqientemente irreparaveis em varios setores da
vida do individuo, como nas financas, saude, reputacdo, além do sofrimento
psicologico (Lopes e Murray, 1998; Yatham, 2005). Algumas das comorbidades
associadas ao transtorno de humor bipolar sdo suicidio (Colom et.al., 2006, Muller-
Oerlinghausen et al., 2002; Tondo et al., 2003; Baldessarini et al., 2003), distarbios
alimentares (Shisslak et al., 1991; Mury et al.,, 1995), ansiedade (Masser e
Cloninger, 1990; Regier et.al., 1998), panico (Bellodi et.al., 1993; Andrews e Slade,
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2002), agorafobia (Bienvenu et.al., 2006; Andrews e Slade, 2002) e fobia social
(Lampe et.al., 2003; Merikangas e Angst, 1995).

1.3.Fatores genéticos e outros fatores de risco para o desenvolvimento de

psicoses ou doencgas associadas a ela:

Existem correlacfes entre o desenvolvimento da esquizofrenia e do transtorno
de humor bipolar, ou seja, entre duas doencas que envolvem a psicose como
caracteristica, seja esta caracteristica fundamental do quadro, ou uma caracteristica
secundaria.

Estudos demonstram que tanto a esquizofrenia quanto o TAB ndo sao
consequentes de alteracbes em um Unico gene, sendo provavelmente relacionados
a um fator recessivo, causado pela ndo disjuncédo cromossdmica durante a meiose,
um dos cromossomos alvo de estudo é o 18921 (cromossomo 18, bracgo longo, area
21), onde existem 21 genes, que mostrou-se mutado em pacientes portadores de
esquizofrenia, transtorno de humor bipolar e transtorno esquizoafetivo (Escamilla
et.al., 2001; Walss-Bass et.al., 2005). Estudos mostram que por um desequilibrio de
ligacdo nesta regido ocorreriam os sintomas psicéticos como alucinacdo, delirio,
desorganizacdo comportamental e de fala. Um estudo posterior feito por Dae Lee e
colaboradores (2007) demonstrou, através de genotipagem e expressdo de RNAmM
(feito em cérebros de pacientes bipolares e esquizofrénicos post-mortem), uma
possivel associacdo entre a enzima malica (malato oxiredutase) tipo 2 e o
desenvolvimento de sintomas psicéticos; sendo que a enzima malica apresenta
importante funcdo no cérebro, por estar envolvida no metabolismo energético e de
glucose bem como com a sintese de GABA e glutamato (Hassel, 2001). Outra
alteracdo em nivel génico foi mostrado pelo trabalho de Ozawa (1998) e pelo
trabalho de Beal e colaboradores (1997), onde eles mostram alteracdes em nivel
mitocondrial levando a altera¢des na producédo de ATP, bem como na homeostase
de célcio intracelular (relacionado com o ciclo do éxido nitrico e com a ativacdo da
cadeia do fosfato de inositol e diacilglicerol, que se relacionam com a ativagéo de
PKC), sendo uma caracteristica de quadros neuropatolégicos como Alzheimer,
Parkinson e transtorno bipolar, transtornos estes em que em algum estagio podem
apresentar um quadro do tipo psicotico. Estes trabalhos corroboram os dados de

Fusegi e colaboradores (1992) que mostram gue pacientes acometidos da sindrome
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de MELAS (encefalopatia mitocondrial, acidose latica e episddio de derrame) podem
apresentar comportamento do tipo psicotico. Associa-se esta suscetibilidade de
existéncia de alteracdo de funcdo mitocondrial nestes pacientes a um alto nivel de
mutacdo no DNA mitocondrial quando comparado ao DNA nuclear, pois a
mitocondria apresenta DNA préprio e menos capaz de evitar processos mutacionais
(Ozawa, 1998).

Alguns genes candidatos a estarem envolvidos com o desenvolvimento da
esquizofrenia e do TAB, de acordo com estudos recentes, sdo DTNBP1 ou
disbindina-1, o NRG1 ou neuroregulina-1 e polimorfismo da COMT (Harrison et. al.,
2005; Kirov et.al., 2004; Stefansson et al., 2002; Craddock et.al.,2001; Shifman et.al.,
2004).

O DTNBP1 ou dishindina-1, localizado na regido 6p24-22, codifica a proteina
disbidina, que se liga a a e B distrobrevina, as quais sdo componentes do complexo
de proteinas associadas a distrofina, complexo este relacionado com a plasticidade
sinaptica e transducdo do sinal. Alteracdo neste complexo pode afetar a homeostase
do sistema glutamatérgico, sendo que estudos de expressdo génica de individuos
esquizofrénicos mostraram diminuicdo de disbidina no cortex pré-frontal. Em relacéo
ao transtorno bipolar, associam-se as alteracfes vistas nesta proteina com uma
maior predisposicdo de desenvolver, em algum momento, quadro de psicose
(Reybould et.al., 2005) (Fig.1).

O segundo gene, codicador da proteina NRG1 ou neuroregulina-1, localiza-se
na regido 8p21-22. A NRG-1 é uma importante proteina por interagir com receptores
de membrana de neurénios e células gliais, o que leva a dimerizacdo de receptores,
fosforilacdo de tirosina e ativacao de vias de sinalizacdo, alteracdes no gene que a
codifica estariam relacionadas a alteracdo de neurodesenvolvimento e
neurotransmisséo (Stefansson et.al., 2002; Tosato et.al., 2001; Green et.al., 2005)
(Fig.1).

Uma outra associacdo que foi vista foi entre o BDNF (cujo gene esta
localizado no cromossomo 11g13) e a manifestacdo de quadros psicoticos, sejam
estes em pacientes esquizofrénicos ou bipolares. O BDNF € a principal neurotrofina
do cérebro, sendo sintetizada pela glia e neurénios e sendo a neurotrofina mais
abundantemente distribuida pelo SNC (Shimizu et.al., 2003; Gama et.al., 2008), este
tem por funcdo modular crescimento e maturacdo sinaptica e, portanto estando

envolvido com a memoéria e plasticidade neuronal. Assim, a alteracdo do BDNF
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poderia acarretar em m& formacdo de arvores dendriticas, diminuicdo da
plasticidade neuronal e prejuizos cognitivos e de memoria (Egan et.al., 2003; Neves-
Pereira et.al., 2002).

Em um estudo feito por Coyle e Duman (2003) foram demonstradas
alteracdes genéticas relacionadas ao transportador de serotonina (5-HTTg). Isto
levaria a uma menor recaptacéo deste neurotransmissor e consequente desbalanco
na homeostase ndo somente de serotonina, mas também da dopamina no cérebro
de pacientes bipolares, uma vez que a serotonina e a dopamina apresentam um
balanco de liberagdo entre si (0 que serd melhor discutido na sessdo de
neurobiologia da doenca). Neste mesmo trabalho foi ainda demonstrada uma
alteracdo relacionada a enzima MAO (monoamino oxidase A), enzima encontrada no
interior das células ligada a superficie da mitocondria e relacionada a metabolizacéo
de monoaminas (Shih, 1991; Thorpe et al., 1987). Trabalho este posteriormente
corroborado pelos achados de Cradock e Forty (2006).

Por altimo, foi mostrado um polimorfismo da COMT (cujo gene esta localizado
no cromossomo 22qll), que esta relacionada ao metabolismo da dopamina em
pacientes esquizofrénicos e bipolares (uma menor atividade desta enzima resultaria
numa maior disponibilidade de dopamina, o que se sabe estar relacionada a quadros
psicoticos), estudos mostram que as alteracfes mais observadas em pacientes
esquizofrénicos quanto a esta enzima € a substituicdo de uma valina na sequéncia
da enzima o que a deixa menos estavel e mais passivel de degradacdo (Sanders
et.al., 2005; Weinberger et.al.,2001; Shifman et.al., 2004; Egan et.al., 2001). Outros
genes ja relacionados a esquizofrenia foram DLX1 (Kromkamp et.al.,2003) e
semaforina 3a (Eastwood et.al., 2003) relacionados a neurotransmissdo e migracéo
de axonios, respectivamente, e DISC-1 (translocacdo entre cromossomo 1 e 11,
encontrada em uma familia escocesa em que havia grande freqiiéncia de doencas
gue apresentavam fase psicotica, como depressdo, mania e esquizofrenia, e a
proteina codificada por este gene é relacionada ao crescimento axonal e crescimnto
celular) (St Clair et.al., 1990) (Fig.1).
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Fig.1 — Diagrama esquematico da interacdo de fatores genéticos na suscetibilidade de
quadro psicotico (genes envolvidos em vermelho) em relacdo a desregulacdo dos
receptores dopaminérgicos e glutamatérgicos. Neuregulina 1 ativa o receptor ErbB que
leva a internalizacao de receptores NMDA,; Disbidina (Dys) esta relacionada a liberacdo
de glutamato nos terminais pré-sinapticos; COMT esta envolvida no metabolismo de
dopamina (Fonte: adaptado de Morrison e M urray (2005)).

Em relacéo as altera¢des bioquimicas e anatémicas, estudos tém observado
varias correlacdes entre alteracdes anatdbmicas como alargamento dos ventriculos e
dos sulcos cerebrais e presenca de TAB, sendo que estas duas alteracfes também
estdo presentes em pacientes esquizofrénicos (Elkis et.al., 1995; Dupont et.al.,
1995). Também tem sido demonstrado diminuicdo do coértex pré-frontal,
principalmente na populacdo de neurénios GABAérgicos (Weinberger, 1987,
Beasley et.al., 2002), aléem de alteracbes mais especificas de pacientes bipolares,
como aumento de &reas relacionadas ao humor como a amigdala e estriado (Hajek
et.al., 2005 Strakowiski et.al., 2005). Outra alteracdo bastante citada na literatura é
quanto a fatores estressores externos, como auséncia de suporte familiar, entre
outras situagOes estressoras, e desencadeamento dos sintomas do TAB ou ainda
virada de quadro, sendo esta virada principalmente para quadro de mania (Ambelas,
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1979; Bonner, 1930; Bidzinska, 1948; Hammem et.al., 1992). Fatores estressantes
também sdo citados como ponto desencadeador de surto psicético em pacientes
esquizofrénicos (Weinberger, 1987; Dunn, 1988; Selten e Cantor-Graae, 2005).
Alteracfes na sinalizacao do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) bem como
de seu receptor (FGFg;) tem sido associado as alteragdes no neurodesenvolvimento
e funcionamento cerebral observado em doencas como esquizofrenia e transtorno
bipolar. Alteracbes do FGF e FGFgr; alteram a distribuicdo e plasticidade de
neurdnios dopaminérgicos, que por sua vez acabam por afetar outras populac¢des de
neurénios, como o0s serotoninérgicos (Gaughram et.al., 2006; Grothe e Timmer,
2007). Alguns estudos genéticos mostraram uma associagdo entre variagdo na taxa
de expressédo do gene e de seu polimorfismo, como uma maior suscetibilidade a
manifestacbes psiquiatricas que envolvem psicose (Terwisscha van Scheltinga et.al.,
2009; O'Donovan et.al., 2009).

Outros estudos observaram ainda uma correlacdo entre complicagbes
obstétricas e alteracdes psiquiatricas. Acredita-se que, infeccbes pré-natais e
neurodesenvolvimento anormal, compdem alguns dos fatores ambientais
predisponentes ao desenvolvimento da esquizofrenia e do transtorno bipolar, sendo
as complicacdes obstétricas o fator mais comumente relacionado a estas patologias,
em se tratando de fatores ambientais. A ocorréncia de complicacdes obstétricas,
principalmente hipoxia e isquemia durante a fase pré e perinatal podem levar a
alteracbes como: aumento no tamanho dos ventriculos laterais, bem como do
terceiro ventriculo, o que sabidamente € presente em uma taxa consideravel dos
pacientes esquizofrénicos e bipolares (Suddath et.al., 1989; Lawrie e Abukmeil,
1998; Elkis et.al.,, 1995; Dupont et.al., 1995). Outras complicacdes obstétricas
incluem nascimento prematuro, baixo peso apds 0 nascimento e privagao nutricional
durante a gestagao.

Estudos tém mostrado que existe uma correlacao positiva entre a incidéncia
de doencas virais durante a gestacdo e propensdo ao desenvolvimento de
esquizofrenia e outras doengas psiquiatricas na prole (Smith et.al., 2007; Meyer
et.al., 2005). Esta associacdo nao se da por influéncia do virus em si, mas sim pela
alteracdo do ambiente fetal pela resposta da mée a infeccdo, como por exemplo, o
aumento de citocinas (0 que entdo pode também ser correlacionado com gestacoes
no periodo do inverno e propensdo maior ao desenvolvimento de patologias

psiquiatricas, uma vez que neste periodo do ano a exposi¢do a virus, como o da
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influenza, é maior). No trabalho de Meyer e colaboradores (2005), os autores citam
que esta influéncia infecciosa no desenvolvimento de doengas psiquiatricas seria
critica no terceiro trimestre de gravidez. Shi e colaboradores (2003) chegaram as
mesmas conclusdes, ap0s observacdo de proles de animais cujas maes foram
infectadas com virus da influenza humana durante a gestacéo.

Por dltimo, mas ndo menos importante, € necessario citar que em todas as
patologias acima citadas (e também em algumas outras doencas psiquiatricas)
ocorre uma alteracado acentuada no ciclo de sono e vigilia dos pacientes, seja este
distarbio a ins6nia ou a hipersonia (Benca et.al., 1992; Ford et.al., 1989). No quadro
de depressao, por exemplo, € comum o0 paciente apresentar um despertar precoce
(acordando horas antes do necessario) ou quadro de insénia inicial (dificuldade de
iniciar o sono) (Guerra et.al., 2004). Por sua vez, em quadros de mania, como ja
relatado em varios estudos, ocorre diminuicdo do tempo total de sono, sendo que o
paciente relata uma menor necessidade de tempo de sono na maioria dos casos,
embora outros tantos pacientes relatem insonia durante esta fase (Wooten et.al.,
1999). Por sua vez, na esquizofrenia, ocorrem grandes periodos de vigilia em
decorréncia da agitacdo durante a fase de surto psicético, como relatado por varios
pacientes. Estudos mostram que os quadros de insbnia parecem ter uma correlacao
com o0s surtos, sendo que tais quadros parecem preceder o préximo episédio de
surto psicotico assim como o inicio de insdnia em bipolares pode ser tomada como
preditiva de uma virada maniaca nos pacientes (Benson et.al., 2000). No caso dos
pacientes bipolares, a maioria dos estudos correlaciona as alteragbes de sono com
uma diminui¢cdo dos estagios 3 e 4 do sono NnREM (sono de ondas lendas, no qual
ocorrem 0s estagios 3 e 4 de sono, que sdo os estagios mais profundos, ou fase
delta) (Benca et.al.,, 1992; Wooten et.al.,, 1999). Em esquizofrénicos, por sua vez,
foram documentadas alteracdes durante o sono REM (fase do sono em que ocorrem
0s sonhos e que se caracteriza por um padréao especifico de ondas cerebrais, ondas
de baixa amplitude e alta frequéncia, além de movimento rapido dos olhos, dai a
sigla REM, do inglés rapid eyes moviment, e atonia muscular). As alteracdes
observadas nos esquizofrénicos foram referentes a um aumento do sono REM, tanto
em quantidade quanto em duracdo, e uma diminuicdo do tempo de sono nREM em
minutos (Benca et.al., 1992; Benson et.al., 2000), sendo que antipsicGticos atipicos,
como a olanzapina e a risperidona tém a caracteristica de aumentar o tempo de

sono nREM (Taylor, et.al., 1991; Tandon et.al.,1992). Para concluir, estudos como o
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do grupo de Keshavan e colaboradores (1990) mencionam uma relagédo inversa
entre o tamanho dos ventriculos cerebrais [cujo aumento ja foi bem documentado
em pacientes esquizofrénicos (van Kammen et.al.,1988)] e a quantidade e
manutencdo de sono nREM, além do agravamento dos sintomas negativos em

pacientes esquizofrénicos.

1.4.Neurobiologia do desenvolvimente da psicose:

No presente trabalho serdo discutidas agora as vias relacionadas a quadros
de psicose, tanto referentes a esquizofrenia quanto a fase maniaca durante o TAB.
Postula-se que haja um forte envolvimento das vias dopaminérgicas,
serotoninérgicas e glutamatérgicas nas alteracdes cerebrais que ocorrem em ambas
as patologias (Abi-Dargham et.al., 1998; Farde, 1997; Deakin et.al., 1989; Olney e
Farben, 1995).

1.4.1. Via dopaminérgica:

A mais antiga teoria sobre alteragdo em neurotransmissores no quadro de
psicose foi feita com a dopamina (van Rossum, 1966), porém esta relacdo ainda néo
é totalmente fundamentada por existirem poucos estudos diretos sobre os
receptores dopaminérgicos e/ou neurotransmissor (Carlsson e Carlsson, 2006). A
relacdo entre dopamina e psicose se baseia principalmente nos achados com
antipsicoticos de primeira geracdo que tém por mecanismo de acdo base a inibicao
dos receptores dopaminérgicos (van Rossum, 1966; Creese et. al., 1976; Seeman et
al., 1975), sendo também suportada no fato de que substancias que estimulam o
sistema dopaminérgico, como a anfetamina e a cocaina, podem levar a quadros de
psicose (Volkow et.al., 1999; Childress e O'Brien, 2000).

A dopamina constitui cerca de 50% do conteudo de catecolaminas cerebrais
(norepinefrina, epinefrina e dopamina), estando envolvida em processos
motivacionais, cognitivos, motores, ingestdo de alimentos e secre¢des
neuroenddcrinas dependendo da via cerebral em questdo, sendo que esta se
encontra relacionada principalmente a regibes do mesencéfalo, substancia negra,
estriado, amigdala e diencéfalo (hipotdlamo) (Kandel et al., 2003; Missale et.al.,

1998). A dopamina faz parte do grupo das catecolaminas que sdo caracterizadas por
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possuirem um grupo amina ligado a um anel benzénico com dois grupos hidroxil
adjacentes, sendo que esta ainda apresenta uma cadeia lateral de etilamina ou de
um derivado desta. A DA é sintetizada no cérebro, a partir do aminoacido tirosina,
que € convertido em L-DOPA (L-1,3-diidroxifenilalanina) pela tirosina hidroxilase
(TH), sendo que a L-DOPA é posteriormente descarboxilada e se torna a dopamina,
através da acdo da DOPA descarboxilase (Feldman et.al., 1997). Esta dopamina
entdo ficara armazenada em vesiculas e sera liberada na fenda sinaptica somente
apos ativacdo do neurbnio pré-sinaptico, se ligando apds a sua liberacdo a um

receptor do tipo metabotrdpico, ou seja, dependente de proteina G (Fig.2).
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Fig.2 — Via de sintese da dopamina (Fonte: montada a partir de informag¢des do livro

Goodman e Gilman).

O processo de ativacdo de repectores pela dopamina ocorre através da
ativacdo de duas familias diferentes de receptores, a familia D1 (receptores D1 e
D5) e D2 (receptores D2, D3 e D4), sendo que tais receptores apresentam sete
dominios transmembrana e séo ligados a proteina G para ativacdo de sua cascata
molecular (Girault e Greengard, 2011). A familia D1 esta relacionada a ativacao de
castata do AMPc (adenosina monofosfato ciclico), ativacdo da via do fosfolipase C
(com subsequente ativagédo de PKC) e com isso aumento dos Ca2+ intracelular pela
via do IP3 (Missale et.al., 1998). A familia D2, por sua vez, esta relacionados a
inibicdo do AMPc e influxo de K+(0o que hiperpolariza o neurénio e dai dificulta a
geracdo do potencial de acéo), sendo que neste grupo ainda existem o0s receptores
D2 pré-sinapticos relacionados ao feed-back negativo da liberacdo de dopamina
(Fig.3). Estas duas vias diferentes, inibicdo ou ativacdo de AMPc se d& pela ativacéo
de diferentes proteinas G, a inibitéria (Gi) e a excitatéria (Gs), respectivamente
(Gilman, 1995; Ma et.al., 2010). Com aumento do AMPc, cujo precursor é o ATP
(Sibley e Monsma, 1992; Herve et.al.,1993; Missale et.al., 1998, Goodman et.al.,

2006), teremos a ativacdo da proteina quinase A (PKA) e estimulagdo do sistema
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dopaminérgico, que por sua vez, podera modular a acao do sistema glutamatérgico
(Raman et.al., 1996; Wang et.al., 1991, 1993; Missale et.al., 1998; Goodman et.al.,
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Fig.3: Ativacao ou inibicdo do AMPc pelos receptores dopaminérgicos. Ao ser ativado
um receptor da familia D, ocorre a ativacdo da proteina G do tipo G; e inibicdo do AMPc,
0 contrario ocorre quando se estimula um receptor da familia D4, que ird4 ativar a proteina
G do tipo Gs e com isso estimular AMPc, que por sua vez estimulard a PKA, ou
estimulara PCL, que por sua vez ativard PKC (adaptado de Knab, 2010).

Como ja foi mencionado, estudos demonstram uma alteracdo nos niveis
dopaminérgicos em pacientes esquizofrénicos, sendo observado o aumento de

dopamina na via mesolimbica e a diminuicdo desta na via mesocortical (Stahl, 2002;

Seeman et.al.,1993). Estudos também relacionam a alteracdo nos niveis de
dopamina em pacientes bipolares, sendo que estes apresentam quantidades
elevadas de DA na fase maniaca (sendo esta alteracdo principalmente quando

ocorre quadro psicotico) e diminuicdo da DA na fase depressiva (Manki et.al., 1996;
Diehl e Gershon, 1992; Willner, 1995).

As vias dopaminérgicas séo classicamente dividas em quadro vias principais
(Fig.4). A via mesolimbica tem projecdes que saem da VTA (area tegmental ventral
do mesencéfalo, area A10) para os axonios terminais das areas limbicas cerebrais,

sendo que suas fibras convergem para o feixe prosencefalico medial, indo para o

bulbo olfatério, hipocampo, nucleo septal lateral, nicleo accumbens, nacleo do leito

da estria terminal e complexo amigdaloide. Por esta via estar relacionada ao

comportamento emocional, acredita-se que sua super-estimulacédo esteja envolvida
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na sintomatologia positiva da psicose, pois 0 excesso de dopamina levaria a uma
hiperestimulacdo dopaminérgica e quadros de alucinacéo e delirio. Estudos usando
is6topo marcado de dopamina mostraram que existe uma hiper-sensibilidade de
receptores D, na area mesolimbica na maioria dos pacientes esquizofrénicos, o que
corrobora a teoria da hiper-estimulacdo dopaminérgica nesta area (Abi-Dargham
et.al., 2000). Posteriormente, foi mostrado também que o0s pacientes que
apresentavam esta hiper-sensibilidade, apo0s tratamento com antipsicotico
apresentavam melhora significativa nos sintomas positivos da psicose, melhora esta
bem mais marcante que a encontrada em pacientes onde n&o ocorria hiper-
sensibilidade do receptor. Além disso, acredita-se que uma alteracdo na via
serotoninérgica que interage com esta via levaria a incapacidade do paciente
psicotico de conter seus estimulos (Domesick, 1988; Mongenson et.al., 1988; Thierry
et.al., 1988).

Por sua vez, a via mesocortical projeta da VTA (drea Al10) para o cortex
cerebral, principalmente para o cortex pré-frontal, envolvido em fungdes cognitivas
como atencdo, motivacdo, planejamento, e comportamento social. Acredita-se que
esta via estd relacionada aos sintomas negativos da esquizofrenia (como
embotamento emocional e comprometimento cognitivo), sendo que tais sintomas
entdo, seriam decorrentes de uma hipoatividade da via ou perda de neurbnios (por
hiper-funcionamento do sistema glutamatérgico) (Berman, 1968; Deutch, 1988). A
relacdo entre a area cortical e os sintomas negativos foi feita pela primeira vez no
trabalho de Davis e colaboradores (1991) e se baseia na observagao da similaridade
comportamental entre pacientes esquizofrénicos e pessoas com lesdo do lobo
frontal e consequente diminuicdo dopaminérgica na area. Acredita-se que a
hipofuncionalidade desta via leve a uma hiper-expressdo de receptores D; de
dopamina (que sao os predominantes nesta area) como uma medida compensatoria
a falta de dopamina na area, medida esta insuficiente para compensar a falta do
neurotransmissor (Weinberger, 1987; Abi-Dargham et.al., 2002).

Outra via € a nigroestriatal, que projeta da substancia negra pars compacta
(SNPc, area A9) para os ganglios da base (p.e. estriado) e esta envolvida com o
controle motor. Assim sendo a alteragcdo do funcionamento desta via levam a um
comprometimento motor, fato que se observa como efeito colateral de muitos
farmacos antipsicéticos (Domesick, 1988; Mogenson et.al., 1988; Thierry et.al.,

1988). Por ultimo, a via tuberoinfundibular (area A12) é constituida de neurénios com
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0 corpo celular no hipotalamo e cujos axbénios terminam na eminéncia média da
hipofise e esta relacionada com a liberacdo de horménios desta glandula, como por
exemplo a prolactina. A alteracdo desta via também é relacionada com efeitos
colaterais de farmacos antipsicéticos como a galactorréia (producédo de leite), e

amenorréia (pausa da mestruacao), além de disturbios sexuais.

VIAS DOPAMINERGICAS

1- Substincia negra

2- Area tegmental ventral
3- Amigdala

4- Nicleo accumbens

5- Estriado

6- Cortex frontal

@ Via dopaminérgica nigro-estriatal

@ Via dopaminérgica tuberoinfundibular
« Via dopaminérgica mesocortical

« Via dopaminérgica mesolimbica

Fig 4. Vias dopaminérgicas e areas do cérebro envolvidas (Fonte: USP — curso

neurotransmissao).

1.4.1.1. Relagédo entre oxido nitrico e dopamina:

O oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa simples, presente no ar
atmosférico em pequenas quantidades. Como apresenta em sua constituicdo um
elétron livre, ou seja, € um radical livre, se torna téxico e altamente reativo. A meia
vida do NO é curta, cerca de 10 segundos, devido a sua instabilidade elétrica e em
consequUéncia, ele apresenta oxidacdo rapida, se tornando nitrito quando diluido
(Green et.al., 1981). Os primeiros pesquisadores a identificar a atividade do NO
foram Furchgott e Zawadzki (1980), que identificaram sua atividade de relaxante de
vasos sanguineos em tecidos periférico. Posteriormente se verificou a existéncia do
NO também em tecido cerebral (Snyder e Bredt, 1992). A populacdo de neurbnios
gue apresentam um componente nitrinérgico, ou seja, 0s neurbnios que apresentam

7z

a nNOS (6xido nitrico sintase neuronal), € relativamente pequena quando
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comparada a outras populagbes: cerca de somente 1%; porém pela alta
concentracdo de ramificagbes desses neurOnios eles conseguem suprir toda a
necessidade de NO no SNC .

O Oxido nitrico € um gas que apresenta uma funcdo dupla no SNC: ele € um
neurotransmissor atipico (ou seja, ele ndo apresenta o0 padrdo tipico de
neurotransmissor, ndo sendo armazenado em vesiculas e sendo sintetizado
rapidamente nos neurdnios de acordo com a demanda no sistema) e, por ser um
gas, ele se difunde atravessando a membrana da célula precursora e assim
atingindo os mais variados alvos e também atua como neuromodulador de outros
neurotramissores, como por exemplo, a dopamina (Bredt et.al., 1991; Brenman e
Bredt, 1996). Entre as atividades do Oxido nitrico podem ser citadas a ativacédo do
GMPc e com isso a ativacdo de proteina quinase e consequente fosforizacado de
proteinas. Além desta atividade, o 6xido nitrico também pode ser relacionado a
modulacdo de neurotransmissores, como a dopamina, por exemplo, uma vez que
ele atua inibindo a recaptacdo desta e aumentando o tempo de permanéncia da
dopamina na fenda sinaptica o que resulta em um maior tempo de atividade desta.
Além destas atividades ja citadas o oxido nitrico também tem sido relacionado ao
estresse oxidativo e uma atividade neurotoxica no SNC (Salum et.al., 2008;
Calabrese et.al., 2007; Barreto e Correia, 2005).

A sintese do Oxido nitrico € dependente da ativacéo dos receptores NMDA (N-
Metil-D-Aspartato), e por isso ha uma correlacdo entre ativacdo do sistema
glutamatérgico e a dopamina, uma vez que esta tem sua atividade modulada por
oxido nitrico. O processo de sintese se d& através do aumento de calcio intracelular
que € dependente do influxo de célcio apds a abertura dos canais do receptor NMDA
(Gally et.al., 1990); para a ativagdo do receptor NMDA € necessaria primeiramente a
estimulacdo do receptor glutamatérgico AMPA (&cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxalona propionato) que produz uma despolarizacdo da membrana gracas ao
influxo de sodio; a ocorréncia desta despolarizacdo concomitantemente a ligacdo do
glutamato e da glicina ao receptor NMDA, permite que 0 magnésio saia do poro do
canal NMDA e assim ocorra sua abertura (Platenik et.al., 2000; MacDermott et.al.,
1986). Embora existam varias outras vias que possibilitariam o aumento do célcio
intracelular, somente a via dependente do receptor NMDA é efetiva para ativacao da
enzima nNOS, uma vez que esta se encontra ligada fisicamente ao receptor atravées

da proteina PSD-95 (Brenman et.al., 1996). Apos o influxo de calcio, este se liga a
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calmodulina formando o complexo calcio-calmodulina quinase Il (CaMKII) que ira ativar
a nNOS (hemeproteina da familia do citocromo P-450 like). A ativacdo do nNOS leva a
transformacéo de L-arginina em oOxido nitrico e L-citrulina (Fig.5). A L-arginina € um
aminoacido semi-essencial produzido no organismo, porém em quantidade insuficiente
para todas necessidades e a sua sintese se d& a partir da citrulina nos tabulos renais
(Snyder e Bredt, 1992). A via classica de sintese do NO se inicia com a converséo de L-
arginina em NC®-hidroxi-L-arginina pela acdo do NADPH (nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fostato-hidrogénio) e célcio e posterior transformacdo da N®-hidroxi-L-

arginina em o6xido nitrico e L-citrulina pelo NADPH e O, (Palmer et.al., 1987).

+
ca ~
‘ N\
Nz NH
E
HNT “CooH
L-arginine
HN____N-OH
o
L-hydroxyarginine
NO- ‘\_7 HN” CooH
Hﬁ\fﬂ
L-citrulline N
\ HN" coon J

Fig.5 . Sintese do 6xido nitrico a partir da L-arginina. Ativagdo da nNOS e producéo de
NO e citrulina a partir da L-arginina com substrato energético de NADPH (Fonte:
Garthwaite (1993)).

Os efeitos citotoxicos do NO s&o decorrentes de sua capacidade de promover
nitracdo de diferentes substancias, como lipidios de membrana, proteinas, acucares
e DNA (Radi et.al., 1991a e b; Beckman et.al., 1990; Castro et.al., 1994), levando a
desestabilizacdo da estrutura e posterior degradacdo. Além disso, o0 NO também
reage com o superéxido (O3), formando espécies mais reativas deste, o peroxinitrito
(ONOOQ)), relacionado com a morte celular induzida por NO e espécies nitrosil-
metélicos, decorrentes da acdo do NO em proteinas que contém metais de transicao,
como a hemoglobina e a citocromo oxidase (McCleverty, 1979; Dawson et.al., 1993).

Varios estudos tém corroborado a modulacdo da liberacdo e da recaptagéo tanto
de dopamina quanto de glutamato pelo NO, sendo estes dois neurotransmissores
comprovadamente envolvidos com a neuropatologia da psicose. Portanto o NO se torna

um alvo promissor para o estudo de novos farmacos com atividade antipsicoética (Kiss e
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Vizi, 2001; West, Galloway e Grace, 2002; Rocchitta et.al., 2005). De fato, varios

estudos de atividade antipsicotica em modelos animais tém sido feitos com substancias
gue inibem a atividade da nNOS, como por exemplo o 7-NI (inibidor especifico) e o L-
NAME (inibidor inespecifico) e os resultados vém corroborando com uma possivel
atividade antipsicotica através da inibicdo do NO (Wiley, 1998; West et.al., 2002;
Salum et.al., 2008; Issy et.al., 2009; Geyer e Ellembroek, 2003). Outros trabalhos
também corroboram a teoria do envolvimento do NO em quadros de psicose, pois
alguns estudos post-mortem revelaram alteracdo na populagdo de neurdnios com
componente nitrinérgico em cérebros de esquizofrénicos, mostrando nestes a
existéncia de uma hiperfuncionalidade na via mesolimbica e uma hipofuncionalidade
na mesocortical, 0 que explicaria os sintomas positivos e negativos do quadro de
psicose (Akbarian et.al., 1993; Garcia-Rill et.al., 1995).

1.4.2. Relacéo PKC e psicose:

A proteina quinase C (PKC) é na verdade um grupo de enzimas que
apresentam em comum a ativacdo dependente de calcio e fosfolipidios e se
encontram em grande quantidade no cérebro, tendo por funcédo neste a regulacdo da
excitabilidade neuronal, liberacdo de neurotransmissores, expressao génica e
plasticidade sinaptica (Nishizuka 1986, 1988). A ativacdo de PKC pode aumentar a
liberagcédo de neurotransmissores por mecanismos como 0 aumento na atividade dos
canais de Ca", a inibicéo dos canais de K", alteraces na maquinaria de exocitose,
aumento no pool de vesiculas prontas, ou aumentando a sensibilidade ao Ca** da
maquinaria de liberagcdo (Giordano et.al., 2005; Jung et.al., 2005). Particularmente
em relacéo a liberacdo de glutamato, além da atividade de PKC e PKA aumentarem
a liberacdo deste, também atuam inibindo as vias GABAérgicas inibitorias,
aumentando assim a atividade glutamatérgica (Sigel, 1995). Esse grupo de enzimas
desempenha um papel importante na homeostase de receptores de monoaminas
(al, 5-HT2A e 2C), colinérgicos (M1, M3 e M5), para vasopressina e substancia P.
Além desta atividade na homeostase destes sistemas, estudos também tém
mostrando uma relacao entre a PKC e a produgédo do NO, uma vez receptores que
NMDA podem ser modulados através de fosforilagdo/defosforilacdo por enzimas
como a PKC (Gerber et.al., 1989; Chen e Huang, 1992), a PKA (Raman et.al., 1996)
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e a CaMKIl (Omkumar et.al., 1996). Estas quinases entdo atuariam fosforilando o
NMDAR e aumentam sua atividade e consequentemente a producéo de NO.

A ativacdo da PKC é dependente de proteina G (excitatoria do tipo Gq). A
ativacdo da Gq fara com o que a PLC (fosfolipase C) clive PIP, (fosfatidilinositol) em
IP3 (inositol trifosfato) e DAG (diacilglicerol), que por sua vez irdo respectivamente
aumentar o calcio intracelular e ativar a PKC. A ativacdo da PKC por DAG
aumentara sua afinidade Ca®* e pelos fosfolipideos de membrana (Berridge et.al.,
1982) e fara com que esta se transloque do citosol para a membrana (Weiss et.al.,
1989). Outras duas vias possiveis de ativacdo da PKC sao por proteinas tirosina-
quinase e por IP3-K (fosfoinositol 3 quinase), que esta relacionada com a clivagem e
formacao de PIP, a partir do mio-inositol (Serova et.al., 2006). A familia das PKCs é
um grande grupo de proteinas cuja estrutura € relacionada, mas que apresentam
porém padrdo de efeito enzimatico bem distinto. As PKCs séo divididas em trés
grupos: convencionais (cPKC: a, BI, BIl e y), novas (nPKC: d,e,n e 0) e atipicas
(@aPKC: A e ) (Hahn e Friedman, 1999), entre estes subtipos sempre havera quatro
regides conservadas (C1-C4) e cinco regides variaveis (V1-V5) e é na regiao
conservada Cl1 que havera a ligagdo do DAG para ativacdo da proteina e o
ancoramento desta na membrana.

Estudos tém mostrado alteracdo na PKC nos pacientes bipolares, sendo
observado, em plaquetas, um aumento da translocagdo desta do citosol para a
membrana (Hanh et.al. 2005). Além disso, em estudos post-mortem de pacientes
bipolares, foi observado um aumento da PKC ativa na area do cortex frontal (Wang e
Friedman 1996). Interessante notar que substancias psicoestimulantes, que podem
levar a um quadro de mania em pessoas susceptiveis, apresentam como um dos
alvos de acao a ativacédo da PKC. Nos estudos feitos sobre com pacientes bipolares
na fase maniaca e aumento de PKC, foi observada a diminuicdo desta apds
tratamento com estabilizadores de humor (Hanh et.al. 2005).

Estudos mostram que farmacos estabilizadores de humor, como o litio e 0
valproato, atuam nos subtipos a e € da PKC, inativando-o0s. Embora estes atuem em
sitios diferentes, o padréo de acdo destes estabilizadores parece ser, a0 menos em
parte, devido a diminuicdo da ativacdo da PKC, tendo sido ainda demonstrada uma
a acao destes farmacos nos substratos de formacdo da PKC, como, por exemplo, a
MARKS (Myristoylated alanine-rich C kinase substrate) (Hahn e Friedman, 1999;
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Manji e Lenox, 1999; Manji e Chen, 2002; Watson e Lenox, 1996). Uma acéo nestes
subtipos da enzima também foi observada em um estudo feito com o haloperidol
(farmaco antipsicotico), tornando entdo possivel uma correlacdo entre a modulagéo
da PKC e melhora de pacientes com quadro de psicose (Manji et.al.,1996). Por
altimo, um novo farmaco introduzido no mercado, o tamoxifeno, cuja atividade no
guadro de mania do transtorno bipolar foi documentada tanto em modelos animais
quanto em humanos (Sabione et.al., 2008; Yildiz et.al., 2008), apresenta como
mecanismo de acado a diminuicdo da atividade da PKC. O tamoxifeno também se
mostrou util no controle dos sintomas psicéticos em pacientes bipolares (Kulkarni
et.al.,, 2006; Yildiz et.al., 2008), corroborando a teoria de que a PKC pode ter

atividade sobre o quadro de psicose.

1.4.3. Via glutamatérgica:

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do SNC, estando
envolvido no desenvolvimento e sobrevivéncia neuronal; em funcdes cerebrais
vinculadas a aprendizagem e memodria; sendo também relacionado a mediacéo de
comunicacdo intercelular, plasticidade, crescimento e diferenciagdo neuronal
(Izquierdo 1989; Meldrum, 2000; Aarts e Tymianski, 2003). Os receptores
glutamatérgicos podem ser de dois tipos, os metabotrépicos (familias | a Ill) e os
ionotropicos (chamados de ativacéo rapida, que sédo os receptores NMDA, AMPA e
Kainato). Os receptores metabotrépicos sao dependentes de proteina G, apds sua
ativacao eles irdo ativar mecanismos de segundo mensageiros, a saber AMPc (tipo
Il e Ill) ou PCL (tipo 1), dependendo do subtipo de receptor metabotropico ativado
(Swanson et.al., 2005; Ahmadian et.al., 2004).

Uma das fungBes do sistema glutamatérgico seria o controle da liberagcéo de
dopamina, mas na verdade o que ocorreria seria uma co-modulacao entre os dois
sistemas. De acordo com esta proposta as projecdes que saem da VTA teriam a
liberacdo de neurotransmissor estimulada por atividade glutamatérgica e inibida por
atividade GABAérgica (Jentsch e Roth, 1999), sendo que em individuos normais,
esses dois sistemas de controle sdo equilibrados, ou seja, um é capaz de inibir o
outro (Fig.6). Em pacientes psicoticos ocorreria uma hipo-atividade do glutamato e
hiper-atividade GABAérgica na via mesolimbica e o oposto na via mesocortical,

sendo que estes achados foram corroborados com achados de estudos post-mortem
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de expressao de mRNA (Lewis et.al., 2005; Harrison et.al., 2003). Ao mesmo tempo
em que os neurdnios dopaminérgicos sédo controlados pela atividade dos receptores
NMDA (que estariam relacionados a atividade glutamatérgica e a estimulacdo de
producéo e liberacdo de NO) estes seriam modulados pela atividade da dopamina,
uma vez que a estimulagdo de receptores D, inibiria a atividade dos receptores
NMDA e a estimulacdo de D; teria o efeito oposto (Cepeda e Levine, 1998; Abi-
Dargham e Laruelle, 2005). Ainda nesta linha de co-modulacdo de dopamina-
glutamato (ou glutamato-dopamina), pesquisadores como Jentsch e Roth (1999)
postulam que as alteracdes dopaminérgicas que ocorrem na psicose sao na verdade
uma conseqiéncia de uma alteracao base, que € a glutamatérgica, surgindo assim a
hipotese glutamatérgica da esquizofrenia. Esta teoria glutamatérgica é corroborada
por estudos de pesquisadores como Javitt e Zukin (1991), Krystal e colaboradores
(1994) e Lahti e colaboradores (1995), que relacionam o uso de antagonistas do
receptor NMDA, como o PCP e a quetamina, e a inducdo de sintomas psicoticos
tanto negativos quanto positivos.
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Fig. 6 — Sistema de estimulagdo e inibicdo dopaminérgica via glutamato e GABA.
Projecdes glutamatérgicas corticais (excitatérias) ativam as vias dopaminérgicas na area
tegmental ventral. A dopamina atua inibindo o estriado ventral e este o talamo, estrutura
gue transmite as informagfes sensoriais para 0 cortex. Se um excesso da transmissao
talamo-cortical ocorrer, devido a diminuigdo da atividade glutamatérgica e aumento da
funcdo dopaminérgica (desinibicdo da via dopaminérgica mesolimbica), sintomas
positivos podem aparecer. (Sinal + indica sinapses excitatérias e sinal — sinapses
inibitérias. DA- dopamina; glu- glutamato e GABA- acido gama-aminobutirico.) (Fonte:

USP — curso neurotransmissao)
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Por dltimo é importante também citar a atividade excitotoxica do glutamato,
gue é decorrente do influxo excessivo de ions sdodio e calcio na célula pés-sinaptica
e consequiente dano a sua funcdo, levando & morte celular (Lynch et.al., 2002;
Waring et.al., 2005). A morte celular nesse caso € decorrente, principalmente, do
influxo excessivo de calcio em consequéncia da estimulacdo glutamatérgica
excessiva dos receptores NMDA; com o influxo exacerbado de célcio ha sobrecarga
dos mecanismos reguladores de ions na célula, como os desempenhados pela
mitocondria, que mantém a concentracdo de calcio intracelular baixa. A
consequéncia desta desregulacdo € uma ativacdo de diversos processos
dependentes de calcio, como o aumento da atividade de proteases, lipases,
fosfatases e endonucleases que medeiam a morte celular (Arundine et.al., 2003;
Hynd et.al., 2004). A toxicidade glutamatérgica tem sido diretamente relacionada a
uma maior expressao de PKCe no cérebro e de acordo com os estudos de Jung e
colaboradores (2005), a inibicdo desta isoforma da PKC levaria a uma

neuroprotecao da excitotoxidade mediada por estimulacdo exagerada por glutamato.

1.5. Tratamento:

A histdria da utilizacdo de antipsicéticos na clinica teve inicio em 1952 (Delay
etal, 1952), com a introdugdo do primeiro antipsicético, a clorpromazina
(AMPLICTIL, LARGACTIL), pelo médico francés Henri Laborit. Foi com este marco
da historia da psiquiatria que houve uma revolugdo no tratamento dos pacientes que
apresentavam quadro psicoético agudo (Esquizofrenia, Fase Maniaca do transtorno
bipolar e Psicoses Orgéanicas) e em decorréncia deste, até este momento, eram
obrigados a viver nos chamados hospicios, longe do convivio familiar e social. A
partir deste momento, varios outros farmacos foram testados, seu potencial
terapéutico estabelecido e em pouco mais de duas décadas ja se encontravam no
mercado dezenas de farmacos para o tratamento dos quadros de psicose. Porém,
ao mesmo tempo em que Se aumentavam 0 numero de novos farmacos, os
tratamentos comegam a mostrar seus efeitos colaterais, tanto os de curto quanto de
longo prazo, o que inviabilizava muitos dos farmacos tidos como candidatos ao uso
clinico para tratamento da psicose (Novick et.al., 2009; Fleischhacker, 1995). Este
quadro ocorre até hoje e nos encontramos em uma situacdo onde, apesar dos

muitos farmacos existentes, em decorréncia dos efeitos colaterais ou da néo
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responsividade do paciente ao tratamento, se torna necessaria a constante pesquisa
em busca de farmacos mais efetivos e que apresentem efeitos adversos mais
brandos.

A busca por novos agentes antipsicoéticos se deu principalmente na pesquisa
de substancias que fossem capazes de diminuir 0s sintomas positivos da psicose,
tratar os efeitos negativos e que apresentassem a menor quantidade possivel de
efeitos colaterais, como o SEP (Fleischhacker, 1995). A primeira substancia que
apresentava este perfil, foi a clozapina, sintetizada pela primeira vez em 1958,
porém sé comercializada a partir da década de 70 (Meyer e Simpsom, 1997), sendo
0 mérito de tal descoberta de John Kane, responséavel pela introducdo da clozapina
na clinica. Posteriormente, na década de noventa, varios agentes antipsicoéticos
atipicos foram colocados em mercado (Lieberman, 1993). Entretanto o0s
antipsicoticos atipicos também apresentam efeitos adversos significativos como

distarbios metabdlicos importantes, o que faz limitado o seu emprego.

1.5.1 Antipsicaticos tipicos:

Os representantes da classe de antipsicoticos tipicos sdo farmacos como o
haloperidol, clorpromazina, flufenazina, tioridazina, flupentixol e loxapina (Goodman
et.al., 2006). Estes antipsicoticos classicos tém por representantes substancias
como fenotiazinas (clorpromazina, flufenazina, prefenazina, tioridazina e
trifluoropenazina), butirofenonas (haloperidol) e tioxantenos (tioxeno).

O primeiro antipsicético utilizado, a clorpromazina, atua bloqueando os
receptores pos-sinapticos dopaminérgicos no cérebro, sendo que em maior ou
menor grau, todos 0s antipsicoéticos tipicos atuam bloqueando 0s receptores
dopaminérgicos nas quatro vias dopaminérgicas existentes (nigro-estriatal, tubero-
infundibular, mesolimbica e mesocortical). Seus efeitos extrapiramidais s&o
vinculados a via nigro-estriatal; a elevagcdo da prolactina e outros efeitos
neuroendocrinos a sua ac¢do na via tubero-infundibular, e efeitos antipsicoticos e
eventuais efeitos adversos cognitivos ao bloqueio mesolimbico e mesocortical,
respectivamente (Wise, 2004).

As fenotiazinas, das quais a clorpromazina foi o prototipo, tém uma estrutura
com trés anéis na qual a cadeia lateral ligada ao N do anel tiazina (médio) explica as
variacfes entre 0S compostos e a sua estrutura basica, que imita a estrutura quimica

da dopamina, permitindo sua ag¢do nos receptores dopaminérgicos (Fig.7). Em
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termos farmacoldgicos, o pico plasmatico destes farmacos se da4 em média entre 2 e
4 horas apoés a administracdo e o tempo de meia vida dos farmacos fenotiazinicas é
bastante variavel, sendo entre 16 e 78 horas; elas sofrem forte metabolismo
hepatico, o que faz com que sejam necessarias grandes doses quando administrado
via oral (Frota, 2003; Buschmann et.al., 2007).
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Fig. 7: Similaridade quimica das estruturas fenotiazinicas com efeito antipsicotico (Fonte:
Frota (2003)).

Cl

Em relacdo aos compostos tioxantenos, estes apresentam grande
similaridade com as fenotiazinas, sendo a diferenca basica é a substituicdo do anel
fenotiazinico por um anel tioxanténico (Fig.8). Apresentam metabolismo hepatico e
meia-vida entre 10 e 20 horas e pico plasmatico de aproximadamente 210 minutos.
A introducéo destes compostos e os estudos de sua capacidade antipsicotica se deu
pelos estudos da equipe de Povl Viggo Petersen na Dimanarca na década de 60
(Frota, 2003; Buschmann et.al., 2007; Goodman et.al., 2006). Como no caso das
fenotiazinas, somente os isbmeros de conformacéo cis dos tioxantenos apresentam
atividade antipsicética, pois somente estes conseguem se ligar ao receptor

dopaminérgico e assim produzir acdo (Carlsson et.al., 1976).
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Fig.8 — Estrutura basica de um tioxanteno (Fonte: Frota (2003)).
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Em relacdo as butirofenonas, o principal representante € o haloperidol, um
dos farmacos mais usados no mundo para o tratamento dos sintomas psicéticos, e
que apresenta acao sobre os receptores dopaminérgicos até 50 vezes mais intensa
gue a clorpromazina (Buschmann et.al.,, 2007). As butirofenonas ndo apresentam
relacdo estrutural com os outros dois representantes dos antipsicoticos triciclicos,
porém, apesar de tal diferenca, estes também apresentam atividade antipsicética. O
processo de sintese destes compostos foram chefiadas pelo pesquisador Paul
Jansen, que observou que substancias sintetizadas em seu laboratério
apresentaram efeito depressor do sistema nervoso central. A substancia base desta
pesquisa foi 0 descongestionante das vias aéreas conhecido como isopramina, cuja

estrutura foi sendo alterada até chegar a composicéao do haloperidol (Fig.9).
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Fig.9 — Composto base que originou a primeira butirofenona, o composto R1187, que

posteriormente deu origem ao haloperidol (Fonte: adaptado de Frota (2003)).

As butirofenonas apresentam meia vida de aproximadamente 18 horas, tendo
boa absorcdo por via oral, com biodisponibilidade de cerca de 70% e alta taxa de
ligacdo a proteinas plasmaticas (Buschmann et.al., 2007; Goodman et.al., 2006); o
pico plasmatico destas se da em torno de 4 a 6 horas quando administrado via oral e
de 30 minutos quando aplicado via intramuscular.

A acdo dos antipsicaticos tipicos € determinada principalmente por sua acao
sobre o0s receptores dopaminérgicos do tipo D, entretanto, estes também
apresentam, em menor grau, uma acao anticolinérgica, que € responsavel por
alguns dos efeitos colaterais (Stahl, 2002). Dentre os efeitos do bloqueio colinérgico
muscarinico, temos turvacdo da visdo, aumento da pressao intra-ocular, boca e
olhos secos, constipacdo e retencdo urinaria; também pode ocorrer efeito
antagonista nos receptores adrenérgicos al, promovendo sonoléncia, tontura e
diminuicdo da presséo arterial (Kaplan, Sadock e Grebb, 1997). Detalhe interessante

€ que quanto maior a atividade muscarinica do antipsicético, menos ele provoca
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SEP, e guando menor o efeitos anticolinérgicos, mais ele provocara SEP.

O efeito dos antipsicéticos no sistema dopaminérgico e dependente da dose
empregada. Tal efeito poder ser tanto pré quanto pos sinaptico, mas € o pos
sinaptico o determinante da ac&do antipsicotica, porém em doses elevadas tais
farmacos podem acabar por atuar em receptores pré-sinapticos também. O efeito
antipsicotico é decorrente do bloqueio dopaminérgico na via mesolimbica, esse
bloqueio tem o efeito de reduzir a hiperatividade em tal via, que € considerada a
causadora dos sintomas positivos da psicose (Gama et.al., 2003).

O maior problema dos antipsicoticos tipicos é que eles exercem seu efeito de
bloqueio dopaminérgico em todas as vias dopaminérgicas. O blogueio na via
mesocortical, por exemplo, leva a uma piora dos sintomas negativos da psicose,
como um aumento no embotamento emocional e nos déficits cognitivos (Stahl,
2002).

Por sua vez, o blogueio da via tubero-infundibular leva a quadros como
galactorréia e amenorréia (por aumento da prolactina plasmatica), por diminuirem a
atividade dopaminérgica que por sua vez controla a atividade de liberacdo de
hormdnios pela hipdéfise (Kane, 2001). E a acdo anti-histaminica, nos receptores Hy,
destes farmacos leva ao ganho de peso (Goodman et.al., 2006).

Por ultimo, a inibicdo dopaminérgica da via nigroestriatal, via envolvida no
controle motor, leva a perturbacdes motoras e um quadro de efeitos similares aos
observados pela deplecdo de dopamina na doenca de Parkinson, ou seja,
desenvolvimento de efeitos extrapiramidais efeito conhecido como parkinsonismo
induzido por droga (Burt et.al., 1977; Frederico et.al., 2008). Quando o bloqueio
dopaminérgico na via nigroestriatal se prolonga por muito tempo, pode levar ao
desenvolvimento da discinesia tardia, que é um distarbio de movimento
hipercinético; no quadro de discinesia tardia, 0 paciente apresenta movimentos
faciais e da lingua, como mastigagdo constante, protrusdo da lingua, caretas, assim
como movimentos dos membros, que podem parecer rapidos, abruptos ou
coreiformes. Acredita-se que a discinesia tardia € decorrente da longa inibicao
dopaminérgica nesta via, que acaba levando a uma hipersensibilidade dos
receptores dopaminérgicos, que ficardo supra-regulados, talvez na tentativa de
superar o bloqueio induzido pelo farmaco (Stahl, 2002). Outros efeitos colaterais sé&o
a acatisia (que € uma sindrome caracterizada por um quadro de ansiedade, uma

incapacidade de relaxar, o paciente fica se movimentando de um lado para outro,
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apresentando uma necessidade de constante movimento) (Goodman et.al., 2006;
Frederico et.al., 2008), e a distonia aguda (caracterizada por espasmos involuntarios
dos musculos, principalmente em troncos e membros e levando o paciente a adotar

posturas bizarras) (Kang et.al. 1988).

1.5.2 Antipsicoticos atipicos:

Os antipsicoticos tidos como atipicos que apresentam maior utilizacdo hoje
em dia sdo a clozapina, a risperidona, a olanzapina, a quetiapina e a ziprasidona,
porém existem outros agentes que sdo considerados como apresentando um padrao
de atividade atipico, como o sertindol, a asenapina e paliperidona (Elkis e Louza,
2007). Estes farmacos apresentam como vantagem a ndo apresentacao de efeitos
motores (efeitos extrapiramidais, a menos que em doses muito altas), além de
demonstraram maior eficacia no tratamento dos sintomas negativos, dos distarbios
cognitivos e dos sintomas depressivos, ou seja, apresentam um maior espectro de
acao que os antipsicoticos de primeira geracdo ou tipicos (Moéller, 2000). Porém,
apresentam outros efeitos colaterais como o ganho de peso, distarbio de
metabolismo de lipidios e de utilizagdo de glicose, além de, no caso da clozapina,
haver o risco do desenvolvimento de agranulocitose, e em consequencia de tal risco,
a necessidade de acompanhamento hematoldgico constante (Bushe e Holt, 2004).

Os atipicos apresentam um padrédo diferenciado de acdo em relacdo aos
antipsicoticos tipicos, que se deve ao fato de os antipsicéticos atipicos agirem tanto
em receptores dopaminérgicos quanto serotoninérgicos, (D, e 5-HTy,
especificamente). E sabido que estes receptores apresentam uma relacdo de
modulacdo, ou seja, a liberacdo de dopamina é mediada em parte pela acdo da
serotonina e vice-versa (Meltzer et.al., 2003). Neste padrdo de modulacdo, o
aumento da serotonina levaria a uma diminuicao da liberacdo de dopamina, sendo
que esta modulacdo se deve ao fato da presenca de receptores serotoninérgicos
inibitérios tanto no corpo celulares quanto nos axénios dopaminérgicos terminais
(Stahl, 2002). Outra teoria existente é a de que os farmacos atipicos teriam uma
menor especificidade pelos receptores D, quanto comparado aos tipicos, ocorrendo
entdo uma mais rapida dissociacao destes e, com isso, quando menor a quantidade
de receptores na area, menor seria o efeito do antagonismo dopaminérgico nesta

area (Kapur e Seeman, 2000; 2001). Um fator importante de se ressaltar € que, o
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grupo de antipsicéticos atipicos apresenta, além destas caracteristicas citadas
acima, uma gama de outras acfes, ou seja, 0 que os define enquanto grupo é a
presenca de acdo sobre os receptores D, e 5-HT,5 porém estas ndo sdo suas
Gnicas acbes. Exemplos de outros alvos destes farmacos sdo 0s receptores
histaminicos H; (em que a clozapina, olanzapina, quetiapina, zotepina e loxapina
agem), adrenérgicos al (em que a clozapina, risperidona, olanzapina, quetiapina e
ziprazidona agem) e a2 (em que clozapina, risipiridona e quetiapina agem) que séo
alvos da maioria desses farmacos e outros receptores mais especificos em que
apenas alguns deles como o dopaminérgico D; e Ds(em que somente clozapina e
olanzapina atuam) (Stahl, 2002).

A importante caracteristica de ndo causar efeitos extrapiramidais destas
substancias se deve ao fato delas atuarem de maneira seletiva nas quatro vias
dopaminérgicas, 0 que ocorreria em consequéncia do padrdo de concentragdo de
receptores serotoninérgicos versus dopaminérgicos em cada via. Assim, na via
mesolimbica, onde ocorre uma maior concentracdo de receptores dopaminérgicos
que serotoninérgicos, havera inibicdo da liberacdo de dopamina, porque o
antipsicotico se ligard preferencialmente a receptores dopaminérgicos. Em
consequéncia disto, havera uma maior liberacdo de serotonina, que por si s6 atuara
na inibicdo da liberagdo de dopamina, mas que porém nao € suficiente para reverter
a liberacéo de DA por si s6; mas a ligacdo do farmaco ao receptor D, em si, por este
ser um antagonista competitivo do tipo reversivel, é eficiente no bloqueio da
hiperatividade dopaminérgica e controle dos sintomas positivos (Agid et.al., 2008;
Stahl, 2002; Meltzer, 1991).

Em relacdo as vias mesocortical, nigroestriatal e tubero-infundibular por sua
vez, COMO nestas ocorre uma maior expressdo de receptores serotoninérgicos, o
bloqueio seria oposto, ou seja, haveria mais blogueio serotoninérgico que
dopaminérgico. Assim a serotonina ndo agiria inibindo a liberacdo de dopamina e em
soma haveria uma ocupacdo bem menor dos receptores dopaminérgicos pelo
farmaco, assim sendo, haveria restabelecimento da concentracdo normal de
dopamina nestas areas (Stahl, 2002; Goodman et.al., 2006; Agid et.al., 2008). O
aumento da dopamina na via mesocortical seria o0 responsavel pela melhora dos
sintomas negativos da esquizofrenia. Além disto, na via nigroestriatal ndo haveriam
0s sintomas colaterais relacionados com o controle motor (como acatisia e discinesia

tardia, por exemplo), e na via tubero-infundibular, haveria restabelecimento do



35

controle dopaminérgico sobre a liberagcdo da prolactina e em consequéncia o
paciente ndo apresentaria quadros como galactorréia e amenorréia (Stahl, 2002;
Burns, 2001; Goodman et.al., 2006).

O primeiro antipsicético atipico a ser langcado no mercado foi a clozapina, ela
foi lancada em 1960 e a sua utilizacdo foi grandemente difundida, até que em 1970,
por causa das relativamente altas taxas de morte em decorréncia de seu uso,
estudos realizados estabeleceram o0 que com o0 uso desta ha risco de
desenvolvimento da agranulocitose (patologia sanglinea que se caracteriza por
reducdo ou auséncia de leucocitos granulosos, a saber, neutrofilos, basofilos e
eosindfilos, o que consequientemente leva a uma maior suscetibilidade de quadro
infeccioso), o que é um fatal. Poréem este farmaco néo foi tirado do mercado e a
observacdo desua maior eficacia em pacientes esquizofrénicos refratarios aos
outros antipsicoticos, reavivou o interesse pela clozapina. A clozapina é o
antipsicotico com o perfil farmacoldgico mais complexo e a op¢cdo mais viavel para
0s pacientes refratarios a outros farmacos, que para seu uso devem ter
hemogramas monitorados semanalmente (Buchanan, 1995; Haddad e Sharma,
2007). Posteriormente a este farmaco, outros foram langados com o mesmo padrao
atipico de atuacdo, que embora ndo tdo efetivos quando a clozapina (mesmo a
olanzapina, cuja estrutura quimica é relacionada a da clozapina), ndo apresentam o

risco de desenvolvimento de quadro de agranulocitose.

1.6.Modelos animais para estudo de farmacos antipsicoticos:

Apesar de todos 0s progressos que a ciéncia tem alcancado para o estudo do
cérebro humano em funcionamento, utilizando ferramentas como a ressonancia
magnética, por exemplo, e outros métodos de imagiamento cerebral, ainda estamos
muito aquém de conseguirmos com tais técnicas compreender 0s processos de
funcionamento cerebral e as alteracbes que levam as patologias. Doencas
psiquiatricas atingem uma parcela consideravel da populacéo e trazem aos afetados
grande perda na qualidade de vida e na capacidade de interacdo social (Kessler
et.al.,2005), entdo se torna necessario a criagcdo de métodos alternativos e eficazes
para melhor tentar enteder os mecanismos fisioldgicos e moleculares que permeiam
tais patologias (Markou et.al.,2009).

Infelizmente os modelos animais utilizados hoje em dia tropecam em
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problemas como baixa validade preditiva e capacidade de extrapolagdo para
humanos (Markou et.al.,2009). Os modelos existentes hoje conseguem fazer uma
avaliacdo inicial da acdo das substancias com possivel atividade antipsicotica,
estabelecendo atravées da comparacdo com o padrdo exibido por drogas
antipsicoticas clinicamente eficazes, se a nova substancia terd potencial para atuar
tanto nos sintomas positivos quanto negativos da psicose. Além disso, existem
testes capazes de estabelecer se a substancia em questdo levara ou nao a
precipitacdo de efeitos extrapiramidais. Os modelos podem ser empregados no
intuito de avaliar tanto a atividade do sistema dopaminérgico quando glutamatérgico,
bastando para isso alterar o sistema que sera estimulado para levar a alteracéo
comportamental que mimetize algum comportamento tipico de psicose (Salgado
et.al., 2006; Porsolt et.al., 2010).

Primeiramente abordando dos sintomas positivos da esquizofrenia, conseguir
reproduzir comportamentos como alucinacdes e delirios em modelos animais seria
impossivel, portanto para a avaliagdo dos sintomas positivos o0 que normalmente se
utiliza sdo modelos de agitacdo motora, tipica em quadro de psicose (Geyer e
Ellenbroek, 2003). Os modelos mais utilizados para indicativo de agcédo de droga em
sintoma positivo sdo os de estereotipia e hiperlocomoc¢ao, sendo que ambas podem
ser estimuladas por agonistas dopaminérgicos como a anfetamina e a apomorfina,
variando para tanto somente a dose, pois para a estimulacdo de estereotipia é
necessaria uma dose maior da substancia. Substancias que apresentem um padrao
de atividade antipsicética irdo inibir o comportamento estereotipado (decorrente da
superestimulacéo de receptores D, no estriado) ou a hiperlocomocao (estimulada
pela ativagdo de receptor D, no nacleo accumbens) (Costall et.al., 1982). A resposta
gue sera obtida sera somente relacionavel a capacidade do farmaco de reverter a
estimulacdo dopaminérgica. Outro teste também utilizado para avaliagdo de
sintomas positivos € o de climbing induzido por apomorfina, onde se avalia a
hiperatividade manifestada por ato constante de escalada do animal; assim sendo, 0
bloqueio do climbing seria tido como indicativo de atividade antipsicotica de
substancia. Tem sido proposto que, qualquer substancia com acgdo antipsicética
seria capaz de inibir a hiperlocomocédo, porém aquelas com um padrdo de acéo
similar & dos antipsicoticos tipicos seriam mais ativas no teste de estereotipia do que
as com padrdo de resposta similar a dos antipsicoticos atipicos, pois 0s

antipsicaoticos tipicos apresentam efeito ndo seletivo sobre as vias dopaminérgicas e
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portanto mais perceptivel que os atipicos que terdo uma maior atuacdo somente de
bloqueio dopaminérgico no sistema mesolimbico (O’'Neill e Shaw, 1999; Leite et.al.,
2008). Estudos também tém empregado o bloqueio glutamatérgico de receptores do
tipo NMDA para mimetizar a hiperatividade que ocorre em quadros de psicose. Os
resultados do bloqueio dos receptores NMDA com substancias como guetamina e
dizocilpina (Coyle et.al., 2003) sdo similares aos observados com 0s agonistas
dopaminérgicos, sendo a diferenca basica entre eles, que no bloqueio de NMDA a
resposta € mais consistente com antipsicoéticos atipicos (como a olanzapina e a
clozapina) que com os antipsicoticos classicos (Leite et.al., 2008). E interessante
notar que testes de hiperlocomocéo induzida por anfetamina também séo utilizados
como modelo para delineamento de atividade antimaniaca de substancias e que
substancias que apresentam como mecanismo de acao a inibicdo da atividade da
PKC, como o litio, o valproato e o tamoxifeno se mostram capazes de reverter a
hiperlocomocéao (Geyer e Ellembroek, 2003; Sabione et.al., 2008). Outro teste capaz
de avaliar uma possivel acao tipica ou atipica de antipsicoticos € o teste da pata.
Neste teste, a atividade antipsicética € mensurada pela capacidade do farmaco em
produzir uma rigidez muscular das patas do animal: quando aplicado o antipsicotico
tipico a rigidez se dd em grau similar nas patas traseiras e dianteiras, em
contrapartida em antipsicoéticos atipicos o efeito, observado com a aplicagdo de
baixas doses da substancia, se da apenas nas patas traseiras (Ellenbroek e Cools
1988). Ja no teste de catatonia avalia o potencial da droga em induzir sintomas
extrapiramidais (SEP). Neste teste, a avaliacdo comportamental é feita no &mbito de
analisar a capacidade do farmaco em causar um enrijecimento das patas do animal
inibindo assim seu comportamento normal, ou seja, 0 animal perde a capacidade
normal de movimentacdo e fica catatbnico, apresentando dificuldade em alterar a
posicdo em que € colocado (Pires et.al., 1996; Bardin et.al., 2006). Antipsicoticos
tipicos produzem tal comportamento, enquanto os atipicos ndo produzem catatonia
ou necessitam de uma dose muito elevada para apresentar tal efeito.

Em relacdo aos sintomas negativos, alguns testes sdo empregados tanto para
demonstrar as alteragdes no aprendizado (relacionados com a capacidade cognitiva)
quando para demonstrar a perda do prazer e o desajuste em relagdo ao
comportamento social (anedonia e embotamento social, respectivamente). Em
relacdo a anedonia, que é caracterizada pela perda do prazer, o teste melhor

estabelecido é o de preferéncia de sacarose; a sacarose € normalmente apetitosa



38

aos animais, que preferem liquidos doces em relagdo a 4gua. No comportamento
anedoénico o animal ndo apresentara esta preferéncia, o que é similar a falta de
interesse em atividades antes tidas como prazerosas em pacientes esquizofrénicos,
sendo que o tratamento com antipsicéticos, tanto tipicos quanto atipicos, reverte a
anedonia induzida por estresse brando (Orsetti et.al., 2007). Interessante é que este
teste também é utilizado como modelo de depressdo, uma vez que farmacos
antidepressivos também apresentam a capacidade de reverter a anedonia induzida
por estresse brando (Willner et.al., 1992). Em relagdo ao prejuizo no comportamento
social, caracterizado por apatia ou incapacidade de demonstrar o que sente em
relacdo as pessoas, a apatia € que pode ser replicavel em modelos animais. O
modelo que avalia a apatia € relacionado a esta em relagdo a uma situacédo de
estresse, sendo, para tanto, utilizado o teste de nado forcado, onde € mensurado o
tempo de imobilidade do animal como resposta apética a situagdo estressante
(Porsolt et.al.,, 1977). A administracdo prévia de antagonistas glutamatérgicos
aumenta o tempo de imobilidade dos animais (Corbett et.al., 1999) e antipsicoticos
conseguem reverter este comportamento (Nagai et.al.,, 2003). Mais uma vez é
interessante que o teste de nado forgcado (com imobilidade induzida por estresse
brando, neste caso e ndo por antagonista glutamatérgico) também é utilizado para
avaliacdo de perfil antidepressivo de farmacos, uma vez que substancias como a
imipramina (antidepressivo ja estabelecido em mercado) séo eficazes em diminuir o
tempo de imobilidade no teste (Yamada e Sugimoto, 2001). O teste de inibicdo de
pré-pulso também é utilizado para a avaliacdo de sintomas negativos da
esquizofrenia (Del Bel e Guimarées, 2000; Wiley, 1998; Salum et.al., 2008; Issy
et.al.,, 2009; Geyer e Ellembroek, 2003). Neste teste é avaliada a capacidade do
animal em diferenciar estimulos externos que sdo e que ndo sao relevantes. Este
filtro do que é ou nédo relevante em termo de informacdes se mostrou afetado em
pacientes esquizofrénicos e tem por conseqiéncia uma inadequacao de adaptacao
ao ambiente. Demonstrou-se neste teste que farmacos com padrdo antipsicético,
bem como aqueles que apresentam por mecanismo de a¢ao a inibicdo da sintese de
NO séo eficientes na reversdo do prejuizo no PPI induzido por drogas agonistas
dopaminérgicas ou antagonistas NMDA.

Para terminar, os testes empregados para avaliar o déficit cognitivo sdo os

testes como o labirinto aquatico (Morris, 1981; D'Hooge e Deyn, 2001), teste de

reconhecimento social ou de objetos, onde o animal devera reconhecer um objeto ou
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grupo apos segunda exposicao a estes (Grayson et.al.,2007; Castagné et.al., 2009),
sendo que o quadro de déficit é induzido por antagonistas de NMDA e revertidos por
antipsicoticos, principalmente os atipicos (Depoortére et.al., 2005; Didriksen et.al.,
2007).

Assim sendo, existem varios testes em modelos animais que conseguem
mimetizar as mais variadas facetas do quadro de psicose e com isso avalia o

potencial de novas substancias para o seu tratamento.

1.7 Miricitrina:

Uma nova substancia que tem se apresentado como possivel novo
psicofarmaco é a miricitrina. A miricitrina € um flavondide, do sub-grupo flavonol,
extraido de varias plantas do género Pouteria, da Manilkara zapota e da Eugenia
uniflora, popularmente conhecida como pitangueira (Ma et.al., 2003, 2004). Os
flavondides sdo da familia das y-benzopironas e ocorrem em varias plantas como
vegetais e frutas ao redor de todo o mundo, sendo que estes compostos sao
metabdlitos secundarios que apresentam dois anéis aromaticos (Ramelet, 2000;
Harborne, 1989). E demonstrada uma ampla variedade de efeitos dos flavondides,
sendo que estes compostos apresentam uma grande variagdo ao redor da estrutura
basica de difenilpropanona (C6-C3-C6). As principais atividades destes flavonoides
sao relacionadas a efeitos antioxidantes, anti-nociceptivo, anti-inflamatorios e anti-
oncogénicos (Birt et.al., 2001; Edenharder e Grunhage, 2003; Meotti et.al., 2006,
2008; Middleton et.al.,, 2000); por outro lado, a acdo deste flavondide no SNC

somente € remetida a uma possivel atividade ansiolitica (Fernandez et.al., 2009).
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Fig.10 — Estrutura quimica do flavondide miricitrina (Fonte: Meotti (2008)).
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Dentro dos mecanismos de acdo estabelecidos para este flavonoéide, foram
demonstradas sua capacidade de atuacédo sobre o NO, nNOS, PKC, IP3-K e NFkB
(Meotti et.al., 2006; Agullo et.al., 1997; Gamet-Payrastre et.al., 1999).

Em relacdo a sua atividade sobre o NO, este se da em relagdo a uma inibicao
da sintese deste, por atuar diretamente na cascata que leva a sua sintese ao
modular a atividade da nNOs. Estudos pré-clinicos tem correlacionado a inibicdo de
NO com efeitos tipo antipsicoéticos. Nestes estudos, o 7-NI e o L-NOARG (inibidores
do NO especifico e inespecifico respectivamente), apresentariam efeito tipo
antipsicotico em testes como a estereotipia induzida por agentes dopaminérgicos e
no prejuizo do PPI induzido por agonistas dopaminérgicos (Fujiyama e Masukos,
1996; Del Bel e Guimarées, 2000; West et.al., 2002; Pires et.al., 2003). Por sua vez,
também foi demonstrado que os inibidores de NO por si s6 podem levar a um
quadro de catatonia ou aumentar a resposta de catalepsia frente a pré-tratamento
com haloperidol (Del Bel et.al.,, 2005). Neste estudo, mostrou-se que 0 pré-
tratamento com L-arginina reverte o quadro de catatonia, indicando que o NO esta
envolvido neste efeito (Salum et.al., 2008; Narkevich et.al.,2005; Marras et.al., 1995;
Del Bel et.al., 2005). E interessante notar que estudos pré-clinicos tém associado a
neurotrasmissao nitrinérgica com a neurobiologia da depressao e tém indicado que
inibidores da via NO (p.ex. inibidores na NO sintase) apresentam efeito
antidepressivo em modelos animais (Jefferys e Funder, 1996; Joca e Guimaraes,
2006; Joca et.al., 2007; Zhou et.al., 2007). Assim sendo, pela via de modulacdo do
NO, a miricitrina teria uma possivel atividade tanto antipsicotica quando
antidepressiva.

Por sua vez em relacdo a atividade sobre a PKC, observou-se que a
miricitrina age inibindo a fosforilacdo desta e consequentemente sua ativacdo e
translocacdo para o citosol (Meotti et.al.,, 2006). A atividade da miricitrina se da
principalmente sobre os subtipos € e a da PKC, que séo os dois subtipos modulados
pela atividade dos estabilizadores de humor, litio e valproato, e também pela
clozapina (Meotti et.al., 2006; Manji et.al., 1996). Sendo que, a inibicdo da PKC tem
sido associada a melhora dos episddios maniacos como relatado em trabalhos
clinicos e também no controle da fase psicotica durante a mania (Zarate et.al., 2007,
Yildiz et.al., 2008). A inibicdo da atividade da PKC pela miricitrina se da por duas
vias possiveis: inibicdo da ativacdo desta e de sua posterior translocacéo; e inibicdo
da atividade da IP3-K, que indiretamente esta envolvida na cascata de ativacdo da
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PKC, uma vez que a IP3-K é crucial para a transformacdo do inositol em PIP,
substrato para a formacéo de IP; e DAG (Agullo et.al., 1997).

Considerando que os efeitos colaterais dos atuais antipsicoticos limitam o seu
emprego e diminuem a aderéncia ao tratamento e que ainda existam pacientes
refratarios, torna-se entdo necessaria a busca de novos agentes antipsicoticos mais
efetivos e que atinjam uma quantidade maior de pacientes. Nesse intuito a miricitrina
se torna uma substancia interessante, uma vez que tem acdo sobre trés alvos
poténcias de efeitos antipsicoticos.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da mirictrina em
modelos animais para pesquisa de drogas antipsicoticas e para avaliagdo de efeito
extrapiramidal. Adicionalmente, foi avaliada a participacdo da inibicdo do NO e da
PKC neste efeito.
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2. Objetivos
2.10bjetivos gerais:
¢ Avaliacdo do potencial efeito antipsicético da miricitrina;
¢ Avaliacdo da participacdo da inibicdo da PKC e do NO no mecanismo de acéo

da miricitrina;

2.2. Objetivos especificos:

¢ Na primeira etapa do trabalho o objetivo foi validar os modelos animais para
pesquisa de novas drogas antipsicéticas.

¢ Posteriormente buscou-se avaliar a acao antipsicotica da miricitrina, utilizando
0os modelos experimentais validados: estereotipia e climbing induzida por
apomorfina, catatonia e teste da pata, bem como avaliagdo motora para verificar
se os resultados obtidos ndo séo decorrentes de alteracdo motora;

¢ Avaliar a participacdo da inibicdo da PKC e do NO nos resultados obtidos nos

testes acima citados;

3. Justificativa

O transtorno bipolar e a esquizofrenia sdo patologias que afetam milhdes de
pessoas e ainda ndo se sabe com precisdo quais sao os fatores responsaveis pelas
patologias acima referidas. A compreensdo desses fatores e a pesquisa de novas
substancias Gteis em seu tratamento podem fornecer subsidios para uma melhor
abordagem terapéutica.

Considerando que a miricitrina € um inibidor do NO e da PKC e que estas
acOes tém sido associadas a um potencial efeito antipsicético, a miricitrina pode ser
uma nova droga antipsicotica que ndo atua diretamente nos receptores D,. Caso
esta hipétese seja confirmada, a miricitrina pode ser o primeiro farmaco de uma

nova classe de drogas antipsicoticas.
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Materiais e métodos:

O desenho experimental contou com a utilizagdo de ratos e camundongos.
Portanto, este desenho encontra-se separado em duas partes, conforme o animal

utilizado no teste.

4.1. Ratos:
41.1. Animais:

Foram utilizados ratos Wistar machos, entre 250-350g, provenientes do biotério
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, mantidos, em grupos, em caixas de
polipropileno (até 5 animais em caixas de 41 x 34 x 16 cm) em condicdes
controladas de temperatura (22 + 2°C), com ciclo claro-escuro de 12h (luzes ligadas

as 7:00 h e desligadas as 19:00 h), com comida e agua a vontade.

4.1.2. Drogas e tratamentos:

- Haloperidol - 0,5 e 1.0 mg/kg (Jansen, Brasil): foi dissolvido em agua destilada e
administrada por via intraperitonial (ip), em volume constante de 1 ml/kg de peso
corporal.

- Olanzapina - 1,0; 5,0 e 10,0 mg/kg (Eli Lilly, Brasil): foi dissolvido em agua
destilada, e administrado por via ip, em volume constante de 1 ml/kg de peso
corporal.

- Miricitrina — 10,0 e 30,0 mg/kg (fornecida pelo Prof. Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti,
UFSC, extraida com grau de pureza de 98%, testado por analise em HPLC): foi
dissolvida em Tween 80 e salina, e administrada por via ip, em volume constante
de 1 ml/kg de peso corporal.

- Tamoxifeno: 1,0 mg/kg: foi dissolvida em salina, administrada por via ip, em
volume constante de 10 ml/kg de peso corporal (Einat et.al., 2007).

- 7-nitroindazole (7-NI) — 6,0 mg/kg: dissolvido em 6leo de milho (dissolve-se a
concentracdo da droga e mantém a solucdo no gelo até o momento da
aplicacao), administrado por via ip, em volume constante de 1 mil/kg de peso
corporal. (Tadaiesky et.al., 2006).
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As doses propostas foram baseadas em dados da literatura (miricitrina: Meotti
et.al., 2006; haloperidol e olanzapina: Bardin et.al., 2006; tamoxifeno: Einat et.al.,
2007; 7-NI. Laursen et.al., 1986).

4.1.3. Modelos Comportamentais:

4.1.3.1. Teste da pata

As drogas foram administradas da seguinte forma:
- Haloperidol ou veiculo: uma hora antes do teste;

- Olanzapina, miricitrina, tamoxifeno, 7-NI ou veiculo: 30 minutos antes do teste;

Primeiramente os animais foram habituados na sala de teste por trinta
minutos. Apos completo este tempo, 0s animais receberam as drogas de teste,
segundos tempos. Cada animal foi testado conforme o protocolo estabelecido para o
teste da pata.

Neste teste o animal passa por trés avaliagbes do tempo de laténcia de
retirada da pata, sendo que cada uma das avaliagdes apresenta um intervalo de 10
minutos entre si. A execucdo do teste se da da seguinte maneira: o animal é pego
gentilmente pelo dorso e colocado sobre uma plataforma de acrilico (30x30cm), que
conta com quatro furos para as patas (2 furos de 40mm para as patas dianteiras e 2
de 50mm para as patas traseiras), o tempo minimo de laténcia para que o animal tire
uma das patas do furo é de um segundo sempre (pois é dificil avaliar corretamente o
inicio exato do teste, portanto foi padronizado este segundo inicial) e o tempo
maximo € sempre de 30 segundos. ApOs este o animal € retirado da plataforma

(fig.11). o protocolo de administracao de drogas e do teste segue 0 esquema abaixo:

30 10° 10 10°

droga T

Teste
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Fig.11: Estrutura do teste da pata.

O teste se baseia da seguinte premissa: antipsicoticos tipicos (p.ex.
haloperidol) aumentam a laténcia das patas dianteiras e traseiras na mesma
intensidade, enquanto o0s antipsicoéticos atipicos (p.ex. olanzapina) sdo mais
potentes na acdo sobre as patas traseiras (Ellenbroek et.al.,, 1996; Geyer e
Ellenbroek, 2003). Assim sendo, o teste possibilita diferenciar entre acédo tipica e
atipica de um antipsicotico ao se registrar a laténcia para que o rato retire uma das
patas dianteiras dos furos (TRPD) e uma das patas traseiras (TRPT). Esta laténcia

de retirada da pata € baseada na média dos trés testes consecutivos que sao feitos.

4.2. Camundongos:

421. Animais:

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 30-40g,
provenientes do biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, agrupados em
caixas de propileno em condices controladas de temperatura (21 + 1°C), com ciclo
claro-escuro de 12h (luzes ligadas as 7:00 h e desligadas as 19:00 h), com comida e

agua a vontade.
4.2.2. Drogas e tratamentos:
- Miricitrina - 5,0; 10,0 e 30,0 mg/kg: foi dissolvida em Tween 80 e salina, e

administrada por via subcutanea (sc), em volume constante de 10 ml/kg de peso

corporal.



46

- Haloperidol - 0,25 e 1,00 mg/kg: por via sc, foi administrada uma hora antes da
administracao de miricitrina; tendo sido utilizada como controle positivo no teste
de catatonia, em volume constante de 10 ml/kg de peso corporal.

- Apomorfina - 1,0 mg/kg: administrada por via ip, utilizada para inducédo de
estereotipia e climbing, em volume constante de 10 ml/kg de peso corporal
(Owolabi et.al., 2008).

- Olanzapina — 10,0 mg/kg (Eli Lilly, Brasil): dissolvido em agua destilada, e
administrado por via sc, sendo empregada como controle positivo para os testes
de catatonia, climbing e estereotipia, em volume constante de 10 ml/kg de peso
corporal.

- 7-nitroindazole (7-NI) — 3,0 e 6,0 mg/kg: dissolvido em 6leo de milho (dissolve-se
a concentracdo da droga e mantém a solucdo no gelo até o momento da
aplicacdo) e administrado via icv em volume constante de 2 pl sitio especifico,
método de mao livre (Laursen et.al., 1986; Baretta et.al., 2001, Cervo
et.al.,1997).

- L-arginina — dissolvida em salina (Jesse et.al., 2008), a concentracdo utilizada
nos testes foi de 200mg/kg, via ip, a determinacéo da concentragao foi baseada
em experimentos do tipo curva dose-resposta feitos em nosso laboratorio para
este trabalho.

- Tamoxifeno — 1,0 mg/kg: foi dissolvida em salina, administrada por via sc, em

volume constante de 10 ml/kg de peso corporal (Sabione et.al., 2008).

As doses propostas foram baseadas em estudos anteriores em nosso
laboratério (anfetamina e tamoxifeno: Sabioni et.al., 2008) e em dados da literatura
(miricitrina: Meotti et.al., 2006; apomorfina Owolabi et.al., 2008; 7-NI Laursen et.al.,
1986) ou em curvas dose-resposta feitas em nosso laboratério para determinar as
doses ideais (L-arginina e haloperidol).

4.2.3. Modelos comportamentais:

4.2.3.1. Teste de Estereotipia:

Os animais foram aclimatados por trinta minutos nas gaiolas de teste

(30x15x19cm) (fig.12) e posteriormente tratados com miricitrina (5 e 10mg/kg),
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olanzapina (10mg/kg) ou veiculo. Apés 30 minutos da administracdo das drogas
acima referidas, os animais receberam administragdo de apomorfina (1,0 mg/kg). A
apomorfina € uma droga que tem como mecanismo de acdo 0 agonismo de
receptores dopaminérgicos D; e D,. A dose empregada (1 mg/kg) pode ser
considerada alta e, portanto, a acdo seria predominantemente pds-sinaptica
(Marcais et.al., 1978). O bloqueio do comportamento estereotipado é o indicatvo de
acdo antipsicética (Porsolt et.al., 1993, 2010; Geyer e Ellembroek, 2003).

O comportamento estereotipado foi avaliado 10 minutos apés a administracao
da apomorfina, sendo empregadas nove avaliagbes ao todo, cada uma com intervalo
de 10 minutos entre si, num total de 90 minutos de duracao de teste. A determinagéo
do tempo total de teste se baseou em um estudo piloto feito em nosso laboratério,
com o objetivo de determinar o tempo de acdo da apomorfina em camundongos

para este modelo de teste comportamental.

| m

. -11“1'“]

Fig.12: Aparato para analise de estereotipia e climbing. Trés imagens com camundongos
em teste e uma da gaiola com um rato, somente para facilitar compreensdo das

dimensbes da gaiola.

O comportamento estereotipado foi avaliado conforme escala de Setler e
colaboradores (1976), adaptada para camundongos (Chinen et.al., 2006) (tab.1) e a
administracao de drogas foi feita segundo esquema abaixo.
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Tabela 1: Escala de avaliacdo de esterotipia em camundongos:

Nivel de

estereotipia Comportamento

0 Animal parado.

1 Animal normal e em movimento, ndo apresentando comportamento
estereotipado.

2 Animal levemente estereotipado, com comportamento de lamber grades e
cheirar estereotipado.

3 Animal estereotipado, mas ainda se movimentado. Comportamento de
lamber e morder grades.

4 Animal completamente estereotipado e parado. Comportamento de lamber e
morder grades.

4.2.3.2. Teste de climbing

Os animais foram aclimatados por trinta minutos nas gaiolas de teste
(30X15X19 cm) e posteriormente tratados com miricitrina, olanzapina ou veiculo, nas
concentragdes acima referidas (as mesmas utilizadas no teste de estereotipia). Apos
um intervalo de 30 minutos da administracdo das drogas, 0s animais receberam
administracdo de apomorfina (1,0 mg/kg).

O comportamento de climbing foi avaliado 10 minutos apés a administracédo da
apomorfina, esta avaliacéo foi feita a cada dez minutos num total de 90 minutos, ou
seja, 9 avaliagOes, igual ao teste de estereotipia.

O comportamento de climbing foi avaliado conforme escala de Protais para
camundongos (Protais et.al. 1976; Costal e Naylor, 1978; Bardin et.al., 2006). Sendo
gue a capacidade antipsicotica da droga foi avaliada pela capacidade desta inibir o
comportamento de climbing (tab.2), o protocolo de administracao de drogas e tempo

de teste € o mesmo do acima citado para o teste de estereotipia

Tabela 2: Escala de avaliagcdo de climbing em camundongos:

Climbing Comportamento

0 Animal com quatro patas no piso da gaiola.

1 Animal com duas patas dianteiras com patas na grade (na parede da gaiola).
2 Animal com as quatro patas na grade (na parede da gaiola, escalando).
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4.2.3.3. Teste de catatonia:

O animal foi habituado a sala de teste por trinta minutos. Apés este periodo ele
recebeu haloperidol (0,25 e 1,00 mg/kg) ou veiculo (uma hora antes do teste). Os
animais que receberam haloperidol ou veiculo foram posteriormente divididos em
quatro grupos distintos que receberam miricitrina (10,0 ou 30,0 mg/kg), olanzapina
(10mg/kg) ou veiculo (trinta minutos antes do teste).

O animal é colocado gentilmente em uma plataforma, com as duas patas
dianteiras apoiadas em uma barra de 4cm de altura e 0,4cm de didmetro e as patas
traseiras na base da plataforma, o tempo de imobilidade nesta posicdo € entdo
medido, sendo que o tempo maximo é de trinta segundos (fig.13). O comportamento
de catatonia é baseado no tempo em que o animal fica imével na barra de teste. Sdo
feitos trés testes e a analise se da pela somatoria do tempo de imobilidade destes, o
intervalo entre testes € de um minuto (Bardin et.al. 2006; Chinen e Frussa-Filho,
1999; Pires et.al., 2005), o protocolo de teste e administracdo de drogas foi seguido
conforme esquema abaixo:

30 30 1 " T

Droga1 Croga2 Y
(haloperidol (drogateste
ou salina)  ouveiculo)

Fig.13. Plataforma para avaliacdo do comportamento de catatonia.

4.2.3.4. Teste de atividade locomotora:

A atividade locomotora dos animais foi medida em uma caixa de madeira
(40x20x26 cm) (fig.14), com chao de tela de arame, equipada com trés sensores
fotoelétricos em seu interior (10 cm de distancia entre cada sensor) (Camarini et.al.,
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1995). Os animais foram habituados a sala de experimentacdo e apds meia hora, 0
tratamento foi feito, e trinta minutos apds, os camundongos foram testados
individualmente nas caixas de movmentacéo. As drogas utilizadas foram: miricitrina
(10,0 e 30,0 mg), tamoxifeno (1,0 mg/kg), 7-NI (3,0 e 6,0 mg/kg) e salina. O tempo
de exposicdo do animal a caixa de locomocéo é de 20 minutos (Gould et.al., 2001;
2006; Sabioni et.al., 2007).

Fig.14. Caixa de movimentacdo espontanea.

4.2.4. Analises de mecanismo de acéo:

4.2.4.1. Avaliacdo comportamental da participacdo da PKC na agéo
antipsicotica da miricitrina:

Utilizou-se o tamoxifeno (1mg/kg), como inibidor da PKC, nos modelos de
estereotipia e de climbing induzidos por apomorfina e no teste da pata (ja
mencionados anteriormente). O objetivo foi avaliar se o tamoxifeno apresenta um
padrdo de resposta semelhane ao da miricitrina (Einat et.al., 2007; Sabione et.al.,
2008).

4.2.4.2. Avaliacdo comportamental da participacdo do NO na acéo
antipsicotica da miricitrina:

Na avaliagcdo da participacdo da inibicdo do NO no efeito da mirictrina
utilizamos duas estratégias: a determinacdo do padrédo de efeito do 7-NI (inibidor da
NNOS) nos modelos discutidos anteriormente e a reversao do efeito da mirictrina na
estereotipia e clibing induzidos pela apomorfina pelo pré-tratamento com L-arginina,

(precursor da sintese de NO) (Klamer et.al., 2004). Nesta ultima abordagem, o 7-NI
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foi empregado como controle ativo na reversao pela L-arginina. Resumidamente, 0s
animais foram pré-tratados com L-arginina (200mg/kg, dose determinada em estudo
piloto), dez minutos antes da administracdo da miricitrina, 7-NI ou veiculo e trinta
minutos depois (40 minutos depois da administragcdo da L-arginina) os animais
receberam a apomorfina (1mg/kg) e foram submetidos a avaliacdo de estereotipia e
climbing.

4.3. Andlise Estatistica:

Os dados foram analisados pela ANOVA de Kruskal-Wallis (seguido do teste
de Dunn, para o teste da pata), ANOVA de uma via (atividade locomotora, e escore
total de climbing e de esterotipia) ou duas vias (analise de escores ponto a ponto,
entenda em intervalos de 10 minutos, da estereotipia e catatonia), seguido do teste
de Tukey para comparagdes multiplas.

O nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi considerado estatisticamente

significante em todos os dados analisados.
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5. Resultados:

Os testes foram feitos em trés baterias, sendo que em um primeiro momento
buscou-se estabelecer o possivel perfil antipsicético da miricitrina, tendo nesta
bateria como controle positivo a olanzapina. Numa segunda bateria buscou-se
avaliar qual a via de atuacdo da miricitrina para sua atividade antipsicética,
utilizamos drogas que atuassem somente em uma das duas primeiras vias, a saber,
tamoxifeno (inibidor de PKC) e 7-NI (inibidor de NO). Por ultimo, em uma terceira
fase, buscou-se a reversdo da atividade antipsicética influenciada por 6xido nitrico,
usamos a L-arginina. Os resultados entdo serdo apresentados divididos em trés

baterias, como foram feitas as sequéncias de teste.

5.1. Primeira bateria de testes: atividade antipsic  6tica da miricitrina

5.1.1. Teste de estereotipia:

No teste de estereotipia para avaliacdo de possivel efeito antipsicotico da
miricitrina, usando as doses de 5 e 10 mg/kg, o teste ANOVA indicou diferengas
significativas para o fator tratamento [Fs45=125,69; p<0.0001], para fator tempo
[Fs.376=34,94; p<0.0001] e para a interacdo entre o tratamento e o tempo
[F40.376=10,59; p<0.001]. O teste post-hoc mostrou diferenca significa do grupo
tratado com salina em relagao ao tratado com miricitrina na dose de 10 mg/kg, assim
é possivel dizer que a miricitrina na dose mais alta conseguiu reverter a estereotipia

causada pela apomorfina (Fig.15 e 16).
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Fig.15. Efeito da miricitrina (5,0 e 10,0 mg/kg) no comportamento de estereotipia
induzido por apomorfina (1,0 mg/kg). n=8-10; [(*-comparado ao controle — salina+salina;
salina+miricitrina 5,0 mg ou salina+miricitrina 10,0 mg); # -comparado ao grupo —
apomorfina+salina). *P<0,05 **P<0,01 e ***P<0.001].

No teste de estereotipia também foi feita a avaliacdo de uma droga cuja atividade
antipsicotica ja fosse conhecida, a olanzapina, no intuito de validar o modelo. A
ANOVA indicou diferencas significativas para o fator tratamento [F32,=244,84;
p<0.001], para o fator tempo [Fs176=7,90; p<0.001] e para a interacdo entre o
tratamento e o tempo [F24.176=5,08; p<0.001]. O teste post-hoc mostrou diferenca
significante do grupo tratado com salina em relacdo ao tratado com olanzapina na
dose de 10mg/kg, do minuto 10 ao 60, corroborando a validade do modelo .22

detectar efeito antipsicotico de uma droga (Fig.16).
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Fig.16. Efeito da olanzapina (10,0 mg/kg) no comportamento de estereactipia induzido por
apomorfina (1,0 mg/kg). n=6-7; [(*-comparado ao controle — salinatsalina ou
salina+olanzapina); # -comparado ao grupo — apomorfina+salina). *P<0,05 **P<0,01 e
***P<(0.001].



5.1.2. Teste de climbing:

O teste de climbing foi feitocom intuito de avaliar a capacidade da miricitrina (5 e
10 mg/kg) em inibir o climbing estimulado pela apomorfina. A ANOVA indicou
diferencas significativas para o fator tratamento [Fs46=3,14; p<0.02]. O teste post-
hoc mostrou diferenca significante do grupo tratado com salinat+apomorfina em
relacdo ao tratado com miricitrina+apomorfina em ambas as doses, sendo possivel
dizer que a miricitrina conseguiu reverter o climbing induzindo pela apomorfina
(Fig.17)
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Fig.17. Efeito da miricitrina (5,0 e 10,0 mg/kg) no comportamento de climbing induzido
por apomorfina (1,0 mg/kg). n=8-13; [(*-comparado ao controle — salina+ssalina,
salina+miricitrina 5,0 mg ou salina+miricitrina 10,0 mg); " comparado ao grupo —
apomorfina+salina). *P<0,05 **P<0,01].

No teste de climbing a olanzapina também foi utilizada como controle positivo na
tentativa de reverter o climbing estimulado pela apomorfina. A ANOVA indicou
diferencas significativas para o fator tratamento [F3 14=18,60; p<0.001]. O teste post-
hoc mostrou diferenca significante do grupo tratado com salina+apomorfina em
relacdo ao tratado com olanzapina+apomorfina na dose de 10mg/kg, mostrando

assim a inibicdo do climbing (Fig.18).
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Fig.18. Efeito da olanzapina (10,0 mg/kg) no comportamento de climbing induzido por
apomorfina (1,0 mg/kg). n=7 [(*-comparado ao controle - salina+salina ou
salina+olanzapina); * - comparado ao grupo — apomorfina+salina). ***P<0.001].

5.1.3. Teste de catatonia:

No teste de catatonia, o intuito foi avaliar se a miricitrina (5 e 10mg/kg)
apresentaria ou ndo um efeito potencializador dos efeitos extra-piramidais
provocados pelo haloperidol e também avaliar se ela por si s6 apresentava algum
efeito extra-piramidal. A ANOVA indicou diferencas significativas para o fator
haloperidol pré-tratamento [F2.96=108.43; p<0.001] mas ndo para o fator tratamento
[Fs.06= 2.50; NS] ou para a interagado entre o tratamento e o tempo [Fes 6= 1.04; NS].
O teste post-hoc mostrou diferenca significante entre os trés grupos (todos p<0.001),

indicando um efeito dose dependente do haloperidol (Fig.19).
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Adicionalmente analisamos por ANOVA de uma via o efeito da administracéo
isolada das drogas (grupo salinatdroga) e ndo observamos diferengas entre 0s
grupos [F332= 1.00; NS], indicando que a miricitrina e a olanzapina néo induziram

catalepsia nas doses testadas.
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Fig.19. Efeito da miricitrina (10,0 e 30,0 mg/kg) e da olanzapina (10,0 mg/kg) na
catatonia induzido por haloperidol (0,25 e 1,00 mg/kg).n=9-10; [(*-comparado ao controle
— salina+salina; * -comparado grupo salina+haloperidol 0,25). ***P<0.001].

5.1.4. Teste da pata:

O objetivo do teste da pata € avaliar o potencial efeito antipsicético discernindo
entre 0 padrdo comum aos antipsicoticos tipicos o padrdo dos atipicos. Essa
diferenciacdo se da pela droga causar hipertonia somente nas patas traseiras
(atipico) ou também nas dianteiras (tipico). Nesta fase foram testadas a miricitrina
em duas doses (10,0 e 30,0 mg/kg), bem como os controles positivos. Os resultados
obtidos foram conforme o esperado e o que se encontra na literatura. O haloperidol
(0,5 e 1,0mg/kg), sendo um antipsicético tipico causou uma hipertonia nas patas
traseiras e dianteiras (TRPD: H(2,18)=7.12, p<0.05; TRPT: H(2,18)= 12.49, p<0.01)

nas mesmas doses; a olanzapina (1, 5 e 10mg/kg) obedecendo o que se espera de
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padrdo de antipsicético atipico, levou a uma hipertonia somente das patas traseiras
(TRPD: H(2,18)= 3.00, NS; TRPT: H(3, 20)= 15.80, p<0.001), também apresentado
padrdao dose-dependente. A miricitrina por sua vez, mostrou um perfil de
antipsicotico do tipo atipico, levando a uma hipertonia somente das patas traseiras,
sendo que tal efeito mostrou ser dose dependente (TRPD: H(2,29)= 0.00, NS; TRPT:
H(2,29)= 16.01, p<0.001) (Fig.20, 21 e 22).
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Fig.20. Efeito do haloperidol (0,5 e 1,0 mg/kg) ou salina no tempo de retirada das patas
(dianteiras, TRPD, e traseiras, TRPT) no teste da pata. Dados representam médiatSEM,;

n=7-10 por grupo. *p<0.05 **p<0.01 e ***p<0.001 comparado com salina;
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Fig.21. Efeito da olanzapina (1,0; 5,0 e 10,0 mg/kg) ou salina no tempo de retirada das
patas (dianteiras, TRPD, e traseiras, TRPT) no teste da pata. Dados representam
médiatSEM; n=7-10 por grupo. *p<0.05 e ***p<0.001 comparado com salina (*) ou dose

diferente da substancia (#);
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Teste da pata - Miricitrina
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Fig.22. Efeito da miricitrina (10,0 e 30,0 mg/kg) ou salina no tempo de retirada das patas
(dianteiras, TRPD, e traseiras, TRPT) no teste da pata. Dados representam médiatSEM,;

n=7-10 por grupo. *p<0.05 e *p<0.01. comparado com salina;

5.2. Segunda bateria de testes: via envolvida na at ividade antipsicética da

miricitrina:

5.2.1. Teste de estereotipia:

Neste teste foi buscado discernir qual o mecanismo de acdo que estaria
envolvido na capacidade da miricitrina em inibir o comportamento de estereotipia
induzido por apomorfina. Como a miricitrina atua em duas vias, inibindo 6xido nitrico
e PKC, foram escolhidas duas substancias que atuem em apenas uma destas vias,
a saber, o 7-NI e o tamoxifeno. O 7-NI (inibidor de NO sintase neuronal) foi utilizado
nas doses de 3,0 e 6,0 mg/kg, sendo aplicado por via icv. Os dados obtidos pela
analise estatistica mostraram que a capacidade desta substancia em inibir a
estereotipia induzida por apomorfina € do tipo dose-dependente, uma vez que
somente na maior dose (6mg/kg) teve efeito, entre os minutos 30 e 60: fator
tratamento [Fs33=62,09; p<0.001], fator tempo [Fs264=41,87; p<0.001] e fator
interacdo entre o tratamento e o tempo de experimento [F4o264=11,15; p<0.001]
(Fig.23).
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Fig.23 Efeito do 7-NI (3,0 e 6,0 mg/kg) no comportamento de estereotipia induzido por
apomorfina (1,0 mg/kg). n=6-8; [(*-comparado ao controle — salina+veiculo, salina+7-NI
3mg ou salina+7NI 6mg); i comparado ao grupo— apomorfina+salina). ***P<0.001].

Por sua vez o teste de estereotipia com o tamoxifeno (1,0 mg/kg), que € uma
droga inibidora de PKC, também se mostrou efetivo na capacidade de inibir a
estereotipia por apomorfina, dos minutos 20 a 50. A ANOVA indicou efeito do
tratamento [F33,=118.00; p<0.001], o tempo [F8,5=28.06; p<0.001] e quando

comparada a interacéo entre tratamento e tempo [F24256=11,15; p<0.001] (Fig.24).
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Fig.24. Efeito da tamoxifeno (1,0 mg/kg) no comportamento de estereotipia induzido por
apomorfina (1,0 mg/kg). n=9; [(*-comparado ao controle - salinatsalina ou
salina+tamoxifeno); # -comparado ao grupo— apomorfinat+salina). *P<0,05 **P<0,01 e
***P<0.001].
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5.2.2. Teste de climbing:

Também em relacdo a atividade de climbing foram testadas as substancias 7-
NI (3,0 e 6,0 mg/kg) e tamoxifeno (1,0 mg/kg). O 7-NI foi capaz de inibir a atividade
de climbing somente na maior dose (6mg/kg) [Fs33=2,62; p<0.05], indicando um
efeito dose-dependente (Fig.25).
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Fig.25. Efeito dO 7-NI (3,0 e 6,0 mg/kg) no comportamento de climbing induzido por
apomorfina (1,0 mg/kg). n=6-8; [(*-comparado ao controle — salina+substancia (veiculo,
7-NI 3,0 mg ou 6,0 mg) (p.e. salina+salina versus apomorfina+salina); # -comparado ao
grupo — apomorfinat+salina). *P<0,05 e **P<0,01].

Em relacdo ao tamoxifeno (1mg/kg) foi observada uma efetividade em
reverter a atividade de climbing induzida por apomorfina [F33,=3,63802; p<0,01]
(Fig.26).
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Fig.26. Efeito da tamoxifeno (1,0 mg/kg) no comportamento de climbing induzido por
apomorfina (1,0 mg/kg). n=9; [(*-comparado ao controle - salinatsalina ou
salina+tamoxifeno); # -comparado ao grupo — apomorfinatsalina). **P<0,01 e ***P<0.001].
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5.2.3. Teste da pata:

A Ultima parte desta bateria de experimentos para avaliacdo do mecanismo de
acado da miricitrina envolvido em sua atividade antipsicotica foi o teste da pata. As
drogas utilizadas neste teste foram novamente o tamoxifeno e o 7-NI, porém difere
aqui o fato de que o 7-NI foi usado somente na maior dose (6,0 mg/kg) e foi
administrado via intraperitoneal.

Neste teste somente o 7-NI apresentou capacidade de causar prejuizo no
tempo de retirada das patas dos animais, sendo que o padrdo apresentado foi do
tipo atipico [TRPD: H (2, N=21)=0,00; NS; TRPT: H ( 2, N= 21) =14,092 p< 0.001]. O
tamoxifeno por sua vez nao apresentou diferenca estatisticamente significante

quando comparado ao grupo controle, o qual recebeu salina (Fig.27).
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Fig.27. Efeito do tamoxifeno (1,0 mg/kg), 7-NI (6,0 mg/kg) ou salina no tempo de retirada
das patas (dianteiras, TRPD, e traseiras, TRPT) no teste da pata. Dados representam

médiatSEM; n=7-10 por grupo. *p<0.05 comparado com salina;

5.3. Terceira bateria de testes:

5.3.1. Teste de estereotipia:

Uma vez sugerida a participacdo da via nitrinergica na agéo antipsicética da
miricitrina, o proximo passo foi avaliar a capacidade de uma droga de reverter a
atividade do 7-NI e da miricitrina nos testes de estereotipia e climbing. Para esta

bateria de testes, a droga escolhida foi a L-arginina, e a dose de 7-NI utilizada foi a
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mais efetiva (6mg/kg) nos testes acima citados. A principio, foi necessario se
estabelecer uma curva dose-resposta para a L-arginina, ou seja, estabelecer a
menor dose que conseguiria inibir a atividade do 7-NI nos testes de estereotipia e
climbing, para posteriormente avaliar a sua capacidade de inibir a atividade da
miricitrina. As analises dos dados obtidos mostraram que a dose mais efetiva em
obter tais resultados foi a de 200 mg/kg de L-arginina [Fi5g0= 26,38; p<0.001]
(Fig.28).
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Fig.28. Efeito da L-arginina (200,0; 400,0 e 600,0 mg/kg) na inibicdo da atividade do 7-NI
(6,0 mg/kg) no comportamento de estereotipia induzido por apomorfina (1,0 mg/kg). n=7;
[‘-comparado com substancia (salina ou L-arginina 200,0; 400,0 ou 600,0
mg)+substancia (veiculo ou 7-Nl)+salina (p.e. Veiculo+Salina+Salina versus
Veiculo+Salina+apomorfina); ‘-comparado com substancia (Salina, L-arginina 200,0;
400,0 ou 600,0 mg)+substancia(veiculo ou 7-Nl)+apomorfina;. **P<0,01 e ***P<0.001].

Considerando que estes resultados valiram a estrategia da administracao de L-
arginina para reversao de efeitos de inibidores da nNOS, em um segundo momento,
foi avaliada a capacidade da L-arginina de inibir a atividade da miricitrina neste teste.
A dose de miricitrina escolhida para este teste foi a de 10mg/kg (que foi a com
melhor resultado no teste reversdo da estereotipia por miricitrina,da primeira bateria
de testes). Os dados obtidos mostraram que a L-arginina na dose de 200,0 mg/kg foi
capaz de inibir a atividade da miricitrina de maneira somente parcial [F744=110,44;
p<0.001] mostrando assim, mais uma vez, que nao somente o sistema nitrinérgico,
mas também um nao-nitrinérgico (talvez relacionado a PKC) esta em envolvido na

atividade antipsicotica da miricitrina (Fig.29).
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Fig.29. Efeito da L-arginina (200,0 mg/kg) na inibicAdo do efeito da miricitrina no
comportamento de estereotipia induzido por apomorfina (1,0 mg/kg). n=9; [*-comparado
com Substancia (salina ou L-arginina)+substancia (Salina ou miricitrina)+salina (p.e.
Salina+Salina+Salina versus Salina+Salina+apomorfina); X-comparado com substéncia

(Salina, L-arginina)+substéncia(veiculo ou miricitrina)+apomorfina; ***P<0.001].

5.3.2. Teste de climbing:

O segundo e Ultimo teste nesta bateria foi a capacidade da L-arginina em
reverter a atividade do 7-NI (6mg/kg) e da miricitrina (10mg/kg) de reverter o
climbing induzido pela apomorfina. Neste teste foi possivel observar a capacidade
da L-arginina de inibir a atividade do 7-NI de maneira estatisticamente significante
[F15905= 3,625; p<0,001] (Fig.30).
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Fig.30. Efeito da L-arginina (200,0; 400,0 e 600,0 mg/kg) na inibicdo da atividade do 7-NI
(6,0 mg/kg) no comportamento de climbing induzido por apomorfina (1,0 mg/kg). N=7 ['-
comparado com substancia (L-arginina 200,0; 400,0 ou 600,0 mg)+substancia (veiculo
ou 7-Nl)+salina (p.e. Veiculo+Salina+Salina versus Veiculo+Salina+apomorfina); -
comparado com substdncia (Salina, L-arginina 200,0; 400,0 ou 600,0

mg)+substancia(veiculo ou 7-NIl)+apomorfina;. **P<0,01].

Também se avaliou a atividade da L-arginina sobre o bloqueio da miricitrina no
comportamento de climbing induzido por apomorfina. Os dados nos mostram que a
L-arginina no presente teste néo foi capaz de reverter de maneira estatisticamente
significante a atividade da miricitrina [F7 44= 2,6525; p<0,02] e que esta per se foi
capaz de induzir climbing (Fig.31).
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Fig.31. Efeito da L-arginina (200,0 mg/kg) na inibicdo da atividade da miricitrina (10,0
mg/kg) no comportamento de climbing induzido por apomorfina (1mg/kg). N=9 [*-
comparado com Substéncia (salina ou L-arginina)+substancia (Salina ou
miricitrina)+salina  (p.e. Salina+Salina+Salina versus Salina+Salina+apomorfina); X
comparado com substancia (Salina, L-arginina)+substancia(veiculo ou
miricitrina)+apomorfina; *P<0,05 **P<0,01 e ***P<0.001].
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5.4. Avaliacdo da atividade locomotora dos animais:

Por ultimo foi avaliada a capacidade locomotora destes animais, isto porque, as
respostas obtidas nestes testes poderiam estar ocorrendo simplesmente por
alteracdo motora do animal em decorréncia do tratamento com a miricitrina. Para
tanto um teste de atividade locomotora foi conduzido e este teste nos mostrou que
nao existe diferenca estatisticamente significante [F44,=1,23; NS] entre as duas

doses de miricitrina utilizada (10 e 30mg/kg) e o veiculo.

Tratamento Ativ. Locomotora
(média£SEM)
Salina 88,1+8,84
Miricitri na 10mg/kg 75,3+6,43
Miricitrina 30mg/kg 71,8+6,84
7-NI 88,7+10,84
Tamoxifeno 93,8+13,84

Tabela 3 — Efeito da miricitrina sobre a atividade locomotora. (n=8-10/grupo).
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Discussao:

Os testes utilizados no presente trabalho foram modelos e testes animais para
sintomas positivos presentes na esquizofrenia, bem como testes animais que
avaliam a capacidade de uma dada substancia em causar efeitos extrapiramidais
(Geyer e Ellenbroek, 2003; Pires et.al., 1996; Bardin et.al., 2006). Nos testes foi
avaliada a substancia miricitrina que, como ja mencionado, apresenta atividade
inibitéria sobre a PKC (tanto pela via da IP3 quinase quando por acdo direta sobre
PKC) e o 6xido nitrico (por deplecéo de calcio intracelular e por agir diretamente em
NNOS) (Meotti et.al., 2006; Agullo et.al., 1997; Gamet-Payrastre et.al., 1999). A
miricitrina se mostrou efetiva em relacdo a uma possivel atividade antipsicotica,
sendo que ao se testar substancias especificas para a inibicdo de PKC e de NO
também obtivemos resultados positivos quanto a acdo antipsicoética; assim sendo, €
possivel dizer que atividade antipsicotica apresentada pela miricitrina pode ser
decorrente da atividade e do sinergismo de seus dois mecanismos de acao. Além
disso, nossos dados corroboram dados obtidos por Meotti e colaboradores (2006)
quanto & acao nitrinérgica proposta para o flavondide miricitrina.

Os testes empregados sdao amplamente utilizados para a avaliacdo de
substancias antipsicoticas, tendo sido validados farmacologicamente, sendo possivel
confiar em sua capacidade preditiva na avaliacdo de atividade antipsicotica para
modelos animais (Chinen et al., 2006; Protais et al., 1976; Marcais et al., 1978; Pires
et al., 1996; Bardin et al., 2006; Ellenbroek e Cools, 1988; Cools et al., 1995;
Ellenbroek et al., 1996; Ellenbroek et al., 2001; Camarini et al., 1995), além disso, 0s
resultados obtidos com a olanzapina corroboram a validade dos procedimentos em
nosso laboratorio. Como jaA mencionado anteriormente, a validacdo e criacdo de
modelos animais eficazes no estudo de patologias psiquiatricas é bastante
complicado uma vez que nao somos capazes de mimetizar muitas das
caracteristicas tipicas da patologia relacionadas a alguns comportamentos
tipicamente humanos, como por exemplo, a fala desconexa ou pobre, presente em
pacientes psicoticos e que € um dos sintomas negativos da doenca. Assim sendo, é
possivel concluir que a descoberta de substancias que atuem no tratamento de
sintomas negativos se torna uma tarefa mais complexa que a descoberta daquelas
que atuam nos sintomas positivos, uma vez que carecemos de mais modelos

animais validados para tal avaliacdo (Lipska e Weinberger, 2000; Marcotte et al.,
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2001).

No teste de estereotipia a miricitrina apresentou uma boa capacidade de
reverter a estereotipia induzida por apomorfina, sendo que este efeito se mostrou
dose dependente, uma vez que somente a dose de 10mg/kg foi efetiva em reverter a
estereotipia. O modelo de inducdo da estereotipia por apomorfina e sua abolicdo
decorrente do tratamento com drogas antipsicéticas foi validado por Setler e
posteriormente adaptado para camundongos (Chinen et al., 2006). De acordo com
este teste, drogas capazes de diminuir a quantidade da dopamina liberada na fenda
sinptica, seriam capazes de reverter a atividade estereotipada, uma vez que tal
atividade é decorrente da atividade agonista dopaminérgica da apomorfina no
estriado (Costall et.al., 1982), como foi observado com nosso controle positivo, a
olanzapina. A hiperatividade dopaminérgica na via mesocortical, como ja
mencionado, leva a um comportamento desorganizado e/ou agitado no paciente,
sendo assim, a mimetizagdo do comportamento estereotipado apresentaria boa
validade como modelo de sintoma positivo da esquizofrenia (Pull, 2005; Andreasen e
Olsen, 1982). Posteriormente, na tentativa de avaliar o mecanismo de acao
envolvido em tal reversao de atividade estereotipada, foram escolhidas duas drogas,
o 7-nitroindazol (7-NlI), que tem por mecanismo de a¢&o a diminuicdo do NO cerebral
através da inibicdo da nNOS (Wiley, 1998; Salum et al., 2008; Issy et al., 2009) e o
tamoxifeno, que além de sua atividade antiestrogénica apresenta atividade de
inibicdo da PKC, sobre os mesmos dois subtipos especificos em que atuam a
miricitrina (Meotti et.al., 2006; Sabione et.al., 2008). Os resultados observados foram
de que as duas substancias apresentaram atividade antipsicética no presente teste,
sendo que para ambas o bloqueio da estereotipia foi total. Conclui-se entéo, a partir
de tais resultados, que substancias que apresentam atividade inibitéria da PKC,
além da atividade antimaniaca, que ja foi explorada e comprovada, poderiam ser
bons candidatos para farmacos antipsicéticos (Hanh et.al. 2005; Sabione et.al.,
2008). E importante citar que tal atividade no controle da psicose ja havia sido
sugerido, em pacientes maniacos, pelos trabalhos de Kulkarni e colaboradores
(2006) e Yildiz e colaboradores (2008). Em relacdo a inibicdo do NO e atividade
antipsicotica, o 7-NI mostrou uma inibicdo da estereotipia dose dependente, sendo
efetiva somente na maior dose. Existem muitos trabalhos que corroboram este dado,
sendo que estes trabalhos foram realizados em modelos animais tanto para

sintomas positivos quanto negativos da esquizofrenia (Wiley, 1998; West et al.,
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2002; Issy et al., 2009), o que revela um bom espectro de envolvimento do NO no
quadro de psicose. Este fato ja era esperado, uma vez que o NO tem um papel
importante nos mecanismos de liberacdo e recaptacdo da dopamina (Fujiyama e
Masukos, 1996; Del Bel e Guimardes, 2000). Nosso dado € corroborado pelo
trabalho de Abekawa e colaboradores (1997) que demonstrou a reversdo da
estereotipa induzida por anfetamina com a utilizacdo de L-NAME, um inibidor ndo
especifico da sintese de NO. A Ultima avaliacdo feita no teste de estereotipia foi a
reversao da atividade do 7-NI e da miricitrina através do pré-tratamento com L-
arginina. Neste teste foi primeiramente estabelecida a menor concentracdo de L-
arginina capaz de reverter totalmente a atividade do 7-NI, em sua maior dose
(6mg/kg), que foi a efetiva no blogueio da estereotipia. A necessidade do
estabelecimento desta dose decorreram do fato de que ndo foi encontrada na
literatura indicacdo de dose empregada em teste de estereotipia para camundongos
Swiss. Sendo que as doses observadas em trabalhos com outras linhagens de
camundongos e outros tipos de teste, variavam entre 250 e 750mg/kg (Jesse et.al.,
2008; Savegnago et.al., 2008). Testamos as doses de 200, 400 e 600mg/kg e a
dose escolhida para os testes posteriores foi a de 200mg/kg, uma vez que as trés
conseguiram reverter a atividade do 7NI e a utilizagdo da menor dose se torna a
mais viavel tanto pela economia de droga quanto por evitar os efeitos indesejaveis
como queda de pressao nos animais (Flora Filho e Zilberstein, 2000). Isto parece ter
ocorrido com a maior dose, uma vez que neste grupo 0s animais apresentaram uma
queda na locomocgdo, (embora nao significativa). Posteriormente foi avaliada
atividade da L-arginina na reversdo da atividade antipsicética da miricitrina e o0s
dados obtidos mostraram apenas uma reversado parcial de atividade da miricitrina.
Isto nos leva a concluir que a via da NO esta envolvida no efeito antipsicotico da
miricitrina, porém nao seria o Unico mecanismo de agao.

Outro teste feito para a avaliacdo de sintoma positivo da esquizofrenia foi o
modelo de climbing. Este teste seguiu o0 protocolo estabelecido por Protais e
colaboradores (1976) e considerando que o protocolo e o aparato de teste sdo bem
similares ao de estereotipia, decidimos pela realizagdo simultdnea dos testes, uma
vez que ambos sdo de facil realizacdo e com isso seriam economizados droga,
tempo e animais experimentais. Os dados obtidos revelaram novamente uma
atividade tipo antipsicotica da miricitrina, sendo que no presente teste ambas as

doses foram efetivas na reversdao da atividade de climbing. A olanzapina, como
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controle positivo, se mostrou efetiva (Bardin et.al., 2006), indicando a validade do
procedimento. Também neste teste, o padrdo se repetiu para as drogas que atuam
especificamente nas vias do NO (somente na dose mais alta) e da PKC, ou seja,
ambas apresentam atividade tipo antipsicdtica no teste de climbing. Este dado esta
de acordo com os achados de outros pesquisadores quando ao envolvimento do NO
e da PKC no controle da psicose (Dwivedi e Pandey, 1999; Yildiz et al., 2008; Wiley,
1998; West et al., 2002). Alem disto, este dado da inibicdo do climbing por acao de
substancias inibidoras da sintese de NO esta relacionado e corrobora os resultados
obtidos por Kim e colaboradores (1999), que relacionam a inibicdo dos receptores
NMDA como um mecanismo que indiretamente ird diminuir a atividade de climbing,
pois, como se sabe, 0s receptores glutamatérgicos do tipo NMDA estdo intimamente
relacionados com a sintese do 6xido nitrico. Ja os dados indicando uma possivel
atividade tipo antipsicotica do tamoxifeno no teste de climbing corroboram seu
envolvimento como via de mecanismo de acdo de drogas antipsicéticas como, por
exemplo. o haloperidol e a sulpiridina (Giambalvo, 1988). Por ultimo, mais uma vez
foi observado que a inibicdo da atividade do 7NI pelo pré-tratamento com L-arginina
é total, enquanto a inibicdo da miricitrina € apenas parcial. Novamente, os dados
indicam que possivelmente mais de um mecanismos de agédo esteja envolvido na
atividade antipsicética da miricitrina. Apdés a realizacdo destes dois testes foi
estabelecida como dose minima de utilizacdo de miricitrina para os testes
posteriores, a concentracdo de 10mg/kg, uma vez que esta foi efetiva na reversao
dos efeitos da administracdo de apomorfina nos dois testes iniciais de efeito
antipsicaotico.

O dultimo teste realizado para verificar uma possivel atividade antipsicoética foi
o teste da pata, um teste interessante ndo somente por apresentar um padrdo de
diferenciacdo entre antipsicoticos tipicos e atipicos, mas também por ndo haver
neste teste inducéo de comportamento por uso de outra substancia, e assim sendo,
este teste evita uma possivel interacdo entre substancia e apresentacdo de
resultados néo confiaveis (Ellenbroek e Cools, 1988; Geyer e Ellenbroek, 2003). O
haloperidol e a olanzapina foram utilizados, respectivamente, como controle para
padrdo de atividade de antipsicotico tipico e atipico (Ellembroek et.al., 1987; Colls
et.al., 1995). Neste teste a miricitrina apresentou um padrado de atividade do tipo
atipico, uma vez que esta somente foi efetiva em causar retencéo de pata traseira, o

mesmo sendo observado com a olanzapina. Estes dados poderiam ser tomados
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como um indicativo de uma potencial atividade antipsicética do tipo atipico da
miricitrina, carecendo, porém para tal afirmacdo da realizacdo de testes especificos
para sintomas negativos da psicose, como por exemplo, o teste de pré-pulso (Issy
et.al., 2009). Na tentativa de avaliar uma possivel alteragdo em tal padrdo de
resposta foi utilizada uma dose 3 vezes maior de miricitrina (30mg/kg), que também
nao apresentou efeito no tempo de retirada das patas dianteiras, indicando seu
baixo potencial para efeitos extrapiramidais. Em relacdo ao 7Nl e ao tamoxifeno,
neste teste somente o primeiro apresentou efeito. Esta variacdo pode ser decorrente
da necessidade de utilizagdo de uma maior dose de tamoxifeno para obtencéo deste
efeito em ratos, ou ainda, uma consequéncia da diferengca da taxa de velocidade
metabdlica entre as duas espécies, uma vez que, para alguns farmacos a
metabolizacdo € mais rapida em camundongos que em ratos, como € um exemplo, a
androstenediona (Martignone et.al., 2006) e em consequéncia da forma ativa do
tamoxifeno ser a forma metabolizada, que é conhecida como N-desmetil-tamoxifeno.
Quanto a atividade da substancia inibidora da sintese do Oxido nitrico, o 7NI, a
resposta corrobora mais uma vez a idéia de envolvimento do NO no efeito
antipsicotico de farmacos (Starr e Starr, 1995; Issy et al., 2009). Entretanto, o efeito
foi relativamente pequeno quando comparado com outros substancias como a
olanzapina, a miricitrina e o haloperidol; esta resposta diminuida pode ser decorrente
de uma absorcdo mais lenta da substancia ou de uma dose baixa baixa para
utilizacdo em ratos, uma vez que neste teste a mudanca da metodologia tanto
quanto a espécie empregada quanto a via de administracdo. O teste da pata
também é utilizado no intuito de avaliar um possivel efeito extrapiramidal de drogas,
uma vez que dentre as drogas ja testadas neste protocolo experimental, drogas
tipicas apresentam alterac&o no tempo de retracéo de pata dianteira na mesma dose
gue alteram a retirada de pata traseira (Ellenbroek e Cools, 1988). Este resultado da
miricitrina no teste da pata nos levou a realizacdo do teste de catatonia no intuito de
verificar a baixa de tendéncia de producao de efeito extrapiramidal da miricitrina.

No teste de catotonia, teste amplamente utilizado para avaliar efeitos
extrapiramidais de substancias (Ellenbroek and Cools, 1988; Cools et al., 1995;
Ellenbroek et al., 1996; Ellenbroek et al., 2001), foi observado que a miricitrina per
se, bem como a olanzapina, ndo apresentam tendéncia de desenvolvimento de
efeitos extrapiramidais, ao contrario do haloperidol, antipsicotico tipico. Este dado

reforca o relatiamente baixo potencial da miricitrina em induzir sintomas
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estrapiramidais em doses que apresentam efeito tipo antipsicético. Por dltimo, é
importante resaltar que todos estes testes foram feitos com doses das substancias
testadas que néo alteravam a atividade locomotora, podendo entdo se dizer que o
efeito observado era resultante da atividade da substancia per se e ndao decorrente
de uma diminui¢éo da capacidade do animal de se locomover.

Em suma, a miricitrina mostrou apresentar atividade do tipo antipsicética nos
testes de estereotipia, climbing e teste da pata e n&o apresentou efeito
extrapiramidal per se. Os resultados obtidos relacionam tal atividade com a
participacdo do NO e de uma outra via (talvez a PKC) para obtencéo do efeito tipo

antipsicotico da miricitrina.
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6. Conclusées:

A presente substancia, a miricitrina, mostrou um bom efeito nos modelos para
avaliacdo de drogas antipsicéticas (sintomas positivos), sem induzir, agudamente,
efeitos extrapiramidais. Assim sendo, pode-se dizer que tal substancia € um bom
alvo farmacoldgico para o tratamento de doengas que apresentem psicose, seja esta
uma caracteristica fundamental de quadro psiquiatrico, como no caso da
esquizofrenia, seja esta um possivel sintoma secundario, como no caso do
transtorno bipolar. E possivel concluir que nossos dados corroboram com trabalhos
de outros pesquisadores que relacionam a capacidade de farmacos de modularem a
atividade da PKC e oxido nitrico e uma acao terapéutica em quadros de mania e de
psicose, assim sendo, podemos concluir que a inibicdo da PKC e NO podem ser
alvos (teis para a pesquisa de novas drogas antipsicéticas. Por Ultimo, é
interessante comentar que, baseado na atividade apresentada nos testes que
realizamos, a miricitrina pode ser a primeira droga de uma nova classe de farmacos

antipsicoticos que nao atuem diretamente no receptor D,.
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