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Resumo

O transtorno de humor bipolar (THB) € composto de trés fases: depressiva,
maniaca/hipomaniaca e eutimica (remissdo de sintomologia). Tem sido proposto
gue a inibicdo da PKC seja o0 mecanismo de acdo comum de drogas estabilizadoras
de humor e antimaniacas, dados estes observados em estudos com animais e na
clinica. Por sua vez, tem sido proposto que a inibicdo do NO apresente efeito
antidepressivo. Interessante notar que a inibicdo de NO tem sido associada a efeito
antidepressivo em modelos animais, em que a diminuicdo da atividade nitrérgica no
hipocampo se mostrou efetiva na reversdo do comportamento depressivo. Por ultimo
€ importante citar que em ambas as fases do THB, estudos tém mostrado um
aumento do estresse oxidativo nos cérebros de animais apds estes serem
submetidos a inducdo de comportamento tipo maniaco ou depressivo e que 0
tratamento com farmacos diminui o estresse oxidativo.

A miricitrina € um flavondide extraido de vérias plantas (p.ex.: género
Eugénia), que apresenta efeito antinociceptivo, de inibicdo da proteina quinase C
(PKC) e a sintese da NO, além de um possivel efeito antioxidante. Portanto,
baseado nestas acdes neuroquimicas da miricitrina, pode-se propor que esta possuli
potencial antimaniaco, antidepressivo e antioxidante.

Diante dos fatos acima citados, o presente estudo teve como objetivo
principal avaliar o efeito da miricitina em modelos animais de mania
(hiperlocomocéo induzida por anfetamina ou por privacdo de sono e aumento no
namero de vocalizacbes de alta frequéncia pelo tratamento com anfetamina) e
depressdo (anedonia induzida por estresse brando e analisada por teste de
preferéncia de sacarose, nado forcado e suspensdo pela cauda). Inicialmente foi
avaliado o efeito da administracdo de miricitrina nos testes comportamentais de
mania e depressdo e posteriormente, a partir dos resultados iniciais, buscou-se
avaliar as alteracbes neuroquimicas decorrentes do tratamento com miricitrina,
como: 0s niveis de monoaminas (e seus metabdlitos), alteracdes nos niveis de IL-6,
TNF-a e estresse oxidativo nos animais.

Nossos dados sugerem que a miricitrina apresenta: (a) Efeito tipo
antimaniaco (reducdo de hiperlocomoc¢do induzida pela privacdo de sono e
anfetaminas; reducéo de vocaliza¢Ges ultrassdnicas de alta frequéncia induzida por
anfetamina e da laténcia do sono apds a privacdo de sono), (b) antidepressivo
(reversao da anedonia e diminuicdo de imobilidade no teste de natacado forcada e a
suspensdo da cauda induzidas por estresse crbnico e repetido), (c) efeito
antioxidante (d) reversdo do aumento na expressao de IL-6 induzida por estresse
cronico e repetido (e) reversdo da hipertrofia das adrenais induzido por repetido
estresse. Portanto, a miricitrina mostrou efeitos comportamentais e neuroquimicos
similares as drogas antimaniacas e antidepressivas, o que indica um bom potencial
para o desenvolvimento de um novo tratamento para do transtorno bipolar.
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Abstract

The bipolar disorder (BD) is composed of three phases: depressive, manic /
hypomanic and euthymic (remission of symptomology). It has been proposed that
inhibition of PKC is the common mechanism of action of antimanic drugs and mood
stabilizers (lithium and sodium valproate). In turn, it has been proposed that inhibition
of NO may provide antidepressant effect, and the decrease in of nitrinergic activity in
hippocampus has been effective in reversing depressive behavior. Finally it is
important to mention that the manic and depressive phases have been associated
with increased oxidative stress, and the same was observed in the induction of manic
or depressive-like behavior in animals, which is reversed by treatment with antimanic
and antidepressant drug.

Myricitrin is a flavonoid extracted from various plants (e.g. the genus
Eugenia), which shows the analgesic effect and which inhibits NO and PKC
synthesis. In addition, studies have shown a possible antioxidant effect. Therefore,
based on the neurochemicals actions of myricitrin, it can be said, that this has a
potential antimanic, antidepressant and antioxidant effect.

Considering the above mentioned, the present study aim was to evaluate the
effect of muyricitrin in animal models of mania (hyperlocomotion induced by
amphetamine or by sleep deprivation and increase in high-frequency vocalizations by
treatment with amphetamine) and depression (mild stress inducing depressive-like
behavior, assessed by sucrose preference tests, forced swim and tail suspension).
After the behavioral tests, we evaluated the effect of the treatment with myricitrin in
the levels of monoamines, changes in levels of IL-6, TNF-a and also in some
markers of oxidative stress.

Our data suggest that myricitrin features: (a) type antimanic effect (reduction
of hyperlocomotion induced by sleep deprivation and amphetamine, reduction of
high-frequency ultrasonic vocalizations and latency of sleep after sleep deprivation),
(b) antidepressant ( reversal of anhedonia and of increased immobility in the forced
swimming test and the tail suspension induced by repeated mild stress), (c) reduce
oxidative effect (d) revert the increases in IL-6 induced by repeated mild stress (e)
revert adrenal weight gain induced by repeated mind stress. Therefore, myricitrin
showed behavioral and physiological effects similar to antimanic and antidepressant
drugs, indicating a good potential for development of new treatment for bipolar
disorder.
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INTRODUCAO:

O transtorno de humor bipolar (THB) € um transtorno de grande impacto na
vida do paciente, de sua familia e da sociedade, causando prejuizos frequentemente
irreparaveis em varios setores da vida do individuo, como nas finangas, saude,
reputacdo, além do sofrimento psicolégico (Lopes e Murray, 1998; Yatham et al.
2005). A tonica de tal patologia séo alteracdes de humor e incapacidade de
responder corretamente aos estimulos externos, sejam estes ambientais ou
interpessoais, em decorréncia das oscilacdes de humor e comportamento (Lopes e
Murray, 1998). As principais drogas, atualmente utilizadas, como estabilizadores de
humor séo: o litio e o valproato de so6dio, sendo o litio considerado o padréo ouro no
tratamento desta patologia (Nivoli et al. 2011). Durante a fase aguda do transtorno
sdo utilizados ainda farmacos especificos em associacdo aos estabilizadores, a
saber, antidepressivos e antipsicoticos para contencdo de fase depressiva ou
maniaca, respectivamente (Keck, 2003; Nivoli et al. 2011). Algumas das
comorbidades associadas ao THB s&o: suicidio (Tondo et al. 2003; Colom et al.
2006), disturbios alimentares (Shisslak et al. 1991; Mury et al. 1995), ansiedade
(Regier et al. 1998), panico (Bellodi et al. 1993; Andrews e Slade, 2002), agorafobia
(Andrews e Slade, 2002; Bienvenu et al. 2006), fobia social (Lampe et al. 2003),
transtorno de impulsividade (Merikangas et al. 2007) e abuso de substancias
(Freeman et al. 2002) sendo interessante notar que a maior parte destas
comorbidades apresenta um forte componente serotoninérgico relacionado a sua
génese (Maes et al. 2011). Com base na gravidade e danos sociais e emocionais
resultantes dessa doenca se torna indispensavel a criacdo de novos modelos
animais para o estudo desta e também a pesquisa e desenvolvimento de novos

medicamentos para o seu tratamento (Rosa et al. 2008; Rosa et al. 2009).

1.1. Transtorno de humor bipolar (THB):

O THB é caracterizado por oscilacdes ciclicas de humor, que vao desde
alteracdes de humor (porém ndo muito exacerbadas), como as que ocorrem nos
periodos subsindromicos e eutimicos do transtorno, até mudancas patolégicas
acentuadas, que ocorrem na fase aguda da doenca (Judd et. al. 2002; Judd et al.
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2008). A alternancia entre estados depressivos e maniacos € a tdnica deste
transtorno; porém estados sub-clinicos e estados mistos também podem ocorrer,
bem como estados de eutimia, que se caracterizam por um periodo de remissao de
sintomas (Belmaker, 2004; Lima et al. 2005). De acordo com os trabalhos de Judd e
colaboradores (2008) e Nivoli e colaboradores (2011), os pacientes bipolares
passam aproximadamente 2/3 de suas vidas com humor caracterizavel como
depressivo e apenas 1/3 desta apresentando qualquer outro tipo de humor
(maniaco/hipomaniaco ou eutimico), assim sendo, ndo € de se surpreender que a
maior atencao seja dada a fase depressiva da doenca que a fase de mania.

O THB acomete 1 a 5% da populacdo (quando somados todos o0s subtipos
da patologia), estando associado a um alto nivel de prejuizo social e pessoal
(Akiskal et al. 2000; Muller-Oerlinghausen et al. 2002). Em relacdo a prevaléncia de
género, esta € igual em mulheres e homens (Graae et al. 2012); em termos de inicio
de quadro, este é normalmente apos os 20 anos, embora alguns casos se iniciem
ainda na adolescéncia e outros mais tardiamente (Gitlin et al. 1995; Associacéo
Psiquiatrica Americana, 2000). Existem indicativos de um forte componente genético
no transtorno, uma vez que a taxa de concordancia em gémeos univitelinos é de
34,5% a 48%, taxa esta trés vezes maior que a de gémeos dizigoticos (McGuffin et
al. 2003); aléem disto, a estimativa de ocorréncia entre familiares de portadores
apresenta um aumento de 10 a 20% quando comparado a populacdo geral,
demonstrando uma forte influéncia genética na patologia (Gershon et al. 1982;
Merikangas et al. 2002).

Uma vez que a caracteristica da patologia € a alternancia entre os estados
depressivo e maniaco/hipomaniaco, agora, estes serdo discutidos de acordo com o0s
critérios da APA (Associacdo Psiquiatrica Americana, 2000). Em relacdo a fase
maniaca, sua caracterizacdo se da pela apresentacdo, por um periodo minimo de
uma semana, de alguns dos seguintes sinais e sintomas: comportamentos alterados
principalmente quanto a necessidade de sono, psicomotricidade, cognicao e nivel de
energia, aumento da auto-estima, taquilalia (caracterizada por uma taxa de
articulacéo ou velocidade de fala elevada, suficientemente intensa para prejudicar a
inteligibilidade da mensagem) e distrabilidade. Normalmente o paciente apresenta
humor expansivo e eufdrico e pensamentos de grandeza (podendo estes chegarem
a ser delirantes), diminuicdo da necessidade de sono e aumento da energia, além de
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iniciar nesta fase, muitas atividades dirigidas a um objetivo (0 paciente inicia varios
projetos a0 mesmo tempo), ocorrendo também um aumento da sexualidade e uma
expansividade social (DSM-V; Akiskal et al. 2001; Moreno et al. 2005).

Por sua vez, durante a fase depressiva geralmente o paciente apresenta
alguns (pelo menos 5 segundo o manual estatistico e diagnéstico de doencas
mentais (DSM-V) dos seguintes sintomas por um periodo minimo de 2 semanas:
humor depressivo (sensacdo de angustia, tristeza, vazio, desesperanca e
desanimo), dificuldades de concentracdo e pensamentos de cunho negativo,
incapacidade de sentir alegria ou prazer, reducao da energia, agitacdo psicomotora
ou, ao contrério, lentificacdo, podendo ocorrer ideagdo suicida e/ou sintomas
psicoticos, além de alteracfes de apetite e do sono (DSM-V). Entretanto, no episodio
depressivo ndo se observa somente uma alteracdo de humor, mas também
alteracdes cognitivas e metabdlicas. Uma das razdes provaveis para tais alteracdes
€ 0 aumento da reatividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), que tem por
consequéncia alteracdes metabdlicas da sindrome do X (resisténcia periférica a
insulina, dislipidemia, hipertensdo e obesidade), alteracdo na funcao tireoidiana e
sexual, desequilibrio no sistema imune e diminuicdo de volume do hipocampo com
consequente prejuizo cognitivo (Tsigos e Chrousos, 2002). Estas manifestacbes
corroboram a teoria da depressdao como sendo um comportamento tipo doentio
(sickness behavior), criando entdo um link entre a teoria de hiper-reatividade do eixo
HPA e a teoria dos macréfagos na depressao (Smith, 1991; Miller et al. 2009). Além
disto, aproximadamente metade dos pacientes também apresenta queixas
somaticas como: cefaleia, dores no estbmago e no peito e tonturas (von Knorring et
al. 1983;1984; Yadid et al. 2000).

Por dltimo, entre os episdédios maniaco e depressivo, 0 paciente
normalmente apresenta uma fase de eutimia. Entretanto, alguns autores consideram
gue esta fase deve ser mais que apenas a auséncia de sintomas, pois nesta fase o
paciente deveria também estar (re)integrado funcionalmente em suas atividades de
rotina (Coffman et al. 1990; Joseph, 1999).

De acordo com os manuais diagndosticos como o DSM-V e o CID-10 (manual
de classificacdo internacional de doencas 10 edicdo) o THB pode ser subdivido em:
Transtorno bipolar do tipo | (apresenta fase de depressao, fase de eutimia e fase de
mania); tipo Il (no qual ao invés de fase de mania ocorre uma fase de hipomania),

3



ciclotimicos (pacientes bipolares que apresentam sintomologia similar a o THB tipo Il
com duragdo minima de 2 anos, porém de ciclagem rapida, mudanca de estado em
periodo inferior a uma semana e sintomatologia branda). A diferenciacdo basica
entre os quadros de mania e hipomania se d& pela intensidade dos sintomas, sendo
a hipomania menos acentuada e que somente pacientes que apresentam quadro
maniaco poderdo apresentar psicose relacionada a este periodo (Simpson et al.
1993; Belmaker, 2004). Estes episodios teriam um periodo de duracgéo entre 4 e 13
meses, sendo que o episodio depressivo é sempre maior que o episodio
maniaco/hipomaniaco e para ambos os tipos de pacientes bipolares, este ultimo
pode ser acompanhado de psicose (DSM-V).

Em relacdo as alteracdes bioldgicas que levam ao desenvolvimento do THB,
as reais causas sao desconhecidas. Existem muitos estudos mostrando as mais
variadas alteracdes neuroquimicas em pacientes bipolares através de estudos post-
mortem. Alguns destes achados também podem ser replicados em animais para que
estes apresentem comportamentos similares a depressao e a mania, mas poucas
teorias tentam explicar o que leva a oscilacdo comportamental. Acredita-se entéao
gue para o desenvolvimento de tal patologia, o que estaria ocorrendo na verdade
seria uma convergéncia de fatores, como fatores ambientais e sociais (sendo o
estresse o principal fator ambiental para desencadeamento de fase aguda do THB) e
fatores biologicos, podendo ser estes genéticos (como, por exemplo, alteracées no
BDNF, COMT e MAO), neuroquimimicos [por exemplo, alteracbes no equilibrio da
liberacdo de monoaminas ou alteracfes hormonais e atividade diminuida da bomba
sodio-potassio ATPase (Na+, K+-ATPase)] e anatdmicos (por exemplo, alargamento
de ventriculos e sulcos) (Thorpe et al. 1987; Shih, 1991; El-Mallakh e Wyatt, 1995;
Heninger et al. 1996; Berman et al. 1997; Craddock et al. 2001; Miiller-
Oerlinghausen et al. 2002; Neves-Pereira et al. 2002; Coyle e Duman, 2003;
Farvolden et al. 2003; Nakata et al. 2003; Shifman et al. 2004; Hanh et al. 2005;
Yatham et al. 2005; Green et al. 2006; Watson e Mackin, 2006; Herman et al. 2007,
Yildiz et al. 2008). Uma vez que a fase maniaca e a depressiva sdo em muitos
aspectos opostas e se apresentam de forma oscilatéria no THB, torna-se dificil a
criacdo de um modelo animal para o estudo do THB propriamente dito. Assim, a
maioria dos modelos para o estudo do THB é relacionada a uma ou outra fase.
Existe hoje uma vasta gama de modelos animais validos, bem como farmacos para
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o tratamento da fase depressiva (Kayser et al. 2011), embora nao totalmente
eficazes. Mas, em relacdo a fase maniaca da doenca, infelizmente, ainda existem
muitas dificuldades para criagdo de modelos animais que mimetizem tal fase e,
consequentemente, também para a busca de novos farmacos para seu tratamento
(Flaisher-Grinberg et al. 2010; Cipriani et al. 2011).

1.2. Teorias neurobioldégicas da mania:

Em relacdo a fase maniaca, algumas teorias vém sendo propostas como
alteracbes glutamatérgicas, dopaminérgicas e, principalmente, alteracdes da
proteina quinase C (PKC), além de estudos genéticos correlacionando alteragcbes
nos gene CLOCK, alteracbes nos padrées de sono e desenvolvimento de
comportamento tipo maniaco (Dixon e Hokin, 1998; Bymaster e Felder, 2002;
Sabione et al. 2008; Yildiz et al. 2008; Szabo et al. 2009). Em relacdo aos
marcadores biolégicos tém sido citados o aumento do estresse oxidativo e 0
aumento dos niveis e da atividade da PKC (Frey et al. 2006; Yildiz et al. 2008).Em
relacdo aos neurotransmissores associados ao quadro de mania, trabalhos
relacionam o aumento da dopamina (DA) ao desenvolvimento dos sintomas
maniacos. Por exemplo, farmacos que antagonizam a atividade dopaminérgica,
como 0s antipsicoticos, sdo efetivos no tratamento do quadro de mania (Bhana e
Perry, 2001; Bymaster e Felder, 2002) e substancias que tém por caracteristica
aumentar a liberacdo de dopamina (como por exemplo, a anfetamina) ou sé&o
agonistas dopaminérgicos (como por exemplo, a apomorfina) podem precipitar ou
mimetizar (no caso de testes animais) comportamentos maniacos (Sultzer e
Cummings, 1989; Peet e Peters, 1995). De acordo com Young e colaboradores
(2011), animais knockout para o transportador de dopamina (DAT) apresentavam
comportamento de risco aumentado quando comparados com animais selvagens,
sendo que o0 mesmo é observado ap6s a administracdo de anfetamina (Zeeb et al.
2009). Ainda nesta linha, estudos tém mostrado uma grande importancia do cértex
pré-frontal em tais atividades de risco, uma vez que a lesdo desta area leva, tanto
humanos quanto animais, a um comportamento de risco aumentado, o que €
observado tanto em pacientes maniacos quando em voluntarios sob uma

hiperestimulacdo do sistema dopaminérgico (Clark et al. 2001). Por ultimo, em
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relac@o ao principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central (SNC),
o glutamato (Glu), parece haver uma diminuicdo glutamatérgica, uma vez que
estudos tém mostrado que o litio aumenta a quantidade de glutamato livre
(provavelmente por diminuir sua recaptagao) em estudos “in vitro”; porém estudos “in
Viv0”, nos quais os animais foram tratados por duas semanas com litio, mostraram
um aumento da captacdo de glutamato e diminuicdo da amplitude de variacdo de
sua captacédo (Dixon e Hokin, 1998). Interessante que, de acordo com Szabo e
colaboradores (2009) a hiperatividade da PKC poderia ser a responsavel por esta
hipofuncionalidade glutamatérgica, sendo decorrente de uma fosforilacdo dos
receptores glutamatérgicos pela PKC.

Outra linha de pesquisa envolvendo a fisiopatologia do THB é referente a
alteracdes nos ritmos circadianos e sua correlacdo com alteracdes de humor,
principalmente na precipitagcdo de sintomas maniacos nos pacientes bipolares.
Estudos relatam que alteracdes no ciclo de sono, principalmente quadros de insonia,
parecem ser preditivos de possivel virada maniaca em pacientes depressivos ou em
eutimia (Piletz et al. 1994; Feldman-Naim et al. 1997). Mais ainda, de acordo com o
trabalho de Brill e colaboradores (2011) as alteracfes de sono sdo muito comuns em
pacientes eutimicos e podem ser tomadas como sintoma remanescente do THB e
gue ao se intensificar pode ser um fator predisponente da recaida. Outros estudos
mostram que alteracdes nos genes relacionados ao controle do ciclo sono-vigilia,
como o gene CLOCK, levam a alteracbes comportamentais em animais, similares
aquelas observadas em pacientes maniacos, como hiperatividade em ambientes
novos, diminuicdo da necessidade de sono e baixa aversdo a situacao de risco, bem
como o comportamento tipo ansioso (Wehr et al. 1983; Jones, 2001). De acordo
com o trabalho de Mansell e Pedley (2008), pelo menos 75% dos estudos com
pacientes bipolares citam algum tipo de alteracdo de sono entre 0s sintomas
observados nos pacientes maniacos; além disso, de acordo com o estudo de
Colombo e colaboradores (1999), a privacdo de sono, por trés dias, em pacientes
bipolares deprimidos pode levar ao desenvolvimento de sintomas de mania em 10%.
Esses dados entdo demonstram a importancia das alteracfes de sono para o
entendimento da neurobiologia da mania.

Talvez a teoria atualmente mais estudada, relacionada ao desenvolvimento
da mania é a que relaciona tal quadro a um aumento da atividade da PKC. Os
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estudos tém mostrado alteracdo na atividade da PKC nos pacientes bipolares, sendo
observado aumento da translocacdo desta do citosol para a membrana em
plaguetas, havendo diminuicdo desta translocacdo apds tratamento com
estabilizadores de humor (Hanh et al. 2005). Além disso, em estudos post-mortem
em pacientes bipolares, foi observado um aumento da PKC ativada na area do
cortex frontal (Wang e Friedman 1996). E interessante notar que as substancias
psicoestimulantes (por exemplo, anfetamina e cocaina), que podem precipitar
comportamentos maniacos em pessoas suscetiveis, ttm como um dos alvos de
acdo a PKC (Kessler, 2004; Chen et al. 2009a). A PKC tem uma distribuicdo
heterogénea no cérebro, e desempenha um papel importante na regulacdo da
excitabilidade neuronal, liberacdo de neurotransmissores e alteracbes de longo
prazo na expressdo génica e plasticidade (MacDonald et al. 2001). Estudos
reportam que 0 aumento da sua expressdao em pacientes maniacos estaria
relacionada a hiperatividade motora, comportamento de risco e comportamento
hedodnico excessivo (Szabo et al.2009). A ativacdo da PKC leva a ativagao
subsequente de sistemas monoaminérgicos, com maior atividade no sistema
dopaminérgico (White & Kalivas, 1998; Chen 2009b). Em relacdo ao tratamento do
THB, estudos mostram que farmacos estabilizadores de humor, como o litio e o
valproato, atuam nos subtipos a e ¢ da PKC, inativando-os. Embora estas drogas
possuam diversos mecanismos de acdo, o padrdo de acado destes estabilizadores
parece ser, a0 menos em parte, devido a diminuicdo da ativacdo da PKC (Manji e
Lenox, 1999; Manji e Chen, 2002; Watson e Lenox, 1996). Por dltimo, um farmaco
atualmente relacionado ao tratamento do THB, o tamoxifeno, cuja atividade no
guadro de mania do THB foi documentada tanto em testes animais quanto em
humanos, apresenta como mecanismo de acdo a diminuicdo da atividade da PKC
(Sabione et al. 2008; Yildiz et al. 2008; Pereira et al. 2011). Portanto, considerando a
proposta da participacdo da PKC no desenvolvimento do comportamento maniaco,
as substancias que apresentam acdo inibitéria sobre a PKC podem ser protétipos
para o estudo e desenvolvimento de novas drogas antimaniacas.

Cabe ressaltar que 0 aumento da atividade da PKC, bem como o aumento
da metaboliza¢do de monoaminas, poderiam entdo levar a um aumento de demanda
de energia e a uma hiperfuncionalidade da mitocondria, além de um gasto maior de
oxigénio pelo cérebro, tendo por consequéncia, o aumento do estresse oxidativo. O
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estresse oxidativo pode ser considerado um desbalangco entre a concentragdao de
antioxidantes enddégenos e a producdo de espécies reativas, tanto de oxigénio
guanto nitrogénio, e sua eliminacdo pelos sistemas de defesa do corpo (Cross et al.
2002). O cérebro é em particular vulneravel a producdo de espécies reativas, pois
metaboliza 20% do oxigénio total do corpo e possui uma capacidade antioxidante
limitada (Floyd, 1999). Algumas dessas enzimas de defesa contra a producao de
radicais livres sdo a SOD (superoxido dismutase), CAT (catalase), GSH (glutationa)
e GST (glutationa S-transferase). Alteracdes em seus niveis, bem como aumento da
peroxidacdo lipidica (LPO), sdo tomados como indicativo de desbalanco da
homeostasia da producédo de espécies reativas. Tem sido levantada a hip6tese de
gue o THB esta associado com disfuncées na mitocdndria (Kato e Kato, 2000) que
pode levar a uma queda nas trocas de energia e degeneracéo celular (Calabrese et
al. 2001). O aumento do estresse oxidativo ja foi reportado em estudos tanto em
humanos na fase maniaca quanto em modelos animais de mania. Por exemplo, Frey
e colaboradores (2006) observaram que a anfetamina (que aumenta a atividade
dopaminérgica) levaria a um aumento dos niveis de estresse oxidativo e 0
tratamento com litio reverteria este aumento. Assim sendo, a analise dos niveis de
estresse oxidativo pode ser vista como um possivel marcador biologico, sendo
interessante ainda citar que, uma vez que as concentracdes das enzimas de defesa
sdo baixas no cérebro (em média 4x menor que no figado), se torna mais
interessante a mensuracdo de marcadores ndo enzimaticos como a LPO e a GSH
(Machado-Vieira et al. 2007).

1.2.1. Modelos animais no estudo da mania:

Como mencionado anteriormente, as principais alteracdes observadas
durante a fase maniaca do THB sé&o: alteracdes dopaminérgicas, alteracfes de sono
e da PKC. Como também ja citado, os principais sintomas da mania sdo aumento de
energia que resultaria em hiperatividade, comportamento de risco, hipersexualidade,
agressividade e fala rapida com fuga de ideias. Para o estudo da mania hoje em dia
os modelos estdo relacionados com a indugdo de hiperatividade através da

administracdo de psicoestimulantes (tais como anfetamina) ou pela privagdo de



sono, sensibilizacdo por morfina, comportamento de risco, comportamento agressivo
e alguns modelos genéticos (Gessa et al. 1995; Niculescu et al. 2000; Flaisher-
Grinberg et al. 2010; Grappi et al. 2011).

Até o presente momento, o modelo mais bem estabelecido para o estudo da
mania é o de hiperatividade desencadeada pela administracdo de psicoestimulante.
A estimulagdo por anfetamina seguida por teste de campo aberto apresenta uma
boa validade preditiva e de face, mas ndo reproduz varias das alteracdes
psicopatoldgicas que ocorrem na fase maniaca, mas apenas a hiperatividade dos
pacientes durante o episédio maniaco (Decker et al. 2000; Einat, 2000; Nestler et al.
2002a; Perry et al. 2010). Por outro lado, a existéncia de alteracbes dopaminérgicas
ja foi documentada em pacientes maniacos e drogas psicoestimulantes induzem
sintomas maniacos em pacientes com THB e sintomas tipo maniacos em voluntarios
saudaveis, sendo estes reversiveis pelo tratamento com litio e acido valproéico
(Zarate e Maniji, 2009). Além disso, de acordo com os trabalhos de Ahrens e
colaboradores (2009) e de Brudzynski e colaboradores (2011), a estimulacdo do
sistema dopaminérgico seria responsavel pelo aumento do niamero de vocalizacbes
de ratos e camundongos, podendo talvez este aumento de vocalizacdo ser
relacionado a taquilalia dos pacientes maniacos. Assim sendo, por mais que a
estimulacdo do sistema dopaminérgico ndo esteja relacionada a todos os sintomas
da mania, esta estaria envolvida em pelo menos dois dos sintomas observados.

Por sua vez, o modelo de privacdo de sono parece reproduzir melhor a
psicopatologia do episédio maniaco, mimetizando a hiperatividade, a
hipersexualidade e a agressividade dos pacientes maniacos (validade de face).
Além disto, reproduz também varias alteracbes neuroquimicas como a
hiperatividade dopaminérgica e hipoatividade do sistema opi6ide, como ocorre em
pacientes durante a fase maniaca. (validade de constructo). Ressalta-se que 0s
bloqueadores dopaminérgicos sdo os agentes de primeira escolha em o tratamento
de mania aguda (Gessa et al. 1995; Yatham et al. 2002; Yatham et al. 2005). Mais
ainda as alteracGes causadas por privacdo de sono ndo sdo induzida por drogas,
evitando a questao de interacdo farmacocinética entre o psicoestimulante e a droga
teste e a limitacdo das alteracdes neurobiolégicas ficarem restritas ao mecanismo de
acdo da droga psicoestimulante. Além disso, estes animais apresentam maior
laténcia de sono apés a privacdo de sono, o que € diminuida por algumas drogas
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com atividade antimaniaca (como o litio, por exemplo), tornando este teste mais
interessante, uma vez que alteracbes de sono estdo relacionadas com o
desenvolvimento de comportamento maniaco (Gessa et.al. 1995) e a privacdo de
sono parece desencadear episdédios maniacos em pacientes com THB (Colombo et
al. 1999).

O modelo de sensibilizacdo a morfina € baseado na premissa de que o
estresse repetido provoca um comportamento anedénico em camundongos e ratos
(este comportamento é normalmente induzido em animais para o0 estudo da
depressédo), porém quando o animal é sensibilizado com morfina, este se torna
resistente ao desenvolvimento da anedonia e esta resisténcia poderia entdo ser
tomada como um possivel modelo para estudar a mania. Além disso, o tratamento
com litio reverte a resisténcia a anedonia induzida pelo estresse causado pela
sensibilizacdo por morfina (validade preditiva) (Grappi et al. 2011). Finalmente, em
relacio aos modelos genéticos, eles mimetizam algumas alteracdes
psicopatolégicas e neuroquimicas da doenca, que respondem a drogas
antimaniacas (validade de face, preditiva e construto), mas tém o inconveniente de
serem de dificil implementac&o (animais knockin ou knockout séo caros e dependem
de condi¢cdes especiais de manutencdo) e, além disso, ndo reproduzem algumas
caracteristicas do paciente, talvez por ainda nao estarem claras todas as alteracdes
genéticas, anatdbmicas e neuroquimicas e moleculares do episodio maniaco
(Malkesman et al., 2009). Como é possivel ver, ainda ndo temos um modelo com
boa validade para o estudo da mania, uma vez que os modelos e testes existentes
s6 reproduzem certos aspectos do comportamento, ndo mimetizando as alteracdes
emocionais, que sdo caracteristicas marcantes das mudancas de humor de

pacientes bipolares.

1.3. Teorias neurobioldgicas da depressao:

Quando se pensa em depressdo, normalmente a primeira visdo é da
depressao maior, porém existem muitos tipos de depresséo. De acordo com o DSM-
V, 0s subtipos de depressao sao: depressdao maior, transtorno de humor induzido

por substancia, transtorno de humor devido a condicdo médica geral, depresséo
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sazonal, perturbacdo ou desregulacdo de humor, transtorno disférico pré-menstrual
e depressao associada a outras condi¢cdes. De acordo com Nestler e colaboradores
(2002b), as formas mais severas de depressao afetam de 2 a 5% da populagao
americana e mais de 20% apresentam a forma mais branda. Portanto, pensando-se
nas multiplas formas da depressao, € possivel se deduzir que sua neurobiologia é
complexa e multifatorial. Devido a tal complexibilidade, surgiram vérias teorias que
tentam explicar as causas da depressdo, sendo as mais estudadas a teoria
monoaminérgica, a teoria de hiper-responsividade do eixo HPA ao estresse e a
teoria neuroinflamatoria na depresséo.

Embora se considere hoje que ndo somente alteragcbes em
neurotransmissores (como dopamina, serotonina e noradrenalina) estdo envolvidas
na fisiopatologia da depressao, a teoria monoaminérgica é a mais antiga das teorias
ainda estudadas e também a que levou ao desenvolvimento da maioria dos
medicamentos antidepressivos em uso. A formulacdo desta teoria é baseada
principalmente nas observacbes de que os primeiros farmacos antidepressivos
atuam nas monoaminas (iproniazida, um inibidor da MAO, e a imipramina, um
inibidor da recaptacédo de serotonina e noradrenalina) e que a reserpina, um anti-
hipertensivo que depleta as monoaminas, leva a quadro de depressao (Gronli et al.
2007). E bem documentada a reducio de monoaminas, mais especificamente
noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT), porém indicios de diminuicdo de dopamina
também sao frequentemente relatados em pacientes depressivos (Rampello et al.
1991; Bonhomme e Esposito, 1998; Anand e Charney, 2000; Hirschfeld, 2000).
Ressalte-se que a ocorréncia de alteracdo nos niveis de neurotransmissores € um
achado frequente na depressdo, porém caso fosse esta a Unica alteracéo
neurobioldgica, a responsividade dos pacientes aos antidepressivos (que em sua
grande maioria tem por funcdo o aumento da disponibilidade de neurotransmissores)
seria total, o que ndo ocorre (Ruhé et al. 2007). Na realidade apenas 65% dos
pacientes s80 responsivos ao tratamento com antidepressivos, e esta resposta
ocorre apenas apés quatro semanas de tratamento em média (Berton e Nestler,
2006). Assim sendo acredita-se que eficacia dos antidepressivos ndo esteja
relacionada ao aumento imediato dos niveis de monoaminas nas sinapses, mais sim
a estimulacdo de cascatas intracelulares decorrentes deste aumento, como, por
exemplo, a elevacdo dos niveis de neurotrofinas e alteracbes da plasticidade
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cerebral (Pittenger e Duman, 2008). Estudos mostram que em pacientes
depressivos ocorre uma diminuicdo da neurogénese hipocampal e que o tratamento
com antidepressivos, além da reversdo dos sintomas da depressdo, leva a um
restabelecimento das neurotrofinas (Cunha e Frey. 2006). Esta diminuicdo da
neurogénese levaria a dois dos possiveis sintomas da depressao, o déficit cognitivo
e a diminuicdo da neurogénese. A partir deste ponto, grande foco tem sido dado ao
BDNF (fator neurotréfico derivado do encéfalo) na depressao, uma vez que tem sido
observado um decréscimo dos niveis de BDNF como um fator comum entre
pacientes deprimidos. O BDNF se liga ao receptor TrkB (da familia trk, que
apresenta atividade proteina quinase) e a ativacdo dos receptores TrkB pelo BDNF
contribui para a sobrevivéncia celular, crescimento neural, transmissdo sinaptica,
plasticidade e migragéo celular (Post 2007). Em relagdo a memoria, estudos tém
correlacionado a diminuicdo do BDNF com o prejuizo de memoria presente em
pacientes depressivos (Karege et al. 2005; Schmidt e Duman, 2010).

Outro neurotransmissor que tem sido associado com o desenvolvimento da
depressdo € o GABA (acido gama aminobutirico), sendo importante ressaltar que
este neurotransmissor esta relacionado com a modulacdo da neurotransmissdo de
monoaminas como dopamina, serotonina e noradrenalina. Associa-se uma
diminuicdo da transmissdo GABAérgica com a depressao, pois o estresse diminui a
taxa de atividade de GABA e agonistas e antagonistas GABA-A modulam o
comportamento dos animais em modelos de depressdo. Em relacdo a estudos
clinicos, alguns autores propdem que farmacos que aumentam a transmissao
GABAérgica tém atividade antidepressiva e antimaniaca (Brambilla et al. 2003).
Além disto, existem estudos que demonstram diminuicdo de GABA no plasma em
pacientes bipolares, inclusive na eutimia (Petty, 1995; Petty et al. 1996; Brambilla et
al. 2003; Tunnicliff e Malatynska, 2003).

Por ultimo, em relacdo ao principal neurotransmissor excitatorio do SNC, o
glutamato, os resultados encontrados na maioria dos trabalhos indicam um aumento
na disponibilidade deste neurotransmissor na depressdo (Mason et al. 2000;
Sanacora et al. 2004; Bhagwagar et al. 2007). Estes dados foram obtidos tanto em
estudos em animais quanto em humanos, onde a administracdo de antagonistas do
receptor  NMDA (N-Metil-D-Aspartato), como a quetamina, apresenta efeito
antidepressivo. Uma correlacdo importante com a funcionalidade glutamatérgica € a
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producdo de Oxido nitrico (NO) uma vez que esta é dependente da ativacdo dos
receptores NMDA (Gally et al. 1990; Salum et al. 2008). O NO influi em funcbes
como neurotransmissao, plasticidade sinaptica, aprendizado, percepcao de dor,
agressao e comportamento aneddnico (Mantovani et al. 2003; Dihr e Kulkarni, 2007).
Estudos tém demonstrando que a diminui¢cdo da atividade nitrérgica no hipocampo
apresenta efeitos antidepressivos e com isso foi teorizada a implicagdo do NO nas
alteracfes associadas ao estresse e a depressao (Joca e Guimaraes, 2006; Harkin
et al. 2004). No estudo de Wegener e colaboradores (2000) foi demonstrado que
inibidores da O6xido nitrico sintase neuronal (NNOS) aumentam o0s niveis de
serotonina e dopamina no hipocampo ventral de ratos e que L-arginina (precursor do
NO) apresenta efeito oposto, mostrando que o NO endbgeno pode controlar
negativamente o0s niveis de serotonina e dopamina no hipocampo. Ainda é
importante citar que estudos tém demonstrado a importancia do sistema nitrérgico
na modulacéo da atividade serotoninérgica, sendo que o NO modularia a liberagéo e
inibiria a enzima de sintese da serotonina (Kuhn e Arthur, 1996) e inativaria a propria
serotonina (Fossier et al. 1999). A hiperatividade do sistema glutamatérgico também
poderia estar relacionado com a morte neuronal documentada em pacientes
depressivos, uma vez que o0 glutamato em excesso apresenta atividade citotoxica.
Além disso, o aumento da ativacdo dos receptores NMDA e consequente aumento
nos niveis de NO poderia desencadear um aumento nos niveis de estresse oxidativo
0 que também ja foi documentado tanto em animais quanto em humanos em quadro
de depressao (Michaelis, 1998; Andreazza et al. 2008).

Outra teoria propde uma alteracdo do eixo HPA no desenvolvimento da
depressado. Henn e Vollmaryr (2004) postulam que o desenvolvimento da depressao
teria por base 25% de influéncia genética e 75% seria o0 resultado de fatores
ambientais. De acordo com a definicdo de Hans Selye, o organismo responderia a
fatores estressores tanto externos quando internos com uma série de respostas
fisiol6gicas orquestradas no intuito de manter a homeostasia e esta adaptacao seria
chamada de “sindrome geral da adaptagao” (Szabo, 1985), sendo que o principal
centro de resposta e adaptacado seria o eixo HPA. A inadaptacéo a tais fatores entéo
seria um fator que poderia desencadear o desenvolvimento da depressdo. Segundo
esta teoria, fatores genéticos precipitariam uma maior responsividade a fatores
estressores e a exposicdo a esses fatores levaria a uma resposta aumentada ao
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estresse pela inabilidade do sistema em se auto inibir. Esta responsividade
aumentada j& foi documentada em pacientes depressivos, por exemplo, e tal
alteracdo leva a uma instabilidade da liberagdo de hormonios alterando a
homeostase cerebral (Kandel, 2000; Stephen et al. 2005). Diante de um estimulo
estressor as células dos nucleos paraventriculares hipotalamicos secretam o
horménio liberador de corticotrofina (CRH) na microcirculagéo hipofisaria, sendo que
o CRH na hipdfise levara a liberacdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) que,
ao agir sobre a adrenal, levard a producao de glicocorticoides. Os glicocorticoides
por sua vez irdo modular a atividade do eixo HPA, promovendo um estimulo
inibitério a producdo de CRH e ACTH através de sua acdo no hipocampo e
hipotdlamo (Aguilera et al. 2007). Caso haja falha em tal retroalimentacao negativa,
0 sistema ndo serda entdo capaz de cessar sua atividade e esse estado de
hiperatividade levaria a hipo-responsividade dos receptores para CRH, aumento dos
niveis de cortisol, alteracbes metabdlicas, alteracdo na funcéo tireoidiana e sexual,
desequilibrio no sistema imune e diminuicdo de volume do hipocampo com
consequente prejuizo cognitivo (Tsigos e Chrousos, 2002). Além disso, € importante
citar que os neur6nios que apresentam receptores para CRH, presentes no sistema
limbico, fazem extensas conexfes com neurdnios serotoninérgicos e
noradrenérgicos (Nemeroff, 2002). Em relacéo as alteracdes nas concentracfes de
BDNF apds a exposicdo a fatores estressores, dados oriundos principalmente de
trabalhos com animais, mostram que a exposicao ao estresse leva a diminuicdo de
BDNF e o tratamento com antidepressivos reverte tal quadro. (Shirayama et al.
2002; Saarelainen et al. 2003; Sairanen et al. 2005; Berton e Nestler 2006; Li et al.
2008).

Relacionado a precipitacdo do quadro de depressdo em decorréncia de
estresse, outra teoria propde que 0 estresse precipitaria 0 aumento de citocinas e
em decorréncia deste aumento ocorreria 0 comportamento depressivo, que seria um
comportamento tipo doentio (Thomas et al. 2005; Miller et al. 2009). Estudos tém
associado aumento no nivel de citocinas pro-inflamatérias ao desenvolvimento da
depressdo ou comportamento doentio (“sickness behavior”), sendo as principais
citocinas a IL-1 (interleucina 1), IL-6 (interleucina 6) e TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa). No trabalho de reviséo feito por Goshem e Yirmiya (2009) a IL-1 foi
citada como reguladora central da resposta ao estresse, estando, portanto
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relacionada a liberacdo de glicocorticoides. Assim sendo, a depressdo, segundo
estes autores, seria um comportamento doentio, ou seja, um fendmeno
psiconeuroimunolégico. Estudos em humanos e animais tém demonstrado uma
correlacdo entre os niveis de IL-6 e a depressdo (Kubera et al. 2004; Monje et al.
2011). De acordo com Kubera e colaboradores (2004) quanto maiores os niveis de
IL-6, maior o grau de depressdo (gravidade dos sintomas). Outra citocina pro-
inflamatoria relacionada a depressao € o TNF-a (fator de necrose tumoral), sendo
gue o aumento de TNF-a tem sido associado com o desenvolvimento de quadros de
depressdo e que, para ambas as citocinas, 0s pacientes costumam normalizar 0s

niveis apos tratamento com antidepressivo (O"Brien et al., 2007).

1.3.1. Modelos animais no estudo da depressao:

Os modelos animais de depressao sao amplamente utilizados na tentativa
de melhor entender sua fisiopatologia bem como para tentar produzir novos
farmacos mais efetivos para o seu tratamento. Infelizmente esses modelos
apresentam certas restricbes uma vez que Sao incapazes de mimetizar
caracteristicas mais psicologicas, como sentimento de culpa, ideacdo suicida e
humor depressivo. Entretanto os modelos hoje existentes sao efetivos em mimetizar
a anedonia presente em pacientes depressivos, 0 que € uma caracteristica marcante
da depressdo e um importante critério diagnostico. Embora seja impossivel recriar
todos os sintomas de uma determinada patologia em animais, principalmente em se
tratando de transtornos psiquiatricos com um fundo multifatorial, sdo os modelos
animais que nos possibilitam compreender melhor a neurobiologia da patologia e a
medida que estes sao responsivos ao tratamento com os farmacos hoje existentes,
podemos entdo criar um paralelo entre o comportamento do animal (embora carente
de todos os sintomas da doenca) e a patologia em si.

Ainda é importante ressaltar aqui que para um teste ou modelo ser valido,
ele deve ter ao menos uma das seguintes validades: validade preditiva (o
comportamento induzido no animal € revertido ou prevenido com o tratamento
utilizando-se os farmacos, eficazes em humanos, para aquela condicdo); validade de

face (quanto um modelo é capaz de reproduzir sintomas e/ou comportamentos da
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doenca em estudo); validade de constructo (quanto o modelo reproduz os
mecanismos neurobiolégicos da doenca) (Freis e Magalhdes, 2010). Dentre estes
parametros a serem validados, pode-se dizer que os testes mais antigos para o
comportamento tipo depressivo apresentam normalmente validade preditiva, como é
0 caso do teste de nado forcado e o teste de suspenséo pela cauda (Nestler et al.
2002a,b). Nestes dois testes os animais sao submetidos a uma situagao inescapavel
e € avaliado o tempo de imobilidade, que é tomado como comportamento tipo
depressivo e farmacos antidepressivos sao efetivos em diminuir a imobilidade (Cryan
et al. 2002; Skalisz et al. 2004; Raupp et al. 2008).

Entretanto um modelo também muito utilizado para o estudo da depressao é
o de estresse brando repetido e imprevisivel (Chronic mild stress — CMS) (Willner et
al. 1987), que por mimetizar alteragées encontradas em pacientes com depresséo,
como aumento dos niveis de cortisol e citocinas, diminuicio de BDNF,
comportamento aneddnico e aumento nos niveis de estresse oxidativo seria entdo
considerado um modelo que apresenta ndo s6 validade preditiva mas também de
face e de constructo (McArthur e Borsini, 2006; Casarotto e Andreatini, 2007). Este
modelo se baseia em expor o animal a uma variedade de situacfes estressoras
diariamente e desta forma induzir um comportamento tipo aneddnico que é
mensurado pelo teste de consumo de sacarose (McArthur e Borsini, 2006). A
exposicao de roedores a fatores estressores de uma maneira continuada mimetiza
muitos dos aspectos observados em pacientes depressivos, como aumento dos
niveis de interleucinas (Monje et al. 2011); aumento dos niveis de corticosterona
plasmatica (Kubera et al. 2001; Joels et al. 2004) com consequente hipertrofia da
adrenal (Reul et al. 1993); alterac6es de sono REM (Moreau et al. 1995); diminuicéo
de comportamento sexual (D’Aquila et al. 1994), aumento do estresse oxidativo
(Eren et al. 2007) e comportamento exploratorio e diminuicdo da neurogénese
hipocampal (Joels et al. 2004). Fato importante de ressaltar € que apenas o
tratamento repetido, mas ndo agudo, com antidepressivos reverte as alteracdes

induzidas pelo estresse brando repetido e imprevisivel.
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1.4 Tratamento farmacoldgico do THB:

O tratamento do THB é dividido em fases de acordo com o estado do
paciente, sendo as fases: tratamento de mania aguda, tratamento de depressao
aguda ou manutencdo. O tratamento normalmente é feito com a utilizacdo de um
estabilizador de humor, sendo o litio e o valproato os farmacos mais utilizados,
somado a antidepressivo ou antipsicético e sedativos, para contencdo das fases de
depressao e de mania aguda, respectivamente (Goodwin, 2003; Gijsman et al. 2004;
Lafer e Soares, 2005; Moreno et al., 2005). Apés a estabilizacdo do quadro agudo, o
tratamento € mantido apenas com estabilizador de humor (Geddes et al., 2004;
Souza, 2005).

Em relacdo ao tratamento da mania ou hipomania em fase aguda, a
utilizagdo de antipsicoticos, anticonvulsivantes e até mesmo de sedativos é efetiva
em conter os sintomas. Os principais antipsicoticos utilizados sao os atipicos, como
por exemplo, a olanzapina (Moreno et al. 2005; Cipriani et al. 2011). Em relagéo aos
anticonvulsivantes, o acido valproico (valproato) e a carbamazepina sédo eficazes
(Cipriani et al. 2011), existindo dados sugerindo um potencial efeito da fenitoina
(Tonelli et al. 2013).

Os principais antidepressivos utilizados na clinica sdo agrupados segundo
seu principal efeito (no tratamento agudo) sobre as monoaminas, em: inibidores da
recaptacao (seletivos ou nao seletivos), inibidores da metabolizacédo e atipicos. Os
principais tipos entdo seriam: inibidores seletivos da recaptacéo (para a serotonina,
por exemplo a fluoxetina; para a noradrenalina, por exemplo a reboxetina), inibidores
nao seletivos (para a serotonina e a noradrenalina, como por exemplo a duloxetina e
a imipramina; para a dopamina e a noradrenalina, como por exemplo a bupropiona);
inibidores da MAO - monoamino oxidase (ex.: moclobemida e selegilina); e atipicos
como 0s antagonistas a2 adrenérgicos (mirtazapina) antagonistas 5HT>
(nefazodona) antiglutamatérgicos (quetamina) e agentes melatoninérgicos
(agomelatina) (Souza, 1999; Stahl, 2002; Lafer e Soares, 2005).

O terceiro grupo de drogas sdo os estabilizadores de humor, que séo
utilizados durante todas as fases do THB, sendo os mais amplamente utilizados o
litio e o valproato. O mecanismo de acgéo do litio é relacionado a alteracdes nas vias

do inositol trifosfato (teoria de deplecdo de inositol pela acdo em fosfatases) e da
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adenilato ciclase. Além disto, uma vez que o litio € similar a outros ions (por
exemplo: soédio), este também pode influenciar no equilibrio da liberacdo de
monoaminas. Além disto, a administracdo de litio resulta em um aumento na
concentragdo de serotonina livre e diminuicdo da noradrenalina (Guimaraes, 2000;
Goodwin et al. 2003; Machado-Vieira et al. 2003). Mais ainda, como ja citado, o litio
atua como inibidor da PKC, o que auxilia no tratamento da fase maniaca. O litio
apresenta grande eficicia no tratamento do THB, sendo por isso um dos farmacos
mais utilizados até hoje como agente antimaniaco, apresentando também efeito
antidepressivo. Entretanto apresenta como efeito colateral, apds tratamento
prolongado, toxicidade que afeta a tiredide e rins dos pacientes, além de significante
aumento de peso, necessitando ainda de um constante controle sérico dos seus
niveis (Stahl, 2002). Por sua vez, o mecanismo de agao do valproato seria mais
relacionado a inibicdo da PKC. Outros estudos também apontam que este apresenta
atividade sobre o sistema GABAérgico, que consequentemente ira influenciar na
balanco do sistema monoaminérgico, auxiliando que este volte ao equilibrio da
liberacdo (Maes et al. 1997).

Embora o carbonato de litio e o acido valpréico (valproato de sodio e
divalproato), denominados estabilizadores do humor, apresentem uma boa
efetividade clinica na mania, existem pacientes que néo respondem a estas drogas
ou que sdao intolerantes aos efeitos adversos (Keck, 2003; Moreno et al. 2005;
Souza, 2005). Por sua vez, o uso de antidepressivos na fase depressiva pode
acarretar virada maniaca ou agravar a ciclicidade dos episodios (Lafer e Soares,
2005; Belmaker, 2007). Ja os antipsicéticos atipicos, Uteis na fase maniaca, tém sido
associados a distarbios metabdlicos (Keck, 2003; Moreno et al. 2005). Portanto,

existe a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos para o THB.

1.5 Miricitrina:

A miricitrina (Fig.1) é um flavondide, do subgrupo flavonol, extraido de varias
plantas do género Pouteria, como por exemplo, da Manilkara zapota e da Eugenia
uniflora (Ma et al., 2003, 2004) e com estrutura similar a da miricetina, porém a
miricitrina € glicosilada. De acordo com o trabalho de Smith e Griffiths (1970) a

incubacao do glicosideo miricitrina (miricetina 3-ramnosideo) com micro-organismos
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intestinais da flora intestinal de ratos deu origem a miricetina livre, acido 3,4,5-tri-
hidroxifenilacetico e acido 3,5-di-hidroxifenilacético, indicando que o0s
microrganismos intestinais sao capazes de efetuar a clivagem da ligacao glicosidica,
bem como o sistema de anel heterociclico da miricitrina e esta passa entdo a ter
acao similar & das ja mostradas para o flavondide mircetina. Ainda em relacdo a
cinética da substancia, o estudo “in vitro” feito por Yokomizo e Moriwaki (2005a),
demonstrou que a miricitrina apresenta boa absorcao pelo trato gastrointestinal ap6s
30 minutos (porém o pico se deu apos 2 horas com uma porcentagem de 68% de
absorcédo) de administracdo e que sua absorcao se da de forma passiva através da

via para-celular (transporte é feito entre as juncdes extracelulares).

myricitrin
j"“'*u
“v"l‘"r Hy

On
Fig.1: Estrutura quimica da miricitrina

As principais atividades deste flavondide s&o relacionadas a efeitos
antioxidantes, antinociceptivo, antialérgico, antiinflamatérios e antioncogénicos
(Middleton et al. 2000; Birt et al. 2001; Edenharder e Griinhage, 2003; Meotti et al.
2006, 2008; Shimosaki et al. 2011). Por outro lado, a acdo deste flavonoide no SNC
somente é remetida a uma possivel atividade ansiolitica e antipsicotica (Fernandez
et al. 2009; Pereira, 2011). Dentro dos mecanismos de acao estabelecidos para este
flavondide, foi demonstrada sua capacidade de atuacdo sobre o NO, nNOS, PKC,
PI13-K e NFkB (Agullo et al. 1997; Gamet-Payrastre et al. 1999; Meotti et al. 2006).

No que se refere a sua acdo antioxidante, os estudos ja realizados avaliaram
somente a agcao antioxidante da miricitrina “in vitro”, através do ensaio de DPPH
(ensaio de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil), no qual esta se mostrou um potente efeito

antioxidante (Zhong et al. 1997; Luo et al. 2002). Outro estudo feito por Yokomizo e
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Moriwaki (2005b) demonstrou efeito protetor contra a oxidagcdo do LDL (lipoproteina
de baixa densidade) por apresentar atividade quelante de metal e sequestradora
(scavenger) de radicais livres. Em relagcdo a sua atividade nitrérgica, esta ocorre pela
inibicdo da sintese do NO, atuando diretamente na cascata de sintese, modulando a
atividade da nNOs (Palmer et al. 1987; Gally et al. 1990), sendo que para a ativagao
da nNOs é necesséria a ativacéo do receptor NMDA. E importante citar também que
existe uma correlacéo entre a PKC e a producédo do NO, uma vez que receptores
NMDA podem ser modulados através de fosforilagdo/defosforilacdo por enzimas
como a PKC (Gerber et al. 1989; Chen e Huang, 1992) e a PKA (Raman et al. 1996).
Assim sendo, além da inativacdo da via da nNOS, a miricitrina também atuaria
indiretamente por diminuir a fosforizacéo de receptores NMDA e com isso diminuir a
producéo de NO.

A PKC, consiste em um grupo de enzimas que apresenta em comum a
ativacdo dependente de célcio e fosfolipidios e se encontra em grande quantidade
no cérebro, tendo por fungcéo neste a regulacdo da excitabilidade neuronal, liberagcéao
de neurotransmissores, expressao génica e plasticidade sinaptica (Nishizuka, 1988).
A ativacdo de PKC pode aumentar a liberacdo de neurotransmissores por
mecanismos como o aumento na atividade dos canais de Ca?*, a inibicdo dos canais
de K*, alteracbes na maquinaria de exocitose, aumento no pool de vesiculas
prontas, ou aumento da sensibilidade ao Ca?" da maquinaria de liberacdo (Giordano
et al. 2005; Jung et al. 2005). Particularmente em relacéo a liberacédo de glutamato,
além da atividade da PKC e PKA aumentar a liberacdo deste, também atuam
inibindo as vias GABAérgicas inibitorias, assim sendo, ambas aumentam a atividade
glutamatérgica (Sigel, 1995). Esse grupo de enzimas desempenha um papel
importante na atividade de receptores de monoaminas ([J1, 5-HT2A e 2C),
colinérgicos (M1, M3 e M5), para vasopressina e substancia P. Por ultimo, é
importante citar que a atividade da miricitrina é dada pela inibicdo da fosforilacdo da
PKC e consequentemente inibicdo de 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 sdo os dois subtipos modulados pela atividade dos
estabilizadores de humor, litio e valproato (Maniji et al. 1996; Meotti et al. 2006).

Portanto, baseado nas ac¢des neuroquimicas da miricitrina, pode-se dizer
gue esta possui potencial antimaniaco, antidepressivo e antioxidante.
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2. OBJETIVOS:

O presente trabalho teve por objetivo investigar os efeitos do flavondide
miricitrina em testes de comportamento tipo maniaco e depressivo analisando

algumas das possiveis altera¢Bes neuroquimicas associadas suas acoes.

2.1 Objetivos gerais:

¢ Avaliacdo do potencial efeito antidepressivo e antimaniaco da miricitrina;
¢ Avaliacdo dos efeitos da miricitrina no sistema monoaminérgico, nas citocinas

pré-inflamatérias e antioxidante.

2.2 QObjetivos especificos:

Primeira fase: testes antimaniacos:
¢ Avaliar a acédo tipo antimaniaca da miricitrina, utilizando modelos animais:
hiperlocomocéo induzida por anfetamina; hiperlocomocédo induzida por
privacdo de sono e analise de laténcia de sono apoOs privacdo de sono e
aumento da vocalizacao ultrasénica induzida por anfetamina,
¢ Avaliacdo do possivel efeito antioxidante da miricitrina no hipocampo apés
privacao de sono.
¢ Avaliacdo in vitro do efeito antioxidante da miricitrina no teste do DPPH (2,2-
difenil-1picrylhydrazyl)
Segunda fase: testes antidepressivos:
¢ Avaliar a acdo tipo antidepressiva da miricitrina no comportamentos tipo
depressivos induzidos por modelo de estresse brando utilizando os seguintes
testes animais: teste de preferéncia de sacarose; teste de nado forcado e
teste de suspensao pela cauda.
¢ Avaliar o efeito da miricitrina na atividade motora de animais submetidos ao
teste do campo aberto;
¢ Avaliacdo do efeito do tratamento com a miricitrina no aumento do estresse

oxidativo induzido por estresse brando e imprevisivel;

21



¢ Andlise dos niveis de IL-6 e TNF-a no hipocampo apos estresse brando e
imprevisivel;
¢ Avaliacdo dos niveis de monoaminas e seus metabdlitos no estriado apds

estresse brando e imprevisivel;

3. MATERIAIS E METODOS E RESULTADOS

Os materiais e métodos e resultados de cada fase (Fase |: avaliacdo do
potencial antimaniaco; Fase II: avaliacdo do potencial antidepressivo) seréao
apresentados de maneira separada. Primeiramente sera apresentada metodologia
empregada nos testes de mania, bem como os resultados obtidos e posteriormente

a metodologia e os resultados dos testes de depresséo.

3.1ANIMAIS:

O desenho experimental contou com a utilizacdo de ratos (para teste de
vocalizagdo ultrasonica realizado na Alemanha no laboratorio do professor Rainer
Schwarting) e camundongos (para realizacdo dos demais testes no laboratorio de
farmacologia do SNC na UFPR).

3.1.1 Ratos:

Foram utilizados ratos Wistar machos, entre 200-210 g, provenientes da
empresa Harlan-Winkelmann (Alemanha). Os animais foram aclimatados no biotério
da Philllipp Universitat Marburg, mantidos, em grupos, em caixas de polipropileno
(até 5 animais em caixas de 41 x 34 x 16 cm) em condi¢cdes controladas de
temperatura (22 [1 2° C), com ciclo claro-escuro de 12 h (luzes ligadas as 7:00 h e

desligadas as 19:00 h), com comida e agua a vontade. (CEEA: 385b).

3.1.2 Camundongos:

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 30-40 g,
provenientes do biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, mantidos, em
grupos de até 20 animais por caixa, em caixas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm) em

condi¢cBes controladas de temperatura (21 + 1° C), com ciclo claro-escuro de 12 h
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(luzes ligadas as 7:00 h e desligadas as 19:00 h), com comida e &gua a vontade
(CEEA: 385).

3.2. Drogas e tratamentos:

Tamoxifeno: 1 mg/kg: dissolvido em salina, administrado por via

intraperitoneal (ip) (Sabione et al. 2008; Einat et al. 2007).

- Miricitrina - 10 e 30 mg/kg (fornecida pelo Prof. Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti,
UFSC, extraida com grau de pureza de 98%, testado por analise em HPLC):
dissolvida em Tween 80 e salina, e administrada por via ip (Meotti et al. 2006;
Pereira et al. 2011).

- d-Anfetamina - 3 mg/kg (Sigma, EUA): empregada para inducdo de
hiperlocomocédo, foi dissolvida em salina, administrada por subcutanea (sc)
(Sabione, et al. 2008); 2,5 mg/kg (Sigma, EUA): empregada para inducdo de
hiperlocomocéo e hipervocalizacéo, foi dissolvida em salina, administrada por sc
(Natusch and Schwarting, 2010);.

- Carbonato de Litio - 100 mg/ kg (Eurofarma, Brasil): empregado como controle

positivo nos modelos de mania, foi dissolvido em salina, tendo seu pH ajustado

para 7.4 pela adicdo de HCI 2N (Sabione, et al. 2008), e administrado por via ip.

Imipramina - 20 mg/ kg (Sigma, EUA): empregada como controle positivo nos

modelos de depresséo, foi dissolvida em agua destilada e administrada por via

ip.

As doses propostas foram baseadas em estudos anteriores em nosso
laboratorio (imipramina: Skalisz et al. 2004; anfetamina, tamoxifeno e litio: Sabioni et
al. 2008; miricitrina: Pereira et al. 2011) e no laboratério do Prof. Schwarting
(Natusch and Schwarting, 2010). Todas as drogas foram administradas em volume
constante de 1 ou 10 ml/kg, de acordo com o animal a ser utlizado (rato ou

camundongos respectivamente), de peso corporal.

4 PRIMEIRA FASE: TESTES DE MANIA

4.1 Testes comportamentais:

4.1.1 Teste de hiperlocomoc¢éo induzida por anfetamina:
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O teste de hiperlocomocédo induzida por anfetamina foi feito com
camundongos. A atividade locomotora dos animais foi medida em uma caixa de
madeira (40x20x26cm), com piso de tela de arame, equipada com trés sensores
fotoelétricos em seu interior (10 cm de distancia entre cada sensor). Foram
realizados trés dias de teste, sendo que cada teste durou vinte minutos e apdés este
periodo, a taxa de locomoc¢do foi anotada (numero de cruzamentos no sensor
fotoelétrico). Os dois primeiros dias foram para a habituacdo dos animais ao
ambiente de teste, sendo que somente no terceiro dia 0os animais receberam
tratamento e foram testados. No dia do teste, apés a habituacdo de meia hora na
sala experimental, os animais receberam a primeira droga (miricitrina, litio,
tamoxifeno ou salina), quinze minutos depois 0 segundo tratamento (anfetamina ou
salina). Ap6s mais vinte minutos os animais foram colocado na caixa de
movimentacdo por 20 minutos de teste, conforme esquema abaixo (fig.2). Ao

término do tempo, o animal foi recolocado em sua gaiola.

48 HORAS
/z_o' 20 N 3 15 20 20
| | 1 I 1 I |
I ] I | ]
Habituagdo 1 Habituagdo 2 Habituagdoa 1°droga 2°droga  Teste

salade teste

Fig. 2: Esquema de teste de hiperlocomoc¢éo induzida por anfetamina.

O numero de cruzamentos foi considerado como indice de locomocao,
sendo que seu aumento apos a administracao de anfetamina foi tido como indicativo
de efeito estimulante e a inibicdo de tal locomoc¢do pela droga testada como
indicativo de efeito tipo antimaniaco (Gould et al. 2001; Sabioni et al. 2008). Este
efeito s6 é considerado como tipo antimaniaco quando a droga, na auséncia de

anfetamina, ndo altera a atividade locomotora em comparacao ao controle.

4.1.2 Teste de hiperlocomocéo induzida por privacdo de sono:

Os camundongos foram submetidos ao método de privacdo de sono por 24h
utilizando plataformas mudltiplas (Silva et al. 2004). Resumidamente, 4-6

camundongos foram colocados em uma caixa de polipropileno (41x34x16cm) com
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12 plataformas de cimento (3 cm de diametro por 5cm de altura) e preenchida com 1
cm de agua. Racédo e agua foram ofertados a vontade na grade superior da caixa.
Os animais passaram por uma analise basal da taxa de locomocédo, sendo, para
tanto, mantidos na caixa de locomoc¢do por 20 minutos. Apds este periodo os
animais foram tratados com as drogas teste: miricitrina, litio, tamoxifeno ou veiculo.
Os animais foram mantidos em regime de privagdo de sono por um intervalo de 24
h, sendo novamente tratados com as drogas acima citadas trinta minutos antes do
final da privagdo e ao término desta foram expostos novamente a caixa de
locomogéo por 20 minutos, sendo medida ainda a laténcia de sono. A medicdo da
laténcia de sono € feita pela cronometragem de tempo (em minutos) desde que o
animal foi colocado em uma caixa viveiro até o0 momento em que dormiu (parou de
se locomover e esta quieto em um canto por mais de 20 segundos). O esquema do
experimento € mostrada na figura abaixo (fig.3). A diminuicdo da movimentacéo,
bem como da laténcia de sono em relacdo ao grupo controle, foi tomada como acgéao

antimaniaca da droga.

24 HORAS

I
20° /— 30 30’ \ 20

Privacdode sono

]
I I |
Teste Pré-tratamento tratamento Teste
Habituag¢do a
salade teste

Fig.3: Esquema do teste hiperlocomoc¢éao induzida por privagéo de sono.

4.1.3 Analise da reversao das alteracGes na vocalizacéo ultrasénica induzidas

por anfetamina:

Os ratos foram testados quando a capacidade da miricitrina em reverter a
alta incidéncia de vocalizacbes especificas relacionadas ao tratamento com
psicoestimulantes, no caso a anfetamina. Ratos tratados com anfetamina
apresentam um aumento do numero de vocalizacGes de alta frequéncia (50kHz),
gue pode ser relacionado com comportamento normal frente a estimulos
reforcadores positivos (Cruz et al. 1997; Burgdorf et al. 2001; Natusch et al. 2008;

Wohr e Schawarting, 2009). Existem dois subtipos de vocalizacbes de alta
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frequéncia, as do tipo “flat” (que s&o normalmente associadas ao comportamento
exploratorio do animal) e as do tipo “modulado” (que estdo mais relacionadas a
estimulos apetitivos e comportamento social dos animais) (fig.4). Por outro lado,

situagdes aversivas aumentam as vocalizagdes de baixa frequencia (20kHz).

kHz kHz kHz
100 100 1001
754 754 754
~ "N & 4
50 - = 50 50 -
254 251 254
50‘ms 20vms 50 ms
FLAT MODULADA

Fig.4: Tipos de vocalizacdo de alta frequéncia (50kHz).

Uma vez que outro efeito da anfetamina é aumentar a atividade locomotora,
sendo por isso utilizado para testes de drogas antimaniacas, nés trabalhamos com a
abordagem de que o aumento do total de vocalizag6es moduladas de alta frequéncia
pode ser um parametro de anéalise de comportamento maniaco dos animais, em
associacao ao aumento da locomocéao destes. Os ratos foram separados em grupos
de 4 animais por caixa e ap0s uma semana de habituacdo as caixas eles foram
manipulados por trés dias consecutivos, no intuito de evitar que a manipulacdo do
pesquisador fosse uma situacdo de estresse que comprometesse 0 comportamento
do animal.

Posteriormente, no quarto e quinto dia, os animais passaram por uma
primeira exposicdo ao teste de vocalizacdo para que seja feita uma randomizacéo
estratificada destes, de acordo com a média de vocalizacdo de cada animal. Dentro
de um grupo de animais, normalmente existem aqueles que vocalizam pouco
(aproximadamente 20 vocaliza¢cdes por minuto), os que vocalizam medianamente
(aproximadamente 40) e os que vocalizam muito (em media 70 vocalizacbes por
minuto). O teste é realizado em trés dias consecutivos, no primeiro dia 0s animais
sdo expostos ao campo aberto forrado com cepilho por 20 minutos sem
administracdo de nenhuma droga; no segundo dia eles foram expostos ao mesmo

ambiente, pelo mesmo tempo, recebendo, todos, uma inje¢éo de salina 15 minutos

26



antes do teste; e somente no terceiro dia os animais foram previamente tratados
com miricitrina, litio, tamoxifeno ou salina e ap0ds vinte minutos eles receberam
anfetamina ou salina. Cumpridos quinze minutos da aplicagdo da anfetamina os
animais foram testados. A analise da locomocdo foi monitorada por sensores
fotoelétricos e analisada pelo software TruScan (Photo beam Sensor-E63-22,
Coulbourn Instruments, PA, USA), que automaticamente calcula a locomocao do
animal. O esquema de teste foi feito de acordo com a figura abaixo:

Habituacao Handling Screening Teste de CA
| l | | |
: ' 3 dias : 2 dias : 3 dias '
I Habituacéo | Salina | Droga

Fig.5: Esquema de protocolo do teste de reversdo das alteragcdes na vocalizacdo ultrasénica

induzidas por anfetamina.

Em relacdo a vocalizacdo, um microfone apropriado para captura de
vocalizagcdo ultrasdnica, o UltraSoundGate Condenser Microphone CM16 (Avisoft
Bioacoustics, Berlin, Germany) foi colocado a 45 cm do chdo. Este microfone é
sensivel a frequéncias entre 15-180 kHz, sendo que a vocalizacdo do animal foi
gravada pelo programa Avisoft RECORDER (versédo 2.95; Avisoft Bioacoustics) e
posteriormente analisada. Para a analise a gravacao foi transferida para o software
Avisoft SASLab Pro (version 4.34; Avisoft Bioacoustics) que produziu um
espectrograma (com frequéncia de 488 Hz e resolucdo de 0,512 ms ) a partir da
gravacao das vocalizagbes emitidas pelo animal que foi posteriormente analisado
manualmente (Portifors, 2007; Sadananda et al. 2008; Wohr et al. 2008).

4.2 Andlises neuroquimicas:

4.2.1 Andlise in vitro da atividade da miricitrina, litio e tamoxifeno no ensaio do
DPPH:

A reatividade da miricitrina, litio e tamoxifeno (concentragdes de 10-1,000

mg-mlt) com o radical livre estavel 2,2-difenil-1picrylhydrazyl (DPPH) foi
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determinada “in vitro” de acordo com o método descrito por Chen e colaboradores
(1999), com algumas modificagbes. O ensaio consistiu em 750 pL da solucéo de
teste (miricitrina, litio ou tamoxifeno) e 250ul de uma solucado metandlica de DPPH (1
mg em 25 ml). Apés 5 min, mediu-se o decréscimo da absorbancia. O &cido
ascorbico (50 mg.mlt), foi utilizado como controle positivo, e dgua destilada, foi
utilizado como controlo negativo. Nesse ensaio € avaliada a capacidade de
substancias com potencial efeito antioxidante em sequestrar o radical livre do DPPH
e com isso ocorre alteracdo da absorbancia de acordo com a capacidade
antioxidante da substéncia.

4.2.2 Analise do estresse oxidativo (LPO) no hipocampo apés a privacao

de sono

Estudos prévios observaram alteragcbes nos niveis de GSH (glutationa) e
LPO (peroxidacédo lipidica) nos cérebros (hipocampo e cortex pré-frontal) de
camundongos apoOs estes serem submetidos a hiperlocomocédo induzida por
anfetamina (Frey et al. 2006). No presente trabalho, para medir possivel alteracao
nos niveis de peroxidacéo lipidica (LPO) os animais foram sacrificados apods o teste
de privacdo de sono e seus hipocampos coletados e mantidos congelados a -80° C
para posterior analise. As amostras de hipocampo foram homogeneizadas e
centrifugadas a 13.000 rpm durante 20 min. A homogeneizacao foi realizada em gelo
e com centrifuga refrigerada a 4° C. A analise dos niveis de peroxidacédo lipidica
(LPO) foi feita utilizando o método de FOX (oxidacdo ferrosa em laranja xileno),
seguindo um protocolo estabelecido por Jiang e colaboradores (1991) e também
normalizada por gramas de tecido. Brevemente este método se baseia na oxidacao
do Fe?* (sulfato ferroso amoniacal) a Fe3* por hidroperéxidos em meio acido, assim
sendo, em meio acido e na presenca de hidroperoxidos presentes na amostra, o
ferro serd oxidado e reagird com o laranja xileno formando um composto azul-
purpura e sua absorbancia serd proporcional a quantidade de hidroperéxido

presente na amostra.
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4.3 ANALISE ESTATISTICA:

Os dados foram analisados pela ANOVA de uma via (laténcia de sono,
DPPH e LPO) ou duas vias (hiperlocomocéo induzida por anfetamina e por privacao
de sono e aumento do numero de vocaliza¢des induzida por anfetamina), seguido do
post-hoc de Tukey para comparacdes multiplas. Os dados foram expressos como
média+EPM O nivel de significancia de 5% (p(10,05) foi considerado

estatisticamente significante em todos os dados analisados.

5 RESULTADOS NOS TESTES DE MANIA

5.1 Testes comportamentais

5.1.1 Teste de hiperlocomocéo induzida por anfetamina

Neste teste procurou-se avaliar se a miricitrina seria efetiva na reversao da
hiperlocomocéo induzida por anfetamina. Duas doses de miricitrina foram utilizadas
(10 e 30mg/kg) e como controle positivo as drogas utilizadas foram o litio (100mg/kg)
e o tamoxifeno (1mg/kg). Tanto drogas utilizadas como controle positivo quanto a
miricitrina (em ambas as doses) foram efetivas em reverter a hiperlocomocéo
induzida por anfetamina (3 mg/kg). A ANOVA indicou um efeito do: fator tratamento
(litio [F3.24=11,40; p<0.001]; tamoxifeno [F324=3,98; p<0.01]; miricitrina [Fs.40=2,77;
p<0.05]), fator tempo (litio [F248=44,76; p<0.001]; tamoxifeno [F24s=11,87; p<0.001];
miricitrina [F2.80=20,88; p<0.001]), uma vez que os animais foram submetidos a trés
exposicdes a caixa de locomocao; e da interacdo entre o tratamento e o tempo de
experimento (litio [Fe4s=49,03; p<0.001]; tamoxifeno [Fs45=19,90; p<0.001];
miricitrina [F10.80=15,73; p<0.001]) (Fig.6 A,B,C).

5.1.2 Teste de hiperlocomocéo induzida por privacao de sono

Este teste teve como objetivo avaliar se a miricitrina seria efetiva na reverséo
da hiperlocomoc¢ao induzida por privacdo de sono. A menor dose de miricitrina
efetiva no teste de hiperlocomoc¢édo por anfetamina foi utilizado (10mg/kg). Como
controle positivo as drogas utilizadas foram o litio (100mg/kg) e o tamoxifeno

(Img/kg). Observou-se que os controles positivos foram efetivos em reverter a
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hiperlocomocao induzida por privagdo de sono, bem como a miricitrina. Quanto a
reducdo da laténcia de sono, porém, somente o litio e a miricitrina se mostraram
efetivos. Na hiperlocomocdo a ANOVA mostrou efeito significativo no: fator
tratamento (F7.50=2,93; p<0.01), no fator tempo (F1.59=3,94; p<0.05), uma vez que 0s
animais foram submetidos a duas exposi¢cdes a caixa de locomog¢édo, na interacdo
entre os tratamentos e tempo (F7.50=27,46; p<0.001) (Fig.7A). Na laténcia de sono foi
utilizada ANOVA de uma via, seguida de post-hoc de Tukey: F330=30,78; p<0.001
(Fig.7B).

5.1.3 Teste de vocalizagdo ultrasdnica induzida por anfetamina em ratos

Neste teste foi avaliada a capacidade do litio, do tamoxifeno e da miricitrina
em inibir a vocalizacdo apetitiva (50kHz) em ratos tratados com anfetamina.
Primeiramente foi realizado um teste somente com as drogas controle e semelhante
a locomocédo (dados ndo mostrados), as vocalizacdes de 50 kHz induzidas por
anfetamina foram bloqueadas pelo tratamento com litio ou tamoxifeno; A ANOVA de
duas vias, seguida de post-hoc de Tukey, mostrou que os dados apresentaram
significancia quanto a: fator tratamento ((F14=10,62; p =0,0001); fator tempo
(F1,41=23,65; p=0,0001) e fator interacdo (Fs41=15,69; p=0,0001). (Fig.8A).
Posteriormente foram realizados testes com a miricitrina, em duas diferentes doses
(10 e 30mg/kg) e a analise dos dados obtidos mostrou que ambas as doses foram
efetivas em reverter o aumento da vocalizacdo induzido por anfetamina. Fator
tratamento (F141=8.34; p =0,0001); fator tempo (F1,4=91,02; p=0,0001) e interacéo
(Fs,40=26,39; p=0,0001). (Fig.8B).
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Fig. 6: Efeito do litio (100mg/kg) (A); tamoxifeno (Img/kg) (B) e miricitrina (10 e 30mg/kg) (C)
na hiperlocomogédo induzida por anfetamina (3mg/kg). n=7-9 camundongos/ grupo; Dados
representam meédiatepm do ndmero de interrup¢bes do sensor fotoelétrico. **p<0.01;
***n<0.001 - comparado ao primeiro dia de habituagdo; +++p<0.001- comparado ao grupo
controle — salina+veiculo; #p<0.01; ##p<0.001 - comparado ao grupo— salina+anfetamina.

31



Ativ. locomotora induzida
por priv. sono

=]
i

*%k%

] Basal
Teste

Locomogao
(namero de interrupgoes)

w A O

©c O O

T ¥ 9

a N
o ©
S =

RN

ANNNNNNNNNNNNNNNN
ANNNNNNNNNNNNNNNN
ANNNNNNNNNNNNNNN
ANNNNNNNNNNNNNNNNNNY
ANNNNNNNNNNNNNNN

0-\/eiculo Li Tam Mir Veiculo Li Tam Mi
Controle Privacao de
sono

—

©
g

[ Salina
Litio
Tamoxifeno
Bl Miricitrina

.l

**k%k

Laténcia de sono (min)
N N
o o
[ []

0

Fig. 7: Efeito do litio (100mg/kg); tamoxifeno (1mg/kg) e miricitrina (10mg/kg) na (A) hiperlocomogéo
induzida por privacdo de sono (B) laténcia de sono apds privacdo de sono. n=7-9 camundongos/
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grupo- salina+privacao de sono (A).
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Fig. 8: Efeito do (A) litio (100mg/kg) e tamoxifeno (1mg/kg) e (B) miricitrina (10 e 30mg/kg) no
aumento da vocalizacdo apetitiva (50kHz) induzida por anfetamina (2,5 mg/kg). n=7-8 ratos/ grupo;
valor expresso em numero total de vocalizagbes. ***p<0.001 - comparado ao grupo controle;
###p<0.001 - comparado segundo dia de habituagdo; ***p<0.001 - comparado ao grupo

salina+anfetamina.
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5.2 Ensaios neuroquimicas:

521 Andlise da atividade da miricitrina, litio e tamoxifeno no ensaio do
DPPH.

O primeiro teste para avaliar a possivel capacidade antioxidante da
miricitrina foi o teste de DPPH, sendo também testados o litio e o tamoxifeno. Neste
teste foram comparadas diferentes concentracdes de miricitrina, litio e tamoxifeno
(todos 1-1000 pg/ml) com uma concentragéo eficaz de acido ascoérbico (1 pug/ml). Os
dados obtidos nestes testes indicam um efeito antioxidante para as trés drogas.
ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey: fator tratamento para miricitrina
(Fs26=524,7; p<0.001); litio (Fs26=128,0; p<0.001); tamoxifeno (Fg2s=152,2; p<0.001)
(Fig.9 A,BeC).

5.2.2 Andlise do estresse oxidativo (LPO) no hipocampo apos privacao de

SOono:

Foi realizado um teste de privacdo de sono de 24 horas e posteriormente os
animais foram sacrificados e seu hipocampo foi dissecado para a mensuracdo dos
niveis de peroxidacdo lipidica. Neste teste procurou-se avaliar se a miricitrina
(10mg/kg), litio (100mg/kg) e o tamoxifeno (1mg/kg) seriam efetivos em reverter os
indices de peroxidacao lipidica no hipocampo (indicativo de estresse oxidativo), que
de acordo com a literatura se encontram aumentados. As analises dos resultados
obtidos indicam um efeito do tratamento (F7.29=6,06; p<0.001) (Fig.10), sendo que
apenas o tamoxifeno e a miricitrina reduziram a peroxidacao lipidica em relacéo ao

grupo privado de sono e tratado com salina.
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Fig. 9: Efeito do litio (A), tamoxifeno (B), miricitrina (C), da agua (controle negativo) e do &cido
ascorbico (controle positivo) na atividade de sequestro de radicais livres pelo ensaio de DPPH.
Ensaio realizado em triplicata. *p<0.05- comparado ao grupo controle negativo (tratado com agua).
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Fig. 10: Efeito do litio (100mg/kg); tamoxifeno (1mg/kg) e miricitrina (10mg/kg) na reversdo do
aumento da peroxidacdo lipidica causada por privagdo de sono. n=5-7 camundongos/ grupo;
*p<0.05-comparado ao grupo controle tratado com salina; *p<0.05; #p<0.01 - comparado ao privado
de sono e tratado com salina.

6 SEGUNDA FASE: TESTES DE DEPRESSAO

6,1 Modelos comportamentais:

6.1.1 Anedonia induzida por estresse brando repetido e imprevisivel:

Os camundongos foram divididos em dois grupos, estressados e nao
estressados, de acordo com os pares de animais estabelecidos pelo teste de
preferéncia de sacarose (detalhado no topico seguinte).

As baterias de estresse foram iniciadas em horérios diferentes do dia, para
evitar que o animal se habituasse a um horario especifico de manipulacdo e com
isso ndo desenvolvesse a anedonia. Os animais foram expostos diariamente a
diferentes tipos de estresse, sendo que cada semana a bateria era alterada para que
o0 animal ndo se acostumasse com uma sequéncia de estressores. Os estresses a
gue os animais foram submetidos eram: caixa inclinada, exposicdo a claro constante
(24h), exposicdo a escuro constante (24h), privacdo de agua (maximo de 18h),
privacdo de comida (maximo de 18h) e cepilho amido (24h) (Monleon et al. 1995;
Willner, 2005). Estas baterias de estresse foram realizadas por 5 semanas

consecutivas para inducdo de anedonia e mais duas semanas posteriores para
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reversdo da anedonia pelo tratamento (imipramina ou miricitrina).

Apds os animais apresentarem anedonia induzida por estresse brando,
detectada pelo teste de preferéncia de sacarose, eles foram submetidos ao teste de
nado forcado (detalhado no tépico 6.1.4) e de campo aberto (detalhado no tépico
6.1.3) ou suspensédo pela cauda (detalhado no tépico 6.1.5) e campo aberto para
estabelecimento basal desses parametros. Foi realizada separadamente a indugéo
da anedonia para o teste de suspenséao pela cauda e de nado for¢ado, sendo entéao
gue em ambos foi feito o teste de campo aberto. Entdo, animais foram tratados
diariamente por 14 dias com diferentes drogas, sendo que durante este intervalo
eles eram submetidos semanalmente aos testes de nado forcado e campo aberto
para avaliar se ocorre alteracdo comportamental em decorréncia do tratamento.
Durante todo este periodo as baterias de estresses eram mantidas, de acordo com o

esquema abaixo:

5 semanas 2 semanas
| A

| |

Tratamento diario

Consumo
de sacarose

de sacarose;
Campo aberto;

Fig. 11: Esquema de bateria de estresse bando e subsequentes testes comportamentais.

Os tratamentos foram realizados com as seguintes drogas: miricitrina
(10mg/kg), imipramina (20mg/kg) e salina, sendo que a distribuicdo para os
tratamentos foi feita de maneira randomizada tanto para animais estressados quanto

para os ndo estressados.

6.1.2 Teste de preferéncia de sacarose:

Os camundongos foram submetidos a duas exposi¢cdes a sacarose e a partir
de seu consumo da segunda exposicao foi feita a separacdo dos animais em duplas
(pareamento), a partir da similaridade de preferéncia. Em seguida estas duplas
foram randomizadas entre animal controle e submetido a estresse. Posteriormente

0S animais eram expostos a baterias de estresse brando repetido e a diminuicdo da
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preferéncia de sacarose tomada como indicativo de anedonia nos animais, sendo
gue a bateria e os testes de preferéncia de sacarose foram realizados por cinco
semanas consecutivas até o estabelecimento da anedonia. Apés a andlise
estatistica e a comprovacao da inducdo de anedonia nos animais estressados, 0s
camundongos foram divididos entre diferentes tratamentos que duraram 14 dias
para andlise da capacidade da droga de reverter a anedonia (administracao diaria).

A andlise da preferéncia de sacarose foi feita com base no protocolo
modificado a partir do teste proposto por Monleon e colaboradores (1995). O
primeiro passo foi o estabelecimento da melhor concentracdo de sacarose para a
aplicacao do teste em nosso plantel de camundongos. As concentragdes utilizadas
foram de 0,5% a 3% e a partir da curva de preferéncia dos animais, concentracao de
sacarose foi escolhida. Optou-se pela menor dose que apresentou diferenca em
relacdo a agua, pois teria menor efeito reforcador e seria possivel reverter por
estresse brando. Os camundongos foram expostos a solugéo por 24 h, sendo que 0s
animais ndo eram privados de agua e nem de comida para a realizacéo do teste. Os
bebedouros contendo agua ou sacarose foram pesados previamente e apés 24 h
foram novamente pesados e o calculo para o consumo de sacarose, dado pela
seguinte equagao:

% preferéncia de sacarose = consumo de sacarose x 100

Consumo total (H20 + sacarose)

6.1.3 Teste de campo aberto:

O aparato experimental € construido com piso de madeira e paredes de aco
escovado com 50 cm de altura delimitando uma area circular de 1 m de diametro
sendo o assoalho pintado de branco, subdividido com linhas pretas tracadas atraves
de dois circulos concéntricos com varias linhas radiais formando figuras semelhante
a trapézios. Cada camundongo foi colocado no centro da arena e 0 seu
comportamento quantificado durante 5 minutos. Os parametros registrados foram os
seguintes: numero de quadrantes cruzados na area central (ambulacdo central) e na
periferia (ambulacéo periférica). Este teste foi empregado no intuito de avaliar se as
drogas utilizadas ndo afetam a atividade locomotora dos animais (Cunha e Masur,
1978).
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6.1.4 Teste de nado forgado:

Os animais foram habituados a sala de experimentacdo por 30 minutos e
apos este periodo os animais foram colocados no centro de um cilindro de vidro (5 x
22,5 cm) preenchido com 19 cm de agua a aproximadamente 24 + 2 °C, sendo
medido o tempo de imobilidade nos ultimos 4 minutos, de um total de 6 minutos de
teste (Porsolt et al. 1978; Borsini e Meli, 1988; Skalisz et al. 2004; Raupp et al.
2008). O animal foi julgado imovel quando parava de nadar e executava movimentos
minimos apenas para permanecer flutuando com a cabeca acima do nivel da agua.
A agua era trocada apos o teste de cada animal e entdo era secado e colocado em
ambiente aquecido apés o teste. Os camundongos foram testados em 3 momentos:
antes do inicio do tratamento (basal), apés 1 e 2 semanas de tratamento. Foi
considerado efeito antidepressivo quando a reducao do tempo de imobilidade ocorra
com a dose que ndo aumentou a atividade locomotora (Porsolt et al. 1978; Borsini e
Meli, 1988).

6.1.5 Teste de suspensao pela cauda:

O protocolo de teste foi uma adaptacdo do trabalho de Steru e
colaboradores (1985). Os animais estressados e seus controles ndo estressados
passaram por 2 exposicdes ao teste de suspensdo pela cauda, uma apos a inducéo
da anedonia e uma ap6és 14 dias de tratamento com imipramina, miricitrina ou salina
(tratamento realizado diariamente). Nos dias dos testes, os camundongos eram
habituados a sala de teste por meia hora e em seguida, submetidos ao teste
individualmente.

Neste teste é analisado o tempo total de imobilidade do animal em um total
de 6 minutos de teste. No teste, os camundongos séo isolados em uma plataforma
sendo suspensos pela cauda a uma altura de 50 cm do chéo, utilizando uma fita
adesiva colocada a aproximadamente 1 cm da ponta da cauda. E proposto que
substancias com atividade antidepressiva diminuem o tempo de imobilidade dos

animais, sem alterar a sua atividade locomotora (Cryan et al. 2002).
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6.1.6 Pesagem da glandula adrenal

ApoOs o sacrificio dos animais submetidos ao modelo de anedonia induzida
por estresse brando e repetido e submetidos a bateria de suspenséo pela cauda, as
glandulas adrenais foram retiradas e pesadas, sendo posteriormente calculado o

peso relativo (peso 6rgao /peso animal).

6.2 Ensaios neuroguimicos:

6.2.1 Dosagens de monoaminas no estriado:

Os camundongos submetidos ao modelo de estresse brando (animais
controle e animais estressados) foram sacrificados, por decapitacéo, ap0s o término
dos experimentos e a regidao de interesse (estriado) foi dissecada em gelo e
congelada para posterior andlise a -70°C. Estes animais foram os submetidos a
bateria que contava com o teste de nado forcado. O hipocampo também foi retirado
para analise de interleucinas. As amostras foram homogeneizadas por ultrassom em
acido perclorico 0,1M e injetadas em uma estacdo de cromatografia liquida de alta
resolucdo (HPLC) Shimadzu (Jap&o) com uma coluna C18 de fase reversa Varian
(Art. 1215-9012; d.i.:150 x 4,6 mm, particulas de 5um, um detector amperomeétrico
(ESA) fixado em + 0,85V. Nesse sistema, foi feita a dosagem da monoaminas
(serotonina, dopamina e noradrenalina), como descrita por Ferro e colaboradores
(2005).

6.2.2 Andlise da alteracdo dos niveis de IL-6 e TNF-a no hipocampo de

camundongos submetidos ao modelo de estresse brando:

Como mencionado anteriormente, parece haver um aumento de IL-1 e TNF-
a em pacientes depressivos e, portanto avaliou-se 0s niveis destas citocinas no
hipocampo dos camundongos. Os camundongos foram decapitados e o hipocampo
foi dissecado (metade dos camundongos de cada grupo experimental) para ensaio
de Elisa para medi¢édo dos niveis de IL-6 e TNF-a (Monje et al., 2011). O protocolo
experimental em si, para quantificacdo, foi similar ao descrito por Monje e
colaboradores (2011). As amostras foram retiradas e estocadas no freezer -80°C
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para posterior andlise, posteriormente elas foram maceradas e acrescidas de
solucao para reagente (1% de BSA em PBS, pH = 7,2). Posteriormente as amostras
foram centrifugadas (10 minutos a 10.000g) e o sobrenadante recolhido. No ensaio
foram utilizados anticorpos de captura e anticorpos de deteccdo especificos para
deteccdo de TNF e IL-6 (anti-mouse TNF e anti-mouse IL-6, respectivamente).
Basicamente o anticorpo de captura € incubado overnight no dia seguinte séo
acrescidas as amostras e 0 anticorpo de deteccao, em periodos de tempo especifico
e as amostras sao lidas a 450-570nm.

6.2.3 Andlise do estresse oxidativo (GSH e LPO) no SNC camundongos
submetidos ao modelo de estresse brando:

Para medir a atividade antioxidante das drogas, 0s animais submetidos ao
teste de suspensao pela cauda, foram sacrificados apds o teste e seus cérebros
foram coletados e homogeneizados, sendo posteriormente centrifugados a 13.000
rom durante 20 min. A homogeneizacdo foi realizada em gelo e com centrifuga
refrigerada a 4°C. Os ensaios foram realizados a partir do sobrenadante coletado.
Para as medicdes da taxa de peroxidacédo lipidica (LPO) foi utilizado o método de
FOX, seguindo o protocolo de Jiang e colaboradores (1991), descrito anteriormente
(4.2.2). A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi medida com base na
técnica descrita por Sedlak e Lindsay (1968), com modificagcbes, na qual se
determina teor dos grupos sulfidrilicos néo proteicos. Os resultados foram expressos

por gramas de tecido para LPO e GSH.

6.3 ANALISE ESTATISTICA:

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via (peso relativo da
adrenal, dosagem de monoaminas, concentracdo de citocinas pro-inflamatérias e
estresse oxidativo) ou duas vias (anedonia medida por preferéncia de sacarose,
nado forcado, suspensdo pela cauda e campo aberto), seguido do post-hoc de
Tukey para comparacfes multiplas ou teste t de Student (preferéncia de sacarose
durante inducédo de anedonia por estresse brando e repetido). Os dados expressao
média+EPM. O nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi considerado
estatisticamente significante em todos os dados analisados.
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7 RESULTADOS NOS TESTES DE DEPRESSAO

7.1 Testes comportamentais

7.1.1 Teste de preferéncia de sacarose

Primeiramente foi realizado um teste basal para a determinacdo da melhor
concentracdo de sacarose a ser empregada nos testes subsequentes de anedonia
induzida por estresse brando. Foi estabelecido que a melhor concentracao seria a
menor concentracdo que apresentasse preferéncia. Foram empregadas
concentragOes crescentes de sacarose (0,5 a 3%). Os dados foram tabulados e uma
curva de preferéncia foi criada. A partir desta curva, a concentracédo escolhida foi a
de 1%. (Fig. 12).

Posteriormente os animais foram submetidos a cinco semanas de estresse
brando e repetido para a inducdo da anedonia. A partir da preferéncia de sacarose
basal os animais foram randomizados em grupo controle e grupo estresse e
semanalmente foi realizado o teste de preferéncia de sacarose como parametro para
analise da anedonia dos animais. Os dados obtidos demonstram que 0 estresse
brando e repetido foi efetivo em induzir comportamento tipo anedénico nos animais
apoOs quatro semanas de exposi¢cdo. Foi encontrada uma diferenca estatisticamente
significante nas duas Ultimas semanas de inducédo de anedonia (t=3,78; p<0,001) e
(t=5,75; p<0,001) respectivamente. (Fig. 13).
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Fig. 12: Estabelecimento de concentracdo ideal de sacarose para teste de preferéncia de sacarose
para determinacdo da melhor concentragdo a ser empregada (concentracdes crescentes de 05-
3,0%) n=27-28 camundongos/ grupo. Cada ponto simboliza um animal e o traco a média+epm da %
de preferéncia em cada concentracéo de sacarose.
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Fig. 13: Avaliacdo da inducdo da anedonia por estresse brando e repetido utilizando o teste de
preferéncia de sacarose; Dados representam % de preferéncia de sacarose, média+EPM. n=7-8
camundongos/grupo ***p<0.001-comparado ao grupo controle no mesmo dia.

Em uma dltima etapa, foi analisada a capacidade da miricitrina (10mg/kg) em
reverter o comportamento anedodnico dos animais. Como controle positivo foi
utilizada a imipramina (20mg/kg). Os dados obtidos demonstraram que ambas as
drogas foram efetivas em reverter o comportamento tipo aneddénico induzido pelo
estresse brando apds a segunda semana de tratamento. ANOVA de duas vias
seguida de post-hoc de Tukey: fator tratamento (Fs20=11,81; p<0.001); fator tempo
(F2.58=6,66; p<0.002); interagéo tempo X tratamento (F10.58=7,23; p<0.001) (Fig.14).
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Fig. 14: Avaliacdo da reversado de anedonia induzida por estresse brando e repetido apés tratamento
por 14 dias com imipramina (20 mg/kg) ou miricitrina (10 mg/kg) (IP); Dados representam % de
preferéncia de sacarose, média+tEPM. n=7-8 camundongos/grupo. **p<0,01 - comparado com o
controle salina; #*#p<0,01 e #*p<0.001 - comparado com ele mesmo no teste basal; **p<0,01 e
***p<0.001 - comparado ao estresse tratado com salina.
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7.1.2 Teste de campo aberto

A proxima andlise comportamental realizada com estes animais foi o teste
de campo aberto para averiguacdo de um possivel efeito motor decorrente dos
tratamentos, o que poderia produzir falsos resultados nos testes de depresséo. Os
animais foram submetidos em trés diferentes momentos ao teste de campo aberto,
cada exposi¢cao com duragdo de cinco minutos. A primeira exposi¢ao foi na quinta
semana de exposicdo ao estresse brando, a seguinte apdés uma semana de
tratamento e a terceira na segunda semana de tratamento. Como pode ser
observado ndo ocorreu alteracdo motora em consequéncia aos tratamentos
administrados. ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de Tukey: fator tratamento
(Fs5.20=1,34; p<0,27); fator tempo (F2.58=9,21; p<0.001); interagéo tempo X tratamento
(F1058=0,95; p<0.49) (Fig.15).
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Fig.15: Avaliacdo da atividade locomotora de camundongos submetidos ao modelo de estresse
brando e repetido no teste campo aberto, tratados com imipramina (20mg/kg) ou miricitrina
(20mg/kg) Dados representam % de preferéncia de sacarose, média+tEPM. n=7-8
camundongos/grupo. Medida dada por nimero de quadrantes cruzados. (BS: basal; 1S: primeira
semana de tratamento; 2S: segunda semana de tratamento)

7.1.3 Teste de nado forcado

Apés a inducdo da anedonia, mais especificamente, a partir da quinta
semana de estresse brando, os camundongos foram submetidos a um teste basal
de nado forgado. Neste teste o tempo de imobilidade dos animais foi tomado como

medida de comportamento tipo depressivo. Os animais utilizados neste teste sao os
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mesmos em que foi observada a reversdo da anedonia induzida por estresse brando
com o tratamento com imipramina (controle positivo) e miricitrina (droga teste). No
teste do nado forgcado observou-se que a imipramina, assim como a miricitrina, foram
efetivas em reverter o aumento no tempo de imobilidade dos animais estressados ao
final da primeira e da segunda semanas de tratamento. ANOVA de duas vias
seguida de post-hoc de Tukey: fator tratamento (Fs20=34,32; p<0.001); fator tempo
(F258=9,21; p<0.001); interacdo tempo X tratamento (Fi0.56=7,46; p<0.001) (Fig.16).
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Fig.16: Avaliacdo do tempo de imobilidade no teste de nado forgado em camundongos submetidos a
estresse brando repetido antes e apds o tratamento por 14 dias com imipramina (20mg/kg) ou
miricitrina (10mg/kg) (IP). n=7-8 camundongos/ grupo. **p<0,01 e **p<0.001-comparado ao grupo
controle; #p<0,01 e ##p<0.001 - comparado ao grupo estresse tratado com salina. BS: basal; 1S:
primeira semana de tratamento; 2S: segunda semana de tratamento.

7.1.4 Teste de suspenséao pela cauda

Em um grupo diferente de camundongos foi realizada uma nova inducao de
anedonia por estresse brando, com mensuracédo realizada por teste de preferéncia
de sacarose. Apés a inducdo da anedonia (dados ndo mostrados), os animais foram
submetidos a um teste basal de suspenséo pela cauda. O tempo de imobilidade foi
significativamente maior no grupo com anedonia (estressado) quando comparado ao
grupo controle. Posteriormente estes animais foram tratados pelo mesmo periodo de
14 dias com a imipramina (20mg/kg), miricitrina (10mg/kg) ou salina e reexpostos ao
mesmo teste. Os dados obtidos demonstraram que tanto a imipramina quanto a
miricitrina foram efetivas em reverter o comportamento anedbnico no teste de
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suspensao pela cauda. ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de Tukey: fator
tratamento (Fs36=62,07; p<0.001); fator tempo (F136=37,61; p<0.001); interagdo
tempo X tratamento (Fs.3s=14,99; p<0.001) (Fig.17).
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Fig.17: Avaliacdo do tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda de camundongos
submetidos ao modelo de estresse brando e repetido antes e ap6s o tratamento por 14 dias com
imipramina (20mg/kg) ou miricitrina (10mg/kg) n=7-8 camundongos/ grupo. Dados representam
média+EPM do tempo de imobilidade (seg). n=7-8 camundongos/grupo ***p<0.001-comparado ao
grupo controle; *#p<0.001 - comparado ao pré-tratamento; ***p<0.001 - comparado ao grupo
estresse tratado com salina.

7.1.5 Peso relativo da glandula adrenal de camundongos submetidos a

estresse brando e repetido

Apbs o teste de suspensao pela cauda, os animais foram sacrificados e suas
glandulas adrenais retiradas para mensuracdo de seu peso. O aumento do tamanho
da glandula estd relacionado a exposicdo a longos periodos de estresse e
hiperatividade do eixo HPA. De acordo com o esperado, foi observada uma
diferenca significante entre diferentes tratamentos dentro do grupo estresse, ou seja,
0 grupo estresse salina apresentou um aumento do peso relativo da glandula em
relacdo ao grupo néo estressado tratado com salina e o tratamento com imipramina
e miricitrina foram eficazes em reverter tal parametro. ANOVA de uma via seguida
de post-hoc de Tukey: fator tratamento (Fs.3s=14,81; p<0.001) (Fig.18).
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Fig.18: Peso relativo da adrenal (proporcéo do peso em relacéo ao peso do corpo) de camundongos
com anedonia induzida por estresse brando repetido tratados por 14 dias com salina, imipramina
(20mg/kg) ou miricitrina (10mg/kg) (IP). Dados representam média+tEPM n=7-8 (***p<0.001-
comparado ao controle salina; ##p<0.001 - comparado ao grupo estresse tratado com salina).

7.2 Ensaios neuroquimicos

7.2.1 Dosagens de monoaminas no estriado de camundongos submetidos a

estresse brando e repetido

Apés os testes comportamentais de nado forcado, os animais foram
sacrificados e seus cérebros dissecados para a retirada do estriado para dosagem
de monoaminas. Os resultados obtidos mostraram a eficacia da miricitrina e uma
tendéncia da imipramina em aumentar os niveis de serotonina e dopamina no
estriado dos animais. N&do houve diferenca significativa entre o grupo salina controle
e estresse, porém houve uma pequena diminuicdo nos niveis de monoaminas no
grupo estresse quando comparado ao controle. Nao houve alteracdo nos niveis de
noradrenalina, quando comparados ao grupo estresse tratado com salina. ANOVA
de uma via seguida de post-hoc de Tukey: fator tratamento [serotonina (Fs.30=4,08;
p<0.01); dopamina (Fs3=12,39; p<0.001); noradrenalina (Fs3=0,98; p<0.44)].
(Fig.19A, B e C).

7.2.2 Andlise da alteracdo os niveis em IL-6 e TNF-a no hipocampo de

camundongos submetidos a estresse brando e repetido

O material utilizado para realizacdo deste experimento foi 0 hipocampo dos
animais nos quais foi realizado o teste de nado forcado e campo aberto apds a

inducdo da anedonia. Pode-se observar que ambas as drogas utilizadas foram
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efetivas em reverter o aumento dos niveis de interleucina (IL-6) causado pelo
estresse. Por outro lado, ndo se observou alteragdo nos niveis de TNF-a. As
analises foram realizadas utilizando ANOVA de uma via seguida de post-hoc de
Tukey: TNF-a [F531=0,71; p<0,620] e IL-6 [Fs33=7,58; p<0,001] respectivamente
(Fig.20A e B).

7.2.3 Analise da estresse oxidativo (GSH e LPO) no SNC de camundongos

submetidos a estresse brando e repetido

Os mesmos animais dos quais tiveram suas adrenais pesadas tiverem seus
cérebros dissecados para medicdo de diferentes parametros de estresse oxidativo.
Os resultados obtidos mostraram diferenca estatisticamente significante para os
marcadores ndo enzimaticos no cérebro, GSH e LPO. ANOVA de uma via seguida
de post-hoc de Tukey: GSH (Fs35=5,21; p<0,001) e LPO (Fs35=9,37; p<0,001),
respectivamente. (Fig.21A e B).
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Fig.19: Quantificacdo dos niveis de serotonina (A), dopamina (B) e noradrenalina (C) no estriado de
animais submetidos ao estresse brando e repetido e seus controles, ap0s o tratamento por 14 dias
com salina, imipramina (20mg/kg) ou miricitrina (10mg/kg) (IP) n=5-7 camundongos/grupo **p<0.001-
comparado ao controle salina; #p<0.01; ##p<0.001 - comparado ao grupo estresse tratado com
salina.
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Fig. 20: Concentracdo das citocinas TNF-a e IL-6 em hipocampos de camundongos com anedonia
induzida por estresse brando e repetido e controles apdés o tratamento por 14 dias com salina,
imipramina (20mg/kg) ou miricitrina (10mg/kg) (IP) n=7 camundongos/grupo ***p<0.001-comparado ao
controle salina; ##p<0.001 - comparado ao grupo estresse tratado com salina.
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Fig. 21: GSH e LPO em cérebros de camundongos com anedonia induzida por estresse brando e
repetido e controle apds o tratamento com salina, imipramina (20mg/kg) ou miricitrina (10mg/kg) por
14 dias. n=6-7 camundongos/grupo. *p<0.05 e **p<0.01- comparado ao controle salina; *#p<0.01 e

##n<0.001 - comparado ao grupo estresse tratado com salina.

8 Discussao

Como jA mencionado anteriormente, o estudo pré-clinico do THB é feito
normalmente se avaliando os estados depressivo e maniaco de maneira separada,
uma vez que ndo existe modelo validado de TBH, ou seja, que mimetize o estado
depressivo e maniaco no mesmo animal. Portanto, nesta discussédo sera avaliado o
efeito da miricitrina em modelos de mania e depressdo separadamente. N0OSS0S
resultados mostraram que ela apresenta efeito em modelos de ambos estados do

TBH, portanto na conclusdo geral, sera apresentada um resumo geral dos dados
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obtidos e por conseguinte a possibilidade de utilizagcdo da droga para o tratamento
do THB como um estabilizador de humor.

8.1 Mania

O presente estudo replicou estudos anteriores que mostraram que as drogas
com atividade antimaniaca sdo eficazes na reversdo da hiperlocomocao causada
pela anfetamina e pela privacdo de sono. Além disto, pela primeira vez, observou-se
gue drogas antimaniacas também revertem o aumento no nimero de vocalizacfes
ultrassoénicas de alta frequiéncia causado pela anfetamina. De acordo com nossos
resultados, a resposta de animais para o tratamento € aparentemente mais visivel
guando analisamos os efeitos da vocalizacao ultrasnica (USV) do que na atividade
locomotora. Além disso, outro farmaco que pode ser um novo alvo para a pesquisa
de drogas com atividade antimaniaca, a miricitrina, foi eficaz nos testes empregados,
assim como foram o tamoxifeno e o litio. A utilizagéo de litio e tamoxifeno foram
baseadas em estudos da reversdo da hiperlocomocédo por anfetamina e corroboram
0S nossos dados, mostrando a validade nos testes utilizados (Manji e Lenox, 1999;
Hahn et al. 2005; Zarate et al. 2007; Yildiz et al. 2008; Amrollahi, et al. 2011).

Entre os modelos utilizados, a hiperlocomocéo induzida por psicoestimulante
€ 0 modelo de mania mais empregado. Neste estudo, os farmacos utilizados se
mostraram eficazes na reversdo da locomocéo total de animais em ambos os
protocolos (privacdo de sono e inducdo por anfetamina). Estudos em animais
demonstraram a eficacia dos estabilizadores de humor, como o litio e acido valproéico
na inibicdo da hiperlocomocéo induzida por anfetamina (Einat et al. 2007: O'Donnell
e Gould, 2007; Sabione et al. 2008) e por privacdo de sono (Gessa et al. 1995);
alguns estudos (p.e. Sabione et al., 2008) demonstraram a eficacia do tamoxifeno
em reverter 0 mesmo comportamento. Além disso, estudos clinicos tém
demonstrado a eficacia de ambos os medicamentos (litio e valproato) em reverter
comportamento maniaco em pacientes (Hahn et al. 2005; O'Donnell e Gould, 2007;
Zarate et al. 2007; Yildiz et al. 2008). Estes resultados corroboram a sensibilidade do
modelo em nossas condicfes experimentais. A miricitrina, também foi eficaz em
reverter este comportamento, conforme hipo6tese inicial, uma vez que esta
substancia tem atividade inibitéria sobre a PKC (Meotti et al. 2006; Fernandez et al.

2007; Pereira et al. 2011) e postula-se que a eficacia dos estabilizadores do humor
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€, pelo menos em parte, relacionada a sua capacidade de inibir a PKC (DiazGranato
e Zarate, 2008). Outro pardmetro analisado no teste de privacdo de sono é a
laténcia de sono, que tem sido relacionada com a insonia frequentemente observada
em pacientes bipolares em fase maniaca. Estudos reportam que os animais privados
de sono apresentam uma laténcia maior para dormir ap0s serem colocados
novamente em uma caixa viveiro e que drogas com atividade antimaniaca, como o
litio, revertem tal parametro (Gessa et al. 1995). Neste sentido, a miricitrina, de modo
similar ao litio, reduziu a laténcia para o sono, enquanto o tamoxifeno ndo. Este
resultado indica que pode existir diferengcas no mecanismo de acao antimaniaca
destas drogas.

BN

Em relacdo a vocalizagcédo ultrasonica (USV), como citado anteriormente,
este € o primeiro estudo que tenta correlacionar o numero de vocalizacbes
ultrassbnicas e comportamento tipo maniaco em animais. Este aumento da
vocalizagcéo poderia ser relacionado com a taquilalia presente nos pacientes na fase
maniaca. Os dados obtidos mostraram que os farmacos antimaniacos utilizados
foram eficazes em bloquear o aumento no total de vocalizacdo de alta frequéncia
causado pela anfetamina. Uma vez que o aumento da vocalizacdo causada pela
anfetamina estaria relacionado com o sistema dopaminérgico e inibidores da PKC
parecem inibir a hiperativacdo deste sistema, era previsto encontrar tais resultados
(Wintink e Brudzynski, 2001; Burgdorf et al. 2001; Burgdorf et al. 2007;. Ahrens et al.
2009; Natusch e Schwarting, 2010). De acordo com os trabalhos de Burgdorf e
colaboradores (2007), a microinjecdo de anfetamina no nucleo accumbens de
roedores estimularia a atividade dopaminérgica da area, podendo ser tomado como
um estimulo apetitivo para o animal, e este estimulo provocaria um aumento na
emissdo de vocalizacbes de alta frequéncia (50 kHz). Esta hipdtese é corroborada
pelo trabalho de Natusch e Schwarting (2010), no qual a administracdo de
anfetamina sistémica, como no nosso trabalho, levou a um aumento da vocalizacéo
de alta frequéncia. Em nosso estudo, a primeira preocupacédo foi definir a dose de
litio a ser utilizada, uma vez que a anfetamina induz um aumento de vocalizacéo de
alta frequéncia (50kHz - que é relacionada a estimulo apetitivo) e que alguns
estudos reportaram que o litio induziria um aumento de vocalizacdes de baixa
frequéncia (22 kHz - que é relacionada a estimulo aversivo). Assim sendo, um
poderia inibir a ocorréncia do outro e proporcionar um resultado errbneo. As doses
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de 50mg/kg (Cappeliez e White, 1981; Frey et al. 2006) e 100 mg/kg (Tomasiewich
et al. 2006) apresentaram eficacia em reverter a hiperlomocdo induzida por
anfetamina, existindo, porém, trabalhos que relatam que doses de 10-30 mg/kg
poderiam induzir a vocalizacdo de baixa frequéncia. O trabalho de Tomasiewicz e
colaboradores (2006) mostrou que a dose de 100 mg/kg foi apenas parcialmente
eficaz na reducédo da locomocgao provocada pela anfetamina em ratos, sendo que a
dose eficaz neste trabalho foi de 300 mg/kg. Entretanto, esta dose causou efeitos
colaterais nos ratos, tais como politria, diarreia e baixa frequéncia de
comportamento de limpeza. Portanto nés escolhemos inicialmente a dose de 100
mg/kg. Por outro lado, como citado acima, estudos tém demonstrado que a
administracao de litio, tanto aguda como cronicamente, em concentracfes entre 10-
30 mg/kg foi capaz de induzir um comportamento aversivo em ratos. O primeiro
estudo a mostrar isso foi o Shippenberg e colaboradores (1988), em que eles
observaram que a administracdo aguda de 40 mg/kg de litio levaria a um
comportamento tipo aversivo e este comportamento poderia estar relacionado com a
atividade opioide. Mais tarde, Burgdorf e colaboradores (2001) demonstraram que 0
tratamento com litio, durante 3 dias, em doses de 10-30 mg/kg levou a um aumento
do numero de vocalizagcbes de baixa frequéncia, que sao caracteristicas de
comportamento aversivo de roedores. Entretanto, nossos resultados néo replicaram
os dados desses pesquisadores, uma vez que 0S animais em nossos experimentos
nao mostram uma emissao significativa de vocalizacdes de baixa frequéncia.

A utilizacdo de tamoxifeno nos testes foi realizada para estudar se a
reversdo do efeito da anfetamina na vocalizacdo pelo litio seria um efeito exibido
também por outras drogas antimaniacas e pela sua acao relativamente seletiva na
inibicio da PKC, uma vez que o acido valproico apresenta mdultiplos efeitos
neuroquimicos. Portanto, o tamoxifeno € uma droga atil ndo s6 para a validacao
preditiva do modelo, mas também para estudo do papel da PKC. Neste sentido, uma
vez que todas as drogas utilizadas apresentam como mecanismo de acdo comum a
inibicdo da PKC (especialmente os subtipos a e €), os resultados corroboram a
hipétese de que a PKC apresenta influéncia em alguns dos comportamentos
comuns em pacientes maniacos (Wang e Friedman, 1996; Giambalvo, 2004; Hahn
et al. 2005; Einat et al. 2007; Zarate e Maniji, 2007; Chen et al. 2009). Estudos tém
demonstrado que as substancias, tais como forbol 12-miristato 13-acetato (PMA),
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gue séo ativadores de PKC, levam a uma diminuicdo da disponibilidade do
transportador de dopamina (DAT) (Foster et al. 2003; Cervinski et al. 2005),
acarretando a permanéncia da dopamina por um longo periodo de tempo na fenda
sinaptica. Por sua vez, os estudos de Boudanova e colaboradores (2008) e
Fleckenstein e colaboradores (2007) mostraram que a anfetamina também tem a
capacidade de reduzir a disponibilidade de DAT e que esta atividade é independente
da PKC. Por outro lado, no estudo de Johnson e colaboradores (2005), a atividade
da PKC é importante para a liberacdo de dopamina causada pela anfetamina e
ainda mais, que a anfetamina pode ativar PKC (Gnegy et al. 1993; Fleckenstein et
al. 2007;. DiazGranados e Zarate, 2008). Portanto, estes dados reforcam a ideia de
gue ao se inibir a PKC, seria possivel inativar o efeito da anfetamina, levando a uma
diminuicdo da ativacdo do sistema dopaminérgico e, consequentemente, reduzindo
a hiperlocomocéao e as vocalizagbes. Varios estudos mostraram que as drogas que
inibem a atividade da PKC apresentam um efeito antimaniaco e acredita-se que esta
atividade esta relacionada com a maior disponibilidade DAT (Kantor e Gneny, 1997,
DiazGranados e Zarate, 2008.). A acao de litio sobre PKC estaria relacionada com
uma diminuicdo da disponibilidade de fosfatidil inositol (PI), que € essencial para a
ativacdo da PKC (Maniji et al. 1995; Brunello, 2004). O tamoxifeno também & um
inibidor da PKC, que além de inibi-la diretamente também atuaria inibindo a
fosforilacdo da GAP-43 (que é substrato um da PKC) pela anfetamina (Einat et al.
2007; Zarate et al. 2009). Finalmente, em relacdo ao miricitrina, 0 mecanismo de
acao pelo qual ocorre uma inibicdo da PKC nao foi elucidado, mas de acordo com o
trabalho de Meotti e colegas (2006), esta acédo pode estar relacionada com a inibicédo
da ativacdo da PKC, baseado no mecanismo de acdo ja observado em outros
flavondides com acéo inibitéria na PKC.

Por dltimo, de acordo com o0s nossos resultados, a inducdo de
hiperlocomocéo por privacdo de sono levou a um aumento nos niveis de estresse
oxidativo, aqui mensurado somente pelo teste de peroxidacao lipidica. A razdo da
escolha de um unico teste foi a caréncia de material biolégico e o uso de uma
técnica sensivel para o tecido escolhido, pois, como ja mencionado anteriormente,
em tecido cerebral € mais efetiva a utilizacdo de técnicas de andlise que nao
envolvam atividade enzimatica (GSH ou entdo peroxidacéo lipidica). Nossos dados
corroboram os achados de Frey e colaboradores (2006) nos quais o litio ndo foi
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efetivo em reverter os niveis de peroxidacéo lipidica hipocampal ap0s a exposi¢édo a
um fator desencadeante de mania, que no trabalho de Frey foi administracdo de
anfetamina e no nosso a privacao de sono. Por outro lado, em relagéo ao tamoxifeno
e a miricitrina, ndo existem trabalhos prévios analisando tal parametro e nossos
dados mostraram que ambos foram efetivos em reverter o aumento da peroxidacéo
lipidica causada pelo modelo de privagdo de sono. E importante salientar que
estudos tém sugerido que ocorre um aumento da peroxidacédo lipidica no soro de
pacientes bipolares (Kuloglu et al. 2002; Ranjekar et al. 2003; Andreazza et al.
2007a), além de dano no DNA destes pacientes (Buttner et al. 2007) e alteracdes
nos niveis de outras enzimas antioxidantes (Ozcan et al. 2004; Kuloglu et al. 2002).
Considerando que o estresse oxidativo apresenta seus maiores niveis durante a
fase maniaca do THB (Andreazza et al. 2007a), farmacos que além de
apresentarem efeito antimaniaco conseguem reverter 0s niveis de estresse
oxidativo, sdo interessantes alvos terapéuticos.

Em resumo, agudamente a miricitrina se mostrou efetiva em reverter 0s
parametros comportamentais e 0 estresse oxidativo, se mostrando entdo um

potencial farmaco para o tratamento da mania.

8.2 Depresséo

Os nossos dados mostraram que ambas as drogas testadas, imipramina
(empregada como controle positivo) e miricitrina foram efetivas em reverter o
comportamento tipo depressivo induzido nos animais e avaliado pelos testes de
preferéncia de sacarose, nado forcado e suspensao pela cauda. A partir dos dados
obtidos foi possivel observar a validade do modelo empregado em nosso laboratério
(efeitos da imipramina), bem como o potencial efeito tipo antidepressivo da
miricitrina.

Nesta etapa, o primeiro passo foi a determinacdo da concentracao ideal de
sacarose, uma vez que a preferéncia por sacarose nos animais parece ter uma
funcdo que se apresenta como curva em U invertida, ou seja, existe uma
concentracgdo ideal, onde a maior parte dos animais apresentara um maior consumo
de sacarose que agua, porém apoOs isto, com a exposicdo a concentracdes
crescentes de sacarose, este consumo tende a cair (Monleon et al. 1995). Além

disto, procuramos determinar a concentragdo limiar para evitar que um valor
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hedbnico elevado diminuisse o efeito deletério dos estresses repetidos. Em nosso
trabalho a concentracéo ideal foi a de 1% de sacarose.

O modelo de estresse cronico para inducdo de anedonia apresenta boa
validade preditiva, de face e de constructo (Willner 1997; Paykel, 2001; Kubera et al.
2001; Joels et al. 2004), sendo que este modelo € amplamente utilizado e aceito
como indutor de comportamento tipo depressivo em animais. Ao se utilizar tal
protocolo, pardmetros como aumento dos niveis de corticosterona, diminuicdo dos
niveis de BDNF e aumento de citocinas pré-inflamatérias sao observados, bem
como a anedonia, 0 que mimetiza alguns dos sinais e sintomas observados em
pacientes em depressao (Duman et al. 2000; Kubera et al. 2004; Moéssner et al.
2007). Além disso, um fator interessante sobre o modelo € que a demora de
semanas para a indugcdo da anedonia, bem como a necessidade de tratamento
repetido para sua reversdo, o que mimetiza a cronologia da doencga, uma vez que
esta ndo se desenvolve rapidamente e que o tratamento demora semanas para
comecar a apresentar efeitos clinicos (Willner, 1997). Nossos dados demonstraram
gue apods cinco semanas de exposicdo a diferentes estressores 0s animais
apresentaram comportamento tipo anedbénico quando comparados ao grupo
controle. Nosso periodo da inducdo da anedonia foi mais longo que o periodo
utilizado no protocolo original criado por Willner e colaboradores (1997), onde
apenas duas semanas foram efetivas em induzir a anedonia. Entretanto, no presente
estudo utilizamos camundongos e nao ratos e a sequéncia de estressores foi um
pouco modificada em relacdo a sequéncia original. A reducdo do consumo de
solucdo de sacarose apos 2 semanas de estresse também foi observada por Ma e
colaboradores (2011) e Azpiroz e colaboradores (1999). Neste ultimo a reversao da
anedonia também foi feita com imipramina. De qualquer modo, nosso protocolo foi
efetivo em induzir a anedonia, como esperado, além do que outros estudos relatam
tempos diferentes (até nove semanas) de exposi¢cdo aos estressores para inducao
da anedonia. Estes resultados indicam que o tempo necessario ird depender da
linhagem de animais em questdo (Papp et al. 2003; Li et al. 2009; Schweizer et al.
2009), além de outros fatores como, por exemplo, o parametro da anedonia
considerado (consumo ou preferéncia por solucdo de sacarose). A droga padréao
utilizada para a reversao da anedonia foi a imipramina. Trabalhos relatam que a
imipramina na dose de 20 mg/kg foi efetiva em reverter a anedonia causada por
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estresse, como no estudo de Monleon e colaboradores (1995). Interessante notar
que Kumar e colaboradores (2009) reportam o envolvimento do sistema nitrinérgico
nos efeitos da imipramina, pois a administragcdo previa de L-arginina reverteu os
efeitos da imipramina em testes de ansiedade, indicando a mediagédo nitrinérgica em
alguns efeitos da imipramina. Meotti e colaboradores (2006) mostram que também a
miricitrina apresenta efeito sobre o sistema nitrinérgico, pois seu efeito
antinociceptivo € atenuado pela administracdo prévia de L-arginina. O teste de
campo aberto foi realizado para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a atividade
motora e observou-se que nenhum dos tratamentos alterou a atividade locomotora,
conforme reportado previamente nos trabalhos de Monleon e colaboradores (1995)
para a imipramina e Pereira e colaboradores (2011) para a miricitrina.

Outro teste realizado foi o teste do nado forcado, que € um dos testes mais
antigos e o mais utilizado para estudo de drogas com potencial antidepressivo. Este
teste apresenta boa validade preditiva e boa replicabilidade (Porsolt et al. 1978;
Borsini e Meli, 1988; Petit-Demouliere et al. 2005) e sua premissa é a de que em
uma situacdo de estresse inescapavel ratos e camundongos adquirem uma postura
de imobilidade, que € reduzida por drogas antidepressivas. Neste teste, animais
apresentam primeiramente uma movimentacdo intensa na tentativa de fugir do
cilindro com agua, porém, apés este periodo inicial, eles param de nadar ou tentar
escalar as paredes e comecam a realizar somente 0S movimentos necessarios para
manter a cabeca fora da agua. Varios estudos mostram que farmacos
antidepressivos aumentam este periodo de atividade dos animais e,
consequentemente, diminuem a imobilidade (Borsini e Meli, 1988; Petit-Demouliere
et al. 2005). Nossos animais foram expostos a trés baterias de teste de nado
forcado, a primeira para avaliar seu tempo de imobilidade inicial, ou seja, apés a
inducdo da anedonia, e as duas outras baterias apds tratamento (7 e 14 dias de
tratamento respectivamente). De acordo com o trabalho de Mezadri e colaboradores
(2011) a re-exposicao ao teste de nado forcado poderia levar a uma habituagcdo com
consequente aumento do tempo de imobilidade, o que, porém, ndo foi observado no
presente estudo, havendo apenas uma tendéncia no grupo néo tratado.

Estudos com animais submetidos ao protocolo de estresse crénico reportam
hipertrofia da glandula adrenal (p.ex. Reul et al. 1993). Além disto, de acordo com
Price e colaboradores (2002), a resposta dos animais ao estresse de exposi¢des
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repetidas ao nado forcado € dependente de serotonina e esta € modulada pelos
niveis de CRF. Assim sendo, quando ocorre a re-exposicdo do animal ao teste,
ocorre diminuicdo da serotonina disponivel na fenda sinaptica gracas a modulagéo
pelo CRF, que estd aumentado, levando a imobilidade. A inibicdo de CFR re-
estabelece os niveis de serotonina e diminui a imobilidade do animal em exposi¢cdes
repetidas ao teste de nado forcado. Portanto, um aumento do tamanho da adrenal
apos estresse repetido poderia ser tomado como indicativo da hiperatividade do eixo
HPA. Nossos dados mostraram uma hipertrofia da glandula adrenal nos animais
estressados, que foi revertida apds o tratamento com imipramina e miricitrina,
indicando uma reverséo dos efeitos do estresse repetido no eixo HPA e um perfil
similar da imipramina (antidepressivo padrao) e da miricitrina.

O tratamento com miricitrina foi capaz de aumentar os niveis de serotonina
no estriado dos animais, enquanto o aumento de serotonina pela imipramina néo foi
significante, provavelmente devido a grande variabilidade e ao pequeno numero de
amostras deste grupo (n=3). Estudos reportam que o aumento dos niveis de
serotonina teria funcdo antidepressiva (p.ex. como o de Abdel-Salam et al. 2003).
Estes dados sdo coerentes com a proposta da relacédo inversa entre eixo HPA e
serotonina (Price et al. 2002), Tem sido observada uma hiperatividade do sistema
nitrinérgico em pacientes depressivos e a diminuicdo desta atividade apresentaria
efeito antidepressivo (Harkin et al. 2004; Joca e Guimardes, 2006). Nesta linha,
estudos relatam que o 6xido nitrico pode levar a uma inativacdo da serotonina bem
como de sua enzima de sintese (Kuhn e Arthur, 1996; Fossier et al. 1999) e este
poderia ser 0 mecanismo pelo qual a miricitrina estaria levando a um aumento da
atividade serotoninérgica. Acredita-se também que, ao menos em parte, o efeito de
alguns antidepressivos, como a imipramina, por exemplo, se deva a uma atividade
inibitéria no sistema nitrinérgico (Hashioka et al. 2007; Krass et al. 2011).

Em relacdo a dopamina, somente a miricitrina levou a um aumento de seus
niveis, sendo este aumento visivel tanto nos animais do grupo controle quando do
grupo estressado. De acordo com Dunlop e Nemeroff (2007) ocorreria uma
diminuicdo da atividade dopaminérgica em pacientes depressivos e 0 seu
restabelecimento estaria relacionado a um possivel efeito antidepressivo. Nestler e

Carlezon (2006) sugerem que essa diminuicdo dopaminérgica no sistema
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mesolimbico estaria relacionada a perda do comportamento hedénico,
desencadeando entdo o comportamento aneddnico nos animais.

Finalmente, em relacdo a noradrenalina, ndo foram observadas diferencas
significantes entre os tratamentos, embora haja uma tendéncia de aumento pelo
tratamento com a imipramina.

Outro teste realizado foi o teste de suspensao pela cauda, que, assim como
o teste de nado for¢cado, apresenta boa validade preditiva (Cryan et al. 2002).
Estudos tém relatado que farmacos antidepressivos como a imipramina sao efetivos
em diminuir o tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda, sendo que
um maior tempo de imobilidade é tomado como comportamento depressivo (Ripoll et
al. 2003; Varty et al. 2003). Em nosso protocolo experimental os testes de natacao
forcada e suspenséo pela cauda foram realizados ap0s a inducdo do anedonia,
antes e apd6s o tratamento farmacoldgico, para observar o comportamento de
imobilidade do animal em fase anedoOnica e verificar sua sensibilidade aos
tratamentos. A imipramina foi efetiva em reverter a imobilidade em ambos os testes,
no nado forcado e na suspensao pela cauda. A miricitrina também foi efetiva em
reverter a imobilidade tanto no teste de nado forcado quanto no teste de suspenséo
pela cauda, sem alterar a atividade motora espontanea, indicando assim um efeito
tipo antidepressivo, apresentando, portanto, interessante potencial para o
desenvolvimento de drogas com atividade antidepressiva.

Os niveis de interleucina 6 e TNF-a no hipocampo desses animais tambéem
foram analisados. Nossos resultados mostraram que tanto a imipramina quanto a
miricitrina foram eficazes em reverter o aumento dos niveis de IL-6 causados pelo
estresse brando e repetido e que os niveis de TNF-a ndo apresentaram alteracéo
significativa. Como ja mencionado, Kubera e colaboradores (2004) relatam que o
aumento dos niveis de IL-6 seria proporcional a severidade dos sintomas de
depressdo. Nesta linha, Monje e colaboradores (2011) observaram aumento de
citocinas ap6s inducédo de anedonia nos animais. Assim sendo existem estudos que
suportam nossos dados de que a inducdo de anedonia esta associada a um
aumento dos niveis de interleucinas que pode ser revertido pelo tratamento com
antidepressivos.

Por ultimo, em relacdo ao estresse oxidativo, este parece estar aumentado
em decorréncia da ativagcdo do sistema imune pelo eixo HPA, sendo que varios
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estudos ja reportam tal aumento (Brooke e McLaughlin, 2002; Kumar et al. 2009;
Ghadrdoost et al. 2011). No presente estudo observamos que a imipramina e a
miricitrina foram efetivas na reversdo do aumento dos niveis do estresse oxidativo
demonstrado pela diminuicdo dos niveis de atividade do sistema antioxidante. Uma
vez que a presenca de enzimas antioxidantes no cérebro € baixa e sdo necessarias
técnicas muito sensiveis para realmente dosar tais enzimas nesta area, a chance de
erro caso a técnica ndo seja sensivel é grande; por outro lado, andlise dos
marcadores ndo enzimaticos como peroxidacgao lipidica e GSH (glutationa) é de facil
realizacdo e apresenta um bom resultado, sendo entdo as técnicas escolhidas para
0 presente trabalho.

Em resumo, tanto a miricitrina como a imipramina foram efetivas em reverter
o comportamento depressivo analisado em diferentes testes comportamentais, bem
como nos parametros neruoquimicos analisados. Assim sendo, nossos dados
suportam a idéia de que a miricitrina € um bom alvo de estudo para a producao de
um novo farmaco com atividade antidepressiva, assim como se mostrou para a
mania.

Entretanto, neste estudo ndo avaliamos a toxicidade (aguda ou crénica) da
miricitrina, aspecto fundamental para propor testes clinicos com este farmaco.
Portanto, estudos adicionais devem ser conduzidos para avaliar a seguranca da

miricitrina.

8.3 Conclusao

O presente trabalho mostrou que a miricitrina apresentou tanto efeito
antimaniaco quanto antidepressivo. A miricitrina foi efetiva em reverter alteracfes
comportamentais e neuroquimicos nos testes de mania empregados
(hiperlocomocéo induzida por anfetamina e por privacdo de sono em camundongos,
laténcia de sono induzida por privacdo de sono em camundongos, aumento no
namero de vocalizacdes de alta-frequéncia induzidas por anfetamina em ratos,
aumento da peroxidacédo lipidica em decorréncia da privacdo de sono), de modo
similar aos controles positivos (litio e tamoxifeno). A miricitrina também foi efetiva em
reverter 0s parametros comportamentais e neuroquimicos observados nos testes de

depressdo (comportamento anedénico induzido por estresse brando e repetido,
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aumento da imobilidade nos testes de suspensdo pela cauda e nado forcado,
hipertrofia da adrenal, alteragfes nos niveis de monoaminas, aumento dos nivies de
interleucina 6 e aumento dos estresse oxidativo — GSH e LPO), também de modo
similar ao controle positivo, a imipramina.

Em relagdo aos pacientes bipolates, pode-se dizer que algumas
caracteristicas do comportamento visiveis em tais pacientes em fase maniaca
seriam a taquilalia, hiperatividade e diminuicdo da necessidade de sono, entre
outros. Ainda mais, seria possivel dizer que possiveis marcadores neuroguimicos
seriam aumento da atividade da PKC e do estresse oxidativo. Uma droga que vem
se mostrando efetiva no tratamento da fase maniaca do THB seria o tamoxifeno,
porém estudos como o de Abrial e colaboradores (2013) reportam uma possivel
virada depressiva apO0s o tratamento com tamoxifeno, assim sendo, tal droga
embora efetiva no controle da mania nao seria a melhor opg¢ao para o tratamento do
THB. Por sua vez, o litio e o valproato ndo sao efetivos em 100% dos pacientes e
apresentam efeitos colaterais, o que muitas vezes é o motivo do abandono do
tratamento (Stahl, 2002). Assim sendo, a miricitrina se mostra, a partir dos nossos
dados, uma boa candidata a farmaco para o tratamento da mania, ndo apresentando
aparente efeito colateral de virada depressiva. Em relacdo a fase depressiva por sua
vez, alguns dos marcadores sdo exatamente o comportamento anedonico (perda do
prazer em atividades antes tidas como prazerosas), 0 aumento dos niveis de NO, de
citocinas pro-inflamatorias (como a IL-6), do estresse oxidativo e de cortisol
(indiretamente mensuravel por hipertrofia da adrenal) e diminuicdo dos niveis de
monoaminas (Reul et al. 1993; Kubera et al. 2004; McArthur e Borsini, 2006; Eren et
al. 2007; Ruhé et al. 2007); mais uma vez a miricitrina (assim como nosso controle
positivo aqui empregado, a imipramina) foi efetiva em reverter tais parametros em
uma bateria de testes comportamentais e analises neuroquimicas.

Assim sendo, em conjunto, os dados obtidos demonstram que nossa droga
seria uma possivel candidata ao desenvolvimento de farmacos com atividade
estabilizadora de humor uma vez que seria efetiva em reverter comportamento tipo
depressivo e tipo maniaco de forma tdo eficaz quanto drogas hoje utilizadas na
clinica. Uma proposta de mecanismo de acdo da miricitrina seria que a sua atividade
inibitéria no sistema nitrinérgico levaria a uma diminui¢cdo da ativacdo do eixo HPA
em decorréncia do estresse com consequente diminui¢cdo de cortisol plasmatico, o
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que por sua vez levaria a uma diminuicdo dos niveis de citocinas pré-inflamatorias e
aumentaria em consequéncia os niveis de monoaminas no SNC desencadeando
sua atividade tipo antidepressiva. Em contrapartida, por meio de sua atividade sobre
a PKC esta também levaria a um aumento dos niveis de DAT e consequente
diminuicdo da ativdade aumentada do sistema dopaminérgico durante a fase
maniaca. Por ultimo, sua atividade de scavenger de radicais livres estaria atuando
no sistema comum as duas fases da patologia, que é o aumento dos niveis de

radicais livres, diminuido estes.
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