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RESUMO

O transtorno bipolar é caracterizado pela alternancia entre episédios depressivos e
maniacos. A fisiopatologia deste transtorno ainda ndo esta totalmente esclarecida,
mas acredita-se que haja um envolvimento do sistema adenosinérgico. Evidéncias
clinicas mostram que o tratamento adjuvante com farmacos adenosinérgicos é
eficaz especialmente na redugcdo de comportamentos maniacos. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito de farmacos adenosinérgicos no modelo animal
de hiperlocomogédo induzida por metilfenidato, um modelo de mania. Para isto,
utilizamos camundongos Swiss, machos e fémeas, que foram randomicamente
distribuidos entre os grupos experimentais. Previamente, realizamos a padronizagao
do modelo animal proposto e a determinacdo do efeito “per se” dos farmacos
utilizados neste estudo. Em seguida, realizamos a avaliagcdo do efeito da
administracdo aguda e repetida de farmacos adenosinérgicos no modelo de
hiperlocomogédo induzida por metilfenidato. Nos experimentos agudos, o0s
camundongos foram tratados com alopurinol (50 e 200 mg/Kg i.p.), dipiridamol (20
mg/Kg i.p.), inosina (50 mg/Kg i.p.) ou haloperidol (0,05 mg/Kg), seguidos da
administracdo de metilfenidato (5 mg/Kg), e posteriormente foi avaliada a sua
atividade locomotora, que foi realizada em uma caixa de movimentacao
automatizada durante 20 minutos. A avaliagcao do efeito repetido destes farmacos foi
realizada apos 14 dias de tratamento (alopurinol 25 mg/Kg i.p.; dipiridamol 20 mg/Kg
i.p. € inosina 50 mg/Kg i.p.), sendo que o metilfenidato foi administrado no 15° dia,
seguido da avaliagao da atividade locomotora. Por fim, realizou-se uma avaliagédo da
administracao prévia de aminofilina (2 mg/kg) ao dipiridamol para a avaliagdo da
mediagao adenosinérgica. Observou-se que o metilfenidato foi capaz de aumentar o
comportamento motor dos camundongos, porém administracédo aguda e repetida de
alopurinol e inosina ndo foi capaz de reduzir esta hiperativagdo locomotora. Por
outro lado, o tratamento agudo e repetido com dipiridamol reduziu a hiperlocomogao
induzida pelo metilfenidato, mostrando um possivel efeito tipo antimaniaco. A
administracdo de aminofilina previamente bloqueou os efeitos do dipiridamol, no
modelo de hiperlocomogé&o induzida por metilfenidato, sugerindo que o efeito do
dipiridamol é mediado pela transmissdo adenosinérgica. Estes resultados nos
permitem concluir que o dipiridamol, ao contrario do alopurinol e da inosina, possui
uma atividade antimaniaca no modelo animal proposto, e sugere-se que este efeito
seja dependente de receptores adenosinérgicos.

Palavras-chave: Adenosina, Alopurinol, Dipiridamol, Hiperlocomog¢ao, Inosina,
Mania, Metilfenidato, Transtorno bipolar.



ABSTRACT

Bipolar disorder is characterized by alternating depressive and manic episodes. The
pathophysiology of this disorder is still not fully understood, but it is believed that
there is an involvement of the adenosinergic system. Clinical studies show that
adjunctive treatment with adenosinergic drugs is effective in reducing manic
behaviors. The present work aimed to evaluate the effect of adenosinergic drugs on
methylphenidate(MPH)-induced hyperlocomotion, a model of mania. For this, adult
Swiss mice were randomly distributed among the experimental groups. Previously, it
is performed a standardization of the methylphenidate-induced hyperlocomotion
model. Moreover, it is also evaluated the effect of tested drugs alone (“per se” effect).
Then, it is studied the effect of acute and repeated administration of adenosinergic
drugs in MPH-induced hyperlocomotion. In the acute experiments, female and male
mice were treated with allopurinol (50 and 200 mg/Kg i.p.), dipyridamole (20 mg/Kg
i.p.), inosine (50 mg/Kg i.p.) or haloperidol (0.05 mg/Kg), followed by administration
of methylphenidate (5 mg/Kg), and subsequently, their locomotor activity was
evaluated, which was performed in an automated movement box for 20 minutes.
These same drugs were also studied after repeated (14 days) treatment in male mice
(allopurinol 25 mg/Kg i.p.; dipyridamole 20 mg/Kg i.p. and inosine 50 mg/Kg i.p.).
MPH was administered on the 15th day, followed by an evaluation of the locomotor
activity. Finally, the previous administration of aminophylline (2 mg/kg), an antagonist
of adenosine receptors, to dipyridamole was carried out for the evaluation of an
adenosinergic mediation. MPH was able to increase the locomotor activity of mice,
but acute and repeated administration of allopurinol and inosine was not able to
reduce this hyperactivity. On the other hand, acute and repeated treatment with
dipyridamole reduced MPH-induced hyperlocomotion, showing an antimanic-like
effect. Previous administration of aminophylline blocked the effect of dipyridamole in
the MPH-induced hyperlocomotion, suggesting that this effect of dipyridamole is
mediated by the adenosinergic system. These results allow us to conclude that
dipyridamole, unlike allopurinol and inosine, has an antimanic-like activity, which is
dependent on adenosinergic receptors.

Keywords: Adenosine, Allopurinol, Bipolar Disorder, Dipyridamole, Hyperlocomotion,

Inosine, Mania, Methylphenidate.



SUMARIO

1.INTRODUGAOD ... iieieieieceeseeessesseesessesseeseesessessessssssssessssseesesssssesssssssnsenssnsenens 9
1.1 TRANSTORNO BIPOLAR E MANIA ...coeieeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 9
S R I =1 = 0 = 0 (o R 11
1.1.2 Neurobiologia dos transtornos bipolares ............cccooviiiiiiiiii e 12
1.1.3 MODELOS ANIMAIS DE MANIA ..ottt 15
1.2 SISTEMA PURINERGICO ......ooiiiieieeeeeeeeee et 17
1.2.1 Sistema purinérgico e os transtornos bipolares...........ccccccceeiiiiiiiiiiiiiieeee 20
1.2.2 Farmacos adenosinérgicos e transtornos bipolares...........cccccccvvvvviiviiiiiiiinnnnee. 22
0 1 = 1 I Y0 1 24
2.1 OBUETIVO GERAL ...ttt e e e e e e e e eae s 24
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t 24
3. MATERIAIS E METODOS ......ccoiiiuceiiiecnsessessessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssanans 25
B T N AN 11T 1 25
B2 FARMAGCOS ...ttt e e 25
3.3 DELINEAMENTO DAS ETAPAS DO PROUJETO ....coviiiiiiiiiiiiiiieee e 26
3.4 PADRONIZACAO DO MODELO DE HIPERLOCOMOCAO INDUZIDA POR

METILFENIDAT O ... s 27

3.5 AVALIACAO DO EFEITO “PER SE” DE FARMACOS ADENOSINERGICOS....28
3.6 AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM FARMACOS

ADENOSINERGICOS NO MODELO DE MANIA. ......c.coieeeeeeeeeeee et 30
3.7 AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO REPETIDO COM FARMACOS
ADENOSINERGICOS NO MODELO DE MANIA. .......coooviuieieeeeeeeeee e 31
3.8 DESAFIO FARMACOLOGICO UTILIZANDO UM ANTAGONISTA
ADENOSINERGICO. .....coouiiiietieieeeeieteieeeee ettt 33
3.9 ANALISE ESTATISTICA ..ot 34
4. RESULTADOS ...t as s aass s s s n s anns 35
4.1 PADRONIZACAO DO MODELO DE HIPERLOCOMOGAO INDUZIDA POR
METILFENIDATO ...ttt e e e e 35
4.2 EFEITO DE FARMACOS ADENOSINERGICOS SOBRE A ATIVIDADE
LOCOMOTORA . 36

4.3 EFEITO AGUDO DOS FARMACOS ADENOSINERGICOS NO MODELO
ANIMAL DE MANIA et e e e e 38



4.4 EFEITO DO TRATAMENTO REPETIDO COM FARMACOS
ADENOSINERGICOS NO MODELO ANIMAL DE MANIA ........ccooooiiiiieeeeeeieeen 42
4.5 DESAFIO FARMACOLOGICO UTILIZANDO UM ANTAGONISTA
ADENOSINERGICO
B.CONCLUSOES ...t sss s s s sa e ae s nsasnnas 54
7 REFERENCIAS.......ooeieteietetetesssesssseseesssessssesessssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssassnns 55



1. INTRODUGAO

1.1 Transtorno bipolar e Mania

Os transtornos bipolares foram descritos inicialmente por Falret na década de
1850, que através de observagdes clinicas identificou uma desordem a qual
denominou de “circular madness”, ou loucura circular, na qual os pacientes
apresentavam episédios de excitacdo e melancolia em intervalos distintos.
Posteriormente a doenga passou a ser conhecida como doenca maniaco-
depressiva, uma vez que nao correspondia a definigdo de “loucura” e em seguida
passou a ser conhecida como transtorno bipolar (ANGST; SELLARO, 2000;
CARVALHO; FIRTH; VIETA, 2020).

Atualmente, os transtornos bipolares (TB) sdo um grupo de transtornos do
humor caracterizados pela oscilagdo e alternancia entre episddios maniacos ou
hipomaniacos com episédios depressivos (CARVALHO; FIRTH; VIETA, 2020). Estes
transtornos sao classificados em transtorno bipolar | e transtorno bipolar II, além das
desordens ciclotimicas e outras formas atipicas. Apesar de serem majoritariamente
conhecidos pelas alteragbes comportamentais, estes transtornos também levam a
alteragao de aspectos cognitivos, assim como delirios (VIETA et al., 2018).

Os episédios maniacos e o0s hipomaniacos sao representados por
comportamentos como humor altamente elevado, agitagcao psicomotora, excesso de
confianga, grandiosidade, irritabilidade, desinibicdo, loquacidade, hipersexualizagao
e reducdo da necessidade de dormir. Apesar de apresentarem sinais e sintomas
semelhantes, eles apresentam diferentes duragcbdes e intensidade (CARVALHO;
FIRTH; VIETA, 2020; GRANDE et al., 2016).

O episddio maniaco apresenta duragcdo de mais de uma semana e maior
intensidade dos sintomas, podendo estar associado com sintomas psicéticos,
havendo muitas vezes a necessidade de hospitalizagdo. Dentre estes sintomas
psicoticos estdo os delirios, sensacdo de estar em perigo, de ser invejado ou
perseguido. Além do mais, o paciente pode se envolver em atividades perigosas ou
que possam trazer consequéncias negativas. Por outro lado, os episodios

hipomaniacos tém duracdo de ao menos quatro dias consecutivos, porém
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apresentam menor intensidade, sem necessidade de hospitalizacdo ou
incapacitacédo do paciente (GRANDE et al., 2016).

Os critérios para a definigdo dos episédios depressivos sdao 0s mesmos
utilizados para o diagndstico da depressao unipolar, sendo eles: sensagao de
inutilidade e culpa, humor depressivo durante maior parte do dia, anedonia, fadiga,
agitacao ou retardo psicomotor, alteragdes cognitivas, de sono e de peso, além de
ideagao suicida. Porém existem algumas diferengas psicopatoldgicas, uma vez que
a depressao bipolar parece estar associada a um inicio mais precoce, com episédios
de curta duragdo, de inicio e término bruscos, podendo estar associados a
instabilidade de peso e aumento de sono, além de possivel presenga de alteragbes
motoras e/ou psicoticas (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013; GRANDE
et al. 2016; TOMASIK et al., 2021).

Os transtornos ciclotimicos sao caracterizados por recorrentes episodios
hipomaniacos e depressivos, com duragao de pelo menos dois anos. Existem
também outras classificacbes que sdao chamadas de formas atipicas, como o
transtorno misto no qual os pacientes apresentam alteracdes depressivas e
maniacas ao mesmo tempo, além dos TB induzidos por medicamentos e os TB nao
especificados (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013).

Os transtornos bipolares apresentam uma grande prevaléncia na populagao
mundial, variando entre 1% a 5% da populacdo, dependendo de aspectos étnicos,
culturais, da classificacdo diagnostica e da metodologia de estudo utilizada (DOME;
RIHMER; GONDA, 2019). Alguns estudos apontam uma maior prevaléncia dos
transtornos bipolares em pacientes caucasianos, porém esses dados ainda nao
estdo bem estabelecidos. Quanto a diferengca sexual, observou-se uma maior
prevaléncia do TB-Il em homens e do TB-Il em mulheres (ROWLAND; MARWAHA,
2018).

O inicio dos sintomas parece se dar principalmente entre os 20 e 30 anos,
porém também pode aparecer em outras faixas etarias. Os dados epidemiolégicos
também mostram uma maior prevaléncia da doenga em ambientes mais urbanizados
do que nos ambientes rurais, mostrando uma possivel influéncia ambiental
(ROWLAND; MARWAHA, 2018).

Embora a prevaléncia dos transtornos bipolares pareca expressiva, acredita-
se que ha subnotificagcdo do numero de pacientes com a doencga, a qual leva a

diversos prejuizos para a vida do paciente e pode torna-lo incapaz de realizar certas
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atividades rotineiras. Para isto, € importante que estes pacientes sejam
diagnosticados e que o tratamento seja adequado para o manejo dos seus sinais e

sintomas.

1.1.1 Tratamento

Existem diversas opcdes de tratamento para os transtornos bipolares, como
os estabilizadores de humor, antipsicéticos atipicos e tipicos. Os estabilizadores de
humor, como o litio, sdo uma das classes mais utilizadas. Outros farmacos utilizados
sao os antipsicéticos atipicos, como quetiapina, olanzapina, aripiprazol, risperidona,
asenapina, paliperidona e cariprazina (RHEE et al., 2020). Além disto, alguns
anticonvulsivantes também podem ser utilizados, como o acido valpréico (atua como
estabilizador do humor), lamotrigina e a carbamazepina, além dos antipsicoéticos
tipicos, como haloperidol (MARZANI; PRICE NEFF, 2021).

Os avangos na pesquisa sobre tratamentos farmacolégicos para o TB tém
levado a revisdes frequentes das diretrizes de tratamento. Em geral, o tratamento se
da entre a combinagao de um estabilizador de humor com outro farmaco, como os
da classe dos antipsicoticos, sendo mais eficaz do que a monoterapia com
estabilizador de humor (KATO, 2019).

O Litio & o farmaco mais utilizado no tratamento da doenca, atuando como
um estabilizador do humor, atuando na redug¢ao do estado maniaco, além de ser um
importante agente anti-suicida (MARZANI; PRICE NEFF, 2021). Ele parece agir
através da inibicdo da GSK-3B (glicogénio sintase quinase 3B) e da inositol
monofosfatase (KATO, 2019). Estudos mostram que a GSK-3B possui agao pro-
inflamatdria e pré-apoptética, além de interferir sobre a neurogénese, plasticidade e
sobrevivéncia neuronal (JOPE et al., 2007; JOPE et al., 2011; ROWE et al., 2007).

O valproato de sodio, outro estabilizador de humor, parece ter diversos
mecanismos no TB, sendo um deles a inibicdo de canais de sddio e calcio, além da
potencializagdo da neurotransmissdo GABAérgica (KATO, 2019). Outro mecanismo
proposto para o valproato é a inibigdo da myo-inositol fosfato sintase (MIPS),
levando a deplecao de inositol (YU et. al; 2017). O valproato de sodio € um
importante agente estabilizador de humor, pertencente a classe dos
anticonvulsivantes, sendo um importante agente para episodios de mania aguda
(MARZANI; PRICE NEFF, 2021).
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Os antipsicoéticos atuam sobre a modulagéo serotoninérgica e dopaminérgica,
sendo que os antipsicoéticos atipicos sdo os mais utilizados, uma vez que possuem
menor afinidade por receptores D2 de dopamina, levando a menos efeitos motores
do que os antipsicaéticos tipicos (CARBON ET AL., 2017; JAUHAR E YOUNG, 2019).

Os antidepressivos também podem ser utilizados, porém ndo devem ser
utilizados em monoterapia devido a possibilidade de desestabilizacdo do humor com
virada maniaca, ciclagem rapida e até mesmo aumento de ideacgédo suicida e
indugao de disforia. Dentre as classes de antidepressivos os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina e os antidepressivos triciclicos sdo os mais utilizados,
porém sua dosagem deve ser avaliada com cuidado. (TERAO, 2021). Alguns novos
antidepressivos como a quetamina parecem promissores no tratamento da

depressdo em pacientes com TB (RHEE et al., 2020).

1.1.2 Neurobiologia dos transtornos bipolares

Embora tenham sido propostos diversos fatores e mecanismos para explicar a
origem e as causas do TB, sua etiopatologia definitiva ainda ndo esta muito clara.
Acredita-se que a origem do TB envolva uma interagcdo entre multiplos elementos
genéticos, neuroquimicos e ambientais. Além disso, observou-se que episédios
recorrentes podem agravar as crises subsequentes, acompanhadas de
comprometimento funcional e cognitivo (HARRISON; GEDDES; TUNBRIDGE, 2018;
SCAINI et al., 2020).

O envolvimento genético € um importante componente da etiologia da
doenca, uma vez que o risco de uma crianca desenvolver TB é dez vezes maior com
pais que possuem a doenga, e a taxa de “herdabilidade” entre gémeos € de 70-80%
(CRADDOCK; SKLAR, 2013). Estudos de GWAS (genome-wide association
studies), mostraram o envolvimento de diversos genes nos TB, dentre eles dois sao
de grande interesse, 0 CACNA1C e ANK3 (HARRISON; GEDDES; TUNBRIDGE,
2018).

O gene ANK3 é responsavel pela produgcdo da proteina anquirina G, que
desempenha um papel importante na ligagao entre os canais de sodio dependentes
de voltagem presentes nos axdnios com o citoesqueleto. O gene CACNA1C codifica
a subunidade a1 dos canais de calcio voltagem-dependente. Outras alteragées em

genes associados aos canais de calcio voltagem-dependente também foram
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identificadas, o que mostra uma importante evidéncia do envolvimento da
sinalizagao de calcio nos TB (HARRISON; GEDDES; TUNBRIDGE, 2018).

Diversos outros fatores estdo associados a neurobiologia da doenga, como
alteracdes de neuroplasticidade, com reducédo de fatores neurotréficos, disfungéo
mitocondrial, estresse oxidativo, inflamacéo, alteragdes no ritmo circadiano e
aceleragao do envelhecimento bioldgico (SCAINI et al., 2020).

Assim como em doengas neurodegenerativas, os TB parecem estar
associados com a morte neuronal e a reducao de fatores neurotroficos. Estudos
mostram que pacientes com TB possuem menores niveis plasmaticos de BDNF
(Fator neurotréfico derivado do cérebro) durante as fases maniaca ou depressiva
(HASHIMOTO, 2010; MACHADO-VIEIRA et al., 2007; YOUNG; JURUENA, 2021).
Além disso, evidéncias mostram mudancas em diferentes neurotrofinas e fatores
troficos em pacientes com TB, tais como a neurotrofina-3, neurotrofina-4/5, GNDF
(fator neurotrofico derivado de células gliais), NGF (fator de crescimento nervoso) e
VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular) (SCOLA; ANDREAZZA, 2015).
Estas evidéncias apontam que disturbios na neuroplasticidade estdo envolvidos na
fisiopatologia dos TB (YOUNG; JURUENA, 2021).

O envolvimento do estresse oxidativo, da neuroinflamagcao e da disfungao
mitocondrial s&o outros fatores que estdo relacionados com a etiopatologia da
doenga. Alguns estudos mostram alteragdes bioquimicas no cérebro de pacientes
com TB, tais como alteracdo do pH intracelular, mudangas na via glicolitica e
aumento da producgao de lactato, redugao da produgéo energética de ATP, aumento
do influxo de caélcio e excitotocidade glutamatérgica (SCAINI et al., 2020). O estudo
de Mallakh e colaboradores (1995) aponta o envolvimento da bomba de Na+/K+-
ATPase no desenvolvimento dos sintomas maniacos e depressivos, uma vez que a
reducdo na atividade deste transportador estaria associado a um estado de
hiperexcitabilidade, correspondente ao estado de mania.

Dentre os fatores imunolégicos se destaca o aumento da producédo de
citocinas inflamatoérias durante a fase maniaca, como IL-1, IL-6, IL-4 e TNF alfa. O
aumento destas citocinas parece estar associado com a ativacdo da via da
quinurenina, que leva a neuroinflamacao e a neurotoxicidade (BIRNER et al., 2017,
SACCARO et al., 2021; TONIN et al., 2014).

Diversas evidéncias apontam o envolvimento do estresse oxidativo na

fisiopatologia da doenca, tanto em estudos pré-clinicos como em estudos clinicos
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(KANAZAWA et al., 2017; MADIREDDY; MADIREDDY, 2022). Estas evidéncias
apontam que no TB ha um aumento de espécies reativas de oxigénio, redugao da
capacidade antioxidante (redugdo de enzimas como SOD [superéxido dismutase] e
GPx [glutationa peroxidase]), aumento de marcadores de peroxidagao lipidica, de
marcadores de danos ao DNA e RNA e de mutagdes no DNA mitocondrial
(JIMENEZ-FERNANDEZ et al., 2022; KANAZAWA et al., 2017; MADIREDDY;
MADIREDDY, 2022; TONIN et al., 2014).

O estresse é outro fator associado aos TB, sendo que estudos mostram um
aumento da ativagao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal nestes pacientes (SCAINI
et al., 2020).

Outro fator importante associado aos TB sao as alteragdes circadianas,
especialmente relacionadas ao sono. Pacientes na fase maniaca apresentam
reducdo do sono e pacientes na fase depressiva possuem maior insbnia ou
hipersonia. Estas evidéncias parecem ser explicadas pela anormalidade na secrec¢ao
de melatonina ou pela alteragdo de “genes circadianos” em pacientes com TB
(STEINAN et al., 2016). Em roedores, a privagdo de sono leva ao desenvolvimento
de sinais tipo maniacos, como hiperatividade, irritabilidade, agressividade,
estereotipia e hipersexualidade (GESSA et al., 1995).

Alteracdes neuroquimicas também estao relacionadas com os TB. Evidéncias
apontam um envolvimento da neurotransmissdo serotoninérgica, colinérgica,
glutamatérgica, gabaérgica e dopaminérgica nos transtornos bipolares (ASHOK et
al, 2017; SHEN et al, 2021) .

A dopamina parece ser um componente chave na fisiopatologia dos TB. O
aumento da neurotransmissdo dopaminérgica esta associada com o
desenvolvimento de mania. A administracao de farmacos dopaminérgicos como as
anfetaminas, leva ao desenvolvimento de sinais e sintomas caracteristicos da mania.
Por outro lado, a diminuicdo da transmissdo dopaminérgica, através do uso de
antagonistas dopaminérgicos inibem estes comportamentos (ASHOK et. al, 2017).

Além de alteragbes nestes neurotransmissores, acredita-se que outros
neurotransmissores, horménios e segundos mensageiros tenham correlagdo com a
doenca, tais como a adenosina e o ATP (YOUNG; JURUENA, 2021).

Apesar das diversas evidéncias, ainda existem diversos aspectos

fisiopatoldgicos a serem explorados.
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1.1.3 Modelos animais de mania

O uso de modelos animais é fundamental para a pesquisa pré-clinica. Para
que estes modelos sejam adequados eles devem possuir alguma caracteristica
semelhante com a doengca em humanos, a fim de garantir um maior entendimento
sobre esta doenca e sobre os seus possiveis tratamentos (LOGAN; MCCLUNG,
2016).

Os modelos animais podem possuir trés tipos de validade, a validade de face,
de constructo e a preditiva. A validade de face (aparente) se relaciona com a
capacidade do modelo em reproduzir sinais e caracteristicas semelhantes a doenca
em humanos. A validade de constructo esta associada com a semelhanga entre os
aspectos fisiopatoldgicos e bioquimicos da doenga com o modelo animal. Enquanto
isto, um modelo com validade preditiva tem a capacidade de reproduzir resposta aos
tratamentos que sao eficazes ou ineficazes em humanos (LOGAN; MCCLUNG,
2016; YOUNG et al, 2011).

Os modelos animais de mania podem ser classificados em: modelos
ambientais, modelos genéticos e os modelos farmacoldgicos. Dentre os modelos
ambientais estdo o modelo da privacdo de sono (disrupgao do ciclo circadiano) e o
teste do residente-intruso (YOUNG et al, 2011).

O modelo de privacdo de sono € o mais utilizado. Este modelo envolve
alteragbes no ciclo circadiano e disturbios do sono que desencadeiam
comportamentos tipo maniacos nos animais, tais como insbnia, hiperatividade,
comportamento agressivo, hipersexualizacdo e comportamentos estereotipicos,
como o rearing. Este modelo € baseado na manipulagdo ambiental do animal, o qual
€ colocado sobre uma plataforma cercada por agua durante um longo periodo de
tempo, em média 72 horas. Neste periodo o animal é impedido de dormir, uma vez
que ao pegar no sono ele cai sobre a agua e acorda prontamente. Quando o animal
retorna para a sua caixa-moradia, desenvolve comportamentos tipo-maniacos
(GESSA et al., 1995). Este modelo é interessante uma vez que reproduz aspectos
comportamentais, fisiopatoldgicos e farmacolégicos com a doenga em humanos
(SHARMA et al., 2016).

Os modelos genéticos sdao modelos com importante validade de constructo,
uma vez que utilizam animais com manipulacdo genética que levam a fendtipos

comportamentais semelhantes ao da doenga em humanos. Dentre estes modelos os
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mais utilizados s&o os modelos em roedores com modificagées genéticas nos genes
do transportador de dopamina (DAT), no gene CLOCK e DBP (genes de regulagéo
do ciclo circadiano), no receptor de glutamato 6 (GluR6), no gene da GSK-383
(glicogénio sintase quinase 3B), ERK1 (quinase regulada por sinais extracelulares 1)
e outros. Além da presenca de fendtipos comportamentais, estas manipulacdes
genéticas se correlacionam com a fisiopatologia dos TB e, alguns modelos como o
knockout de DAT ou mutagdes no gene CLOCK também respondem a farmacos
antimaniacos (LOGAN; MCCLUNG, 2016; SHARMA et al., 2016).

Os modelos farmacolégicos sao aqueles onde ha a utilizagdo de um farmaco
para a indugdo do comportamento tipo maniaco nos animais. Dentre estes modelos
o mais utilizado € o modelo de hiperatividade induzida por psicoestimulantes, o qual
utiliza farmacos psicoestimulantes como anfetaminas ou metilfenidato. Estes
farmacos promovem o aumento da sinalizacdo dopaminérgica e noradrenérgica,
levando a comportamentos tipo maniacos como hiperlocomogdo e agitacao
psicomotora e, portanto, apresentando validade de face (LOGAN; MCCLUNG, 2016;
SHARMA et al., 2016). Além disto, este modelo apresenta validade preditiva, uma
vez que farmacos clinicamente eficazes como litio reduzem a hiperlocomogéao
induzida pelas anfetaminas em algumas linhagens de roedores (GOULD et. al.
2007).

Além da inducdo de comportamentos tipo-maniacos em roedores, 0s
psicoestimulantes também levam a sinais e sintomas maniacos em individuos
saudaveis ou com transtornos bipolares (PREUSS et al., 2021). Em individuos
bipolares pode haver a antecipagcdo da fase maniaca (YOUNG et al., 2011). Dentre
os efeitos causados pelos psicoestimulantes pode se destacar a agitagao, insénia,
aumento de energia, humor elevado e hipersexualizacdo (ASGHAR et al., 2003;
MINASSIAN et al., 2016).

Dentre os modelos de hiperatividade induzida por psicoestimulantes em
roedores, o uso do metilfenidato vem sendo amplamente utilizado, em especial em
nosso grupo de pesquisa (KANAZAWA, 2021; SIBA, 2022). O metilfenidato € um
farmaco utilizado para o tratamento do transtorno de hiperatividade e déficit de
atencdo e possui como mecanismo de acdo a inibicdo dos transportadores de
noradrenalina e dopamina (NET e DAT), aumentando assim os niveis destes

neurotransmissores na fenda sinaptica. O aumento da noradrenalina e dopamina
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acarretam no comportamento de hiperlocomogcdo e agitacdo psicomotora
(QUINTERO; GUTIERREZ-CASARES; ALAMO, 2022).

Diversas publicagdes em literatura com este modelo foram publicadas e
indicam uma o6tima reprodutibilidade e validade do modelo (GONCALVES et al.,
2022; KANAZAWA et al., 2017). Sendo assim, o modelo de hiperlocomogéo induzida
pelo metilfenidato € uma opcéao interessante para a avaliagcdo de farmacos com

possivel atividade antimaniaca.
1.2 Sistema purinérgico

As purinas sdo compostos organicos heterociclicos que dao origem as bases
nitrogenadas, fundamentais para a formagao do DNA. Além das bases nitrogenadas
(adenina e guanina), outras substancias fazem parte deste grupo, como o ATP
(trifosfato de adenosina) e a adenosina (MALEWSKA-KASPRZAK; PERMODA-
OSIP; RYBAKOWSKI, 2019). O sistema purinérgico é um sistema de
neurotransmissdo composto pela adenosina, pelos nucleotideos de adenina (ATP,
ADP e AMP), pelos receptores purinérgicos (P1 e P2) e pelas enzimas
ectonucleotidases (CALOVI; MUT-ARBONA; SPERLAGH, 2019).

Figura 1. Metabolismo das purinas a partir do ATP.

NPP

| (ENTPDase ) (ENTPDase)l

ATP > ADP > AMP » ADO » INO —» HXAN > XAN > UA

Legenda: ADA — adenosina desaminase; ADO - adenosina; ADP — difosfato de adenosina; AMP —
monofosfato de adenosina; ATP - trifosfato de adenosina; ENTPDase - nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase; INO - inosina; HXAN - hipoxantina; NPP - nucleotideo pirofosfatase fosfodiesterase;
NT5E — 5-nucleotidase ; PNP - purina nucleosideo fosforilase ; UA — acido urico; XAN — xantina; XO -
xantina oxidase.

Fonte: Adaptado de GONCALVES; ANDREJEW; GUBERT, 2022.

Estas substancias quando metabolizadas dao origem ao acido urico. A figura
1 mostra o metabolismo das purinas a partir do ATP. A perda dos grupamentos de
fosfato do ATP, através da hidrdlise realizada pelas ENTPDases, leva a formacao de

ADP e posteriormente de AMP. A partir da ecto-5-nucleotidase o AMP ¢é hidrolisado
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em adenosina, a qual leva a formacéo de inosina a partir da adenosina deaminase.
A inosina é posteriormente metabolizada em hipoxantina, em seguida em xantina e
por fim em acido urico (GONCALVES; ANDREJEW; GUBERT, 2022).

A neurotransmissao purinérgica foi proposta em 1972, por Burnstock, que
mostrou que o ATP atuava como um neurotransmissor em neurbnios n&o
adrenérgicos e nao colinérgicos de porcos da india. Posteriormente, ele identificou
que o ATP atuava como um co-transmissor em neurdnios do sistema nervoso
autbnomo. Posteriormente foram identificados varios receptores purinérgicos em
diversas regides cerebrais e medulares (BARANSKA, 2013).

Atualmente sabe-se que o ATP age tanto como um neurotransmissor
excitatério rapido, mas também como neuromodulador com papeis importantes na
proliferagdo, diferenciagdo, regeneragao e morte celular. Apesar da adenosina ser o
principal modulador purinérgico, o ATP também age como neurotransmissor
(BARANSKA, 2013; ZIMMERMANN, 2006).

A sinalizagao purinérgica no cérebro € ampla e o ATP esta presente em altas
concentragbes em regides cerebrais como hipocampo e putamen. A sinalizagao
purinérgica também pode ser identificada em regides como habénula medial, locus
coeruleus, cortex somatossensorial e até mesmo na medula espinhal (BARANSKA,
2013). O sistema purinérgico desempenha um papel importante na regulagédo de
processos neuropsicolégicos, como na regulagdo do humor. (MALEWSKA-
KASPRZAK; PERMODA-OSIP; RYBAKOWSKI, 2019).

Os receptores purinérgicos sao divididos em duas principais classes, 0s
receptores P1 (metabotropicos) e P2 (ionotrépicos ou metabotropicos). Os
receptores P1 sao receptores adenosinérgicos, e sao classificados nos subtipos A1,
A2A, A2B e A3 (THOMPSON et al., 2021).

O A1R é o receptor adenosinérgico mais abundante no sistema nervoso
central. Através da ativacao deste receptor e da inibicido do A2AR, a adenosina
exerce propriedades neuroprotetoras no sistema nervoso central. O receptor A2R é
expresso em areas dopaminérgicas, como o estriado, nucleo accumbens e tubérculo
olfatério e exerce importantes fungdes como a liberacdo de neurotransmissores
(CUNHA, 2005; FIELDS; BURNSTOCK, 2006).

A ativagao de receptores adenosinérgicos promovem a modulagado de outros
neurotransmissores, como a dopamina e o glutamato. A ativagcdo dos receptores

A2AR nos neurdnios GABAérgicos estriatopalidos no estriado resulta em diminuigao
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da afinidade do D2R a dopamina, devido a interagcdo com o receptor de dopamina
D2 (FERRE, 1997) . Outro efeito é a interagdo com os receptores D1 e D2 dos
circuitos dopaminérgicos mesolimbicos, que leva a modulacdo da atividade
locomotora espontanea (COLLINS et al., 2010; GONCALVES; ANDREJEW;
GUBERT, 2022).

O A2AR também interage com receptores glutamatérgicos mGlu5 no estriado
e no hipocampo, estimulando a liberagéo de glutamato e GABA. Os receptores A1,
por outro lado, levam a inibicdo da estimulagéo de liberagcdo de glutamato (CUNHA,
2005; DIOGENES et al., 2004; LOPES et al., 2002).

Os receptores da classe P2, eles sao subdivididos em duas familias, a P2X e
a P2Y. A familia P2X corresponde aos receptores ionotropicos, ou seja, acoplados a
canais ibnicos, enquanto a familia P2Y corresponde a receptores acoplados a
proteina G, sendo uma classe de receptores metabotropicos (CHEFFER et al.,
2018).

Figura 2. Receptores purinérgicos (P2X e P2Y) e adenosinérgicos (P1).

ATP ADP AMP Adenosine

(1'7) (19 2‘9 49 69 11'14) (A19A2A9 A2Bs A.})
Influx/efflux of ions Cat cAMP
(Na*, Ca**, K*) cAMP

Fonte: THOMPSON et al., 2021

Os receptores da familia P2X sdo amplamente expressos no cérebro. Os

receptores P2X2, P2X4 e P2X6 sao expressos na forma de heteromultimeros e
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podem ser encontrados em regides como cerebelo, enquanto os receptores P2X3
podem ser encontrados no tronco encefalico. Dentre a classe de receptores P2Y, o
subtipo P2Y1 é amplamente expresso no cérebro. O hipocampo expressa diversos
receptores desta familia como P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y12 (BARANSKA,
2013; CHEFFER et al., 2018).

Em muitos casos a neurotransmissédo purinérgica se da em cotransmissao
com outros neurotransmissores, dentre eles a acetilcolina, noradrenalina, GABA e
glutamato. Evidéncias apontam que ha uma cotransmissao de glutamato e ATP no
hipocampo, e que a transmissao purinérgica pode modular a neurotransmissao
glutamatérgica (BURNSTOCK, 2009). Outras evidéncias apontam que a adenosina
pode estimular a liberagdo de glutamato em astrocitos e células da glia (NISHIZAKI,
2004).

O conhecimento sobre a relacdo entre o sistema purinérgico com o
comportamento animal e humano necessita de maiores esforcos para sua
compreensao. Apesar disso, diversas evidéncias mostram um importante papel
destas substancias. Um exemplo é o papel da adenosina na indugao de sedacéao e
de sono, uma vez que se sabe que o bloqueio de receptores adenosinérgicos por
metilxantinas, como a cafeina, levam a efeitos estimulantes (CALOVI; MUT-
ARBONA; SPERLAGH, 2019).

A compreensao do papel do sistema purinérgico no sistema nervoso central &
fundamental para que se possa elucidar os mecanismos fisiologicos de
neurotransmissao, mas também para que se possa entender melhor os mecanismos

fisiopatoldgicos de doencas relacionadas a estas substancias.

1.2.1 Sistema purinérgico e os transtornos bipolares

O sistema purinérgico, com toda sua complexidade, estd envolvido em
diversos mecanismos fisiolégicos e patoldgicos, sendo os transtornos do humor um
exemplo de classe de doencgas correlacionadas com disfungdes neste sistema
(GONCALVES et al., 2020).

O envolvimento do sistema purinérgico nos transtornos bipolares ainda nao
esta totalmente esclarecido, mas a hipotese purinérgica para o transtorno bipolar
tem sido amplamente estudada atualmente. Apesar disto, ha mais de um século ja
havia sido observado a relagdo entre componentes do sistema purinérgico com
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alteragdbes do humor, especialmente ao acido urico (AU) (GONCALVES;
ANDREJEW; GUBERT, 2022). Observou-se que pacientes com transtornos
bipolares apresentavam altos niveis de AU na urina, além disto o uso de sais de litio
em pacientes com gota e hiperuricemia promovia a estabilizacdo do humor
(AMDISEN, 1987; ANUMONYE et al., 1968).

Em estudos mais recentes foi observado que pacientes com transtorno
bipolar, especialmente na fase maniaca ou hipomaniaca, apresentam niveis
aumentados de AU no sangue. Enquanto isto, pacientes em fases depressivas
apresentam uma reducao deste marcador (CHATTERJEE et al, 2018; DOS
SANTOS OLIVEIRA et al., 2019; MUTI et al., 2015).

As concentragdes de acido urico em pacientes com TB também podem variar
de acordo com a farmacoterapia ou comorbidades associadas. Alguns
medicamentos como o litio e a carbamazepina podem reduzir os niveis de AU. O
aumento de AU também esta associado com a sindrome metabdlica, a qual € uma
comorbidade comum em pacientes com TB (GONCALVES; ANDREJEW; GUBERT,
2022).

O aumento de acido urico em pacientes com TB indica uma desregulagdo no
metabolismo das purinas. Esta desregulagcdo leva, portanto, a uma reducdo na
concentracdo de adenosina, a qual em baixas concentracbes parece estar
relacionada com um maior comprometimento funcional em pacientes com TB
(ORTIZ et al., 2015).

A adenosina também esta associada com a regulagao do ciclo circadiano e a
resposta a luz. A sinalizagdo mediada pelos receptores A1 e A2A controla os
CLOCK genes PER1 e PER2 (JAGANNATH et al, 2021). Como citado
anteriormente, os TB estdo associados com alteragdes circadianas, especialmente
relacionadas ao sono.

A adenosina também pode modular a transmissao glutamatérgica, a qual esta
relacionada com a aumento da atividade excitatéria e excitotoxicidade, que estao
aumentadas em pacientes com TB. Uma das evidéncias desta influéncia da
adenosina sobre a transmissao glutamatérgica € a presenga do heterodimero de
receptores ATR-A2AR nos terminais glutamatérgicos do estriado (GONCALVES;
ANDREJEW; GUBERT, 2022).

A partir destas evidéncias, alguns autores tém buscado avaliar o uso de

farmacos adenosinérgicos para o tratamento dos transtornos bipolares.
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1.2.2 Farmacos adenosinérgicos e transtornos bipolares

O reposicionamento de farmacos é um tema que tem ganhado bastante
destaque nos ultimos tempos devido a maior seguranga e menores custos para a
busca de novas alternativas terapéuticas (ALLAHHAM et al., 2022). Considerando
as evidéncias do papel do sistema purinérgico sobre os TB, especialmente sobre a
mania, alguns estudos tém destacado o papel de farmacos adenosinérgicos na
reducao de episodios maniacos. Dentre estes farmacos, pode-se destacar o
alopurinol, dipiridamol e a inosina (HIROTA; KISHI, 2013).

O alopurinol € um inibidor da xantina oxidase, enzima responsavel pela
conversao de hipoxantina em xantina, levando assim ao aumento das concentragdes
de adenosina e inosina e, consequentemente, reduzindo a formagao de acido urico.
Por tal motivo o alopurinol é utilizado clinicamente como um agente antiuricémico em
pacientes com gota (GONCALVES; ANDREJEW; GUBERT, 2022; KARVE;
JAGTIANI; CHITNIS, 2013).

O alopurinol em associagao com farmacos padréao para o tratamento dos TB
se mostrou clinicamente efetivo em estudos clinicos e relatos de caso (BARTOLI et
al.,, 2021; FAN et al., 2012; HIROTA; KISHI, 2013; JAHANGARD et al., 2014).
Machado-vieira e colaboradores (2001) foram um dos primeiros grupos de pesquisa
a relatar os efeitos positivos da terapia adjuvante com alopurinol no tratamento de
pacientes com mania, associada a hiperuricemia. Akhondzadeh e colaboradores
(2006) mostraram que o tratamento com alopurinol, em associagao com litio ou
haloperidol, melhorou os scores na escala YMRS (Young Mania Rating Scale), que
avalia a intensidade de sintomas maniacos.

Apesar disto, resultados negativos associados ao uso do alopurinol, em
associagcdo com estabilizadores do humor e antipsicéticos, também foram
observados (WEISER et al., 2014). Um estudo de meta-analise mostrou que o
tratamento adjuvante com alopurinol possui pequeno a moderado efeito sobre o
tratamento de pacientes com mania (BARTOLI et al., 2017).

O dipiridamol foi introduzido em 1959 como um anti-agregante plaquetario,
devido a inibicdo da fosfodiesterase plaquetaria, porém, devido ao surgimento de
outros farmacos, seu uso foi sendo interrompido. Atualmente € utilizado

principalmente como auxiliar no diagnostico de doengas arteriais coronarias e na
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profilaxia do tromboembolismo em associacdo com a varfarina. Além disto, o
dipiridamol inibe os transportadores de nucleosideos ENT1 e ENTZ2, impedindo o
transporte de adenosina e aumentando suas concentragbes extracelulares
(ALLAHHAM, et. al. 2022).

A partir da transmiss&o adenosinérgica, acredita-se que o dipiridamol também
possa exercer efeitos positivos sobre os sintomas maniacos de pacientes com TB
(MACHADO-VIEIRA et. al. 2008). No estudo de coorte de Lintunen e colaboradores
(2022), foi observado que o uso de dipiridamol ou alopurinol reduziu o risco de
hospitalizagdes decorrentes de sintomas afetivos associados ao TB. Apesar disto,
ainda ha poucas evidéncias do efeito antimaniaco do dipiridamol na literatura.

A inosina € uma purina sintetizada pela adenosina deaminase a partir da
adenosina. Apesar disto, ela também age sobre receptores adenosinérgicos, como o
A1 e o A2A (KIM; JO, 2022). A inosina atua na regulagcdo de genes envolvidos ao
crescimento axonal e na modulagdo de doengas do humor, sendo que evidéncias
mostram que ela reduz o comportamento tipo-depressivo em camundongos
(CAMERINI et al., 2020; KASTER et al., 2013). Por outro lado, apenas um estudo
avaliou os efeitos da inosina em um modelo animal de mania. Camerini e
colaboradores (2020) demonstraram que a inosina preveniu a hiperlocomogéao
induzida pela cetamina, sem promover mudancgas nos receptores de adenosina.

A partir das evidéncias apresentadas sobre o papel do sistema purinérgico na
fisiopatologia dos TB, associadas aos efeitos positivos de farmacos purinérgicos
sobre a reducdo do comportamento maniaco quando associado a farmacos
estabilizadores do humor, tornam necessarios novos estudos que possam contribuir
para a compreensao e a busca de novas alternativas terapéuticas para os TB. Neste
sentido, o presente estudo procurou realizar um avaliagdo nao-clinica sobre o
potencial de farmacos adenosinérgicos empregados isoladamente em um modelo

animal de mania.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar os efeitos de farmacos adenosinérgicos no modelo animal de

hiperlocomocao induzida por metilfenidato.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito per se agudo de farmacos adenosinérgicos sobre a locomogao
em camundongos;

e Analisar o efeito agudo de farmacos adenosinérgicos no modelo da
hiperlocomogéo induzida por metilfenidato.

e Investigar o efeito do tratamento repetido com farmacos adenosinérgicos_no
modelo da hiperlocomocao induzida por metilfenidato.

e Avaliar a possivel inibicao farmacoldgica do efeito tipo antimaniaco utilizando

um antagonista adenosinérgico, a aminofilina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para a realizagdo desta pesquisa, foram utilizados camundongos, da
linhagem Swiss, com aproximadamente 30 - 45 g, procedentes do biotério da UFPR.
Os animais foram mantidos em caixas moradia (até 10 animais por caixa), com
temperatura (22 + 2°C) e luz controladas (ciclo claro/escuro de 12 horas, luzes
acesas as 7:00), com acesso a agua e ragao ad libitum.

Os machos e as fémeas foram mantidos em diferentes salas de
acondicionamento, devido a influéncia comportamental. O ciclo estral das
camundongas fémeas néo foi avaliado durante este estudo.

Os procedimentos experimentais realizados seguiram as legislacdes
brasileiras e internacionais. Além disto, utilizamos alguns dos parametros sugeridos
pelo guia para relato de experimentos in vivo (ARRIVE Guidelines; du Sert et al.,
2020) para aumento da reprodutibilidade dos dados do estudo.

O projeto foi previamente submetido ao Comité de Etica de Experimentagéo
Animal (CEUA) do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR (certificado numero
1437/2022). As diretrizes do ARRIVE guidelines tem como objetivo aumentar a
transparéncia e reprodutibilidade dos dados em estudos envolvendo animais.

3.2 Farmacos

e Metilfenidato (Novartis Biociéncias, Sado Paulo, SP, Brazil), na dose de 5
mg/Kg, solubilizado em solugado salina (NaCl 0.9%) e Tween 80 (1%),
administrado por via subcutanea;

e Alopurinol (Sigma, Saint Louis, MO, USA) nas doses de 25, 50, 100 e 200
mg/Kg, solubilizado em solugédo salina e DMSO 5%, administrado por via
intraperitoneal;

e Dipiridamol (Sigma, Saint Louis, MO, USA) nas doses de 10 e 20 mg/kg,
solubilizado em solugdo salina e DMSO 5%, administrado por via
intraperitoneal;

e |nosina (Sigma, Saint Louis, MO, USA), nas doses de 10 e 50 mg/Kg,

solubilizado em solugao salina, administrado por via intraperitoneal,
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e Haloperidol (Jansen-Cilag, Sédo Paulo, SP, Brazil), na dose de 0,05 mg/Kg,
solubilizado em solugéo salina, administrado por via intraperitoneal;
e Aminofilina (Minoton®, Blau Farmacéutica, Cotia, SP, Brasil), na dose de 4

mg/Kg, solubilizada em solugao salina, administrada por via intraperitoneal.
3.3 Delineamento das etapas do projeto

A fim de investigar farmacos adenosinérgicos como potenciais tratamentos
para o episédio maniaco do TB, este estudo propbs avaliar o efeito de farmacos que
modulam o sistema adenosinérgico no modelo de hiperlocomog¢ao induzida por
metilfenidato em camundongos, um modelo animal de mania.

Para isto, o primeiro passo realizado foi a padronizacdo do modelo de
hiperlocomocéao induzida por metilfenidato, a fim de garantir que o modelo proposto
possua reprodutibilidade em relagcdo aos dados apresentados na literatura.

Em seguida, foi realizada uma avaliacdo do efeito “per se” de farmacos
adenosinérgicos sobre a atividade locomotora dos animais, a fim de evitar algum tipo
de viés sobre este comportamento.

Posteriormente, foi realizada a avaliagdo do efeito agudo e repetido destes
farmacos adenosinérgicos no modelo de hiperlocomogao induzida por metilfenidato.

O delineamento das etapas do projeto esta ilustrado abaixo, na figura 3.

0 Q ) Q

PADRONIZAQEO DO DETERMINAG.E\O DO AVALIACAO DO AVALIAGAO DO DESAFIO
MODELO DE EFEITO PER SE DE EFEITO AGUDO DE EFEITO REPETIDO DE FARMACOLOGICO
HIPERLOCOMOGAO FARMACOS FARMACOS FARMACOS COM AMINOFILINA
INDUZIDA PO ADENOSINERGICOS  ADENOSINERGICOS ADENOSINERGICAS
METILFENIDATO NO MODELO DE MANIA NO MODELO DE MANIA

Figura 3. Delineamento das etapas do projeto
Fonte: O Autor

Antes da realizagcdo de cada um dos experimentos, os camundongos
utilizados foram pesados a fim de se ajustar a dose adequada, sendo que, todas os
farmacos foram administrados em um volume constante de 10 mL/Kg do peso do

animal. Cada animal foi distribuido de maneira randomizada para 0s grupos
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experimentais através da utilizagdo do site “random.org”. Os experimentos foram
realizados no mesmo periodo do dia (12:00 - 18:00 horas), a preparacéo da dose e a
administracado do farmaco foram realizadas por diferentes pesquisadores a fim de
evitar algum tipo de viés durante a execugéo ou analise do experimento.

A padronizagdo do modelo e a avaliagdo dos efeitos agudos dos farmacos
adenosinérgicas sobre o modelo de hiperlocomocéao induzida por metilfenidato foi
realizada utilizando camundongos machos e fémeas. Esta e as outras medidas
citadas tiveram como objetivo garantir maior confiabilidade e reprodutibilidade dos

dados obtidos neste projeto.

3.4 Padronizagao do modelo de hiperlocomogao induzida por metilfenidato

A padronizagdo do modelo de hiperlocomogao induzida por metilfenidato teve
como objetivo validar e padronizar este modelo nas condigbes do nosso laboratério.
Este modelo é amplamente utilizado para o estudo de potenciais farmacos anti-
maniacos em roedores (YOUNG et al., 2011).

O modelo se baseia na indugéao do comportamento hiperlocomogao, o qual
apresenta semelhanga com o comportamento agitado e hiperativo durante a fase
maniaca, através da administracado de um farmaco psicoestimulante. Neste caso, o
farmaco utilizado foi o metilfenidato, que € um farmaco utilizado no tratamento do
transtorno de déficit de atencao e hiperatividade e que promove um aumento da
transmissdo noradrenérgica e dopaminérgica, levando ao comportamento tipo
“‘maniaco” no animal. Dentre os modelos animais de mania, a hiperlocomocéao
induzida por metilfenidato € um dos modelos mais utilizados, uma vez que apresenta
validade preditiva, de face e de constructo (EINAT, 2006; KANAZAWA, 2021).

Para a realizacdo deste teste, os animais foram tratados com uma solugao
salina ou solugdo de metilfenidato 5 mg/Kg, via subcutanea, 20 minutos antes da
realizacao do teste. Como citado anteriormente, esta administracdo tem como
objetivo induzir o comportamento excitatorio e de hiperlocomogéo nos animais.

Apos os 20 minutos, os animais foram posicionados dentro das caixas de
movimentacdo automatizadas para a determinacdo da atividade locomotora. As
caixas de movimentacao automatizadas sédo caixas de madeira (40 x 20 x 26 cm),

com piso de tela de arame, equipada com trés sensores fotoelétricos no seu interior
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(10 cm de distancia entre cada sensor), os quais sdo ativados com a movimentagao

do animal, contabilizando o nimero de cruzamentos.

Figura 4 — Caixa de Movimentagdo Automatizada. (A) visao frontal com tampa; (B) visdo interna
sem tampa.
Fonte: O Autor.

Os cruzamentos foram contabilizados em quatro momentos distintos a cada 5
minutos. Quanto maior o numero de cruzamentos, maior a atividade locomotora do
animal, a qual esta associada com um efeito excitatério, por outro lado, a redugao do
numero de cruzamentos esta associada a um efeito sedativo/inibitério (SIBA, 2022).

Considerando que alguns autores preconizam ou utilizam a exposi¢cao prévia
(habituagdo) ao ambiente utilizado para avaliagcdo do efeito de farmacos
estimulantes (KELLEY, 1993), foi avaliado a influéncia da pré-exposigdo a caixa

automatizada 24h antes do teste com metilfenidato.

3.5 Avaliagao do efeito “per se” de farmacos adenosinérgicos

Assim como citado anteriormente, a avaliagcao do efeito per se dos farmacos
adenosinérgicos teve como objetivo avaliar possiveis efeitos sobre o comportamento
motor dos animais e, por conseguinte, definir as concentragbes do farmaco a serem
utilizadas para a avaliagcdo no modelo de hiperlocomoc¢éao induzida por metilfenidato.
O objetivo desta avaliagao foi verificar se as concentragbes de farmacos propostas

nao influenciariam sobre a atividade locomotora do animal no teste.
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Os farmacos utilizados foram: alopurinol, dipiridamol e inosina. Para cada
farmaco utilizado foram identificadas concentragcdes usuais na literatura (ESSAWY;
ELBAZ, 2013; CAMERINI et al, 2020; FERRE et al, 2018).

Apos a definicdo das doses a serem avaliadas, foi realizada a distribuicdo dos
animais entre os grupos, os quais foram distribuidos de maneira randomizada. Em
seguida, foi realizada a administracdo dos farmacos 35 minutos antes do primeiro
teste. Previamente a estes procedimentos, foi determinado o peso dos animais para
o0 ajuste da dose a ser administrada. O teste se baseou na avaliagdo do
comportamento motor do animal na caixa de movimentagao espontanea.

A figura 5, abaixo, mostra os grupos experimentais e o respectivo farmaco e

dose utilizada.

Alopurinol Dipiridamol m

¥

¥

Veiculo
25 mg/Kg Veiculo Veiculo
50 mg/Kg 10 mg/Kg 10 mg/Kg
100 mg/Kg 20 mg/Kg 50 mg/Kg
200 mg/Kg

Figura 5. Grupos experimentais utilizados para a elaboragdo da curva dose-resposta e avaliagdo dos
efeitos “per se” do alopurinol, dipiridamol e inosina.
Fonte: O Autor.

Apos a realizacao do teste, foram comparados o numero de cruzamentos de
cada grupo experimental com o grupo controle. Os grupos experimentais que nao
diferiram significativamente do grupo controle possuiam uma dose adequada para
avaliagao posterior no modelo de mania proposto neste estudo, uma vez que nao

houve influéncia do farmaco sobre a atividade locomotora dos animais.



30

3.6 Avaliacao do efeito do tratamento agudo com farmacos adenosinérgicos no

modelo de mania.

A avaliagdo do efeito agudo dos farmacos adenosinérgicos foi realizada
utilizando o modelo de mania de hiperlocomog¢éao induzida pelo metilfenidato. Para a
realizacdo desta etapa, os animais foram randomicamente distribuidos entre os
grupos e foram utilizados camundongos machos e fémeas, os quais foram
submetidos ao experimento em dias diferentes para evitar viés comportamental.

A execugdao do experimento se deu através da administracdo dos
respectivos farmacos (alopurinol, dipiridamol, inosina ou haloperidol) em cada animal
35 minutos antes do teste, por via intraperitoneal. O haloperidol foi utilizado como
controle positivo.

Em seguida, 20 minutos antes do teste, foi administrado o metilfenidato
5mg/Kg por via subcutanea, para a indugao do comportamento de hiperlocomocao.
Apds este tempo os animais foram colocados na caixa de movimentagdo
espontanea, onde permaneceram por 20 minutos e foram registrados o numero de

cruzamentos dentro da caixa.

ALOPURINOL,

ATIVIDADE
DIPIRIDAMOL,
INOSINA, METILFENIDATO LOCOMOTORA

HALOPERIDOL OU OU VEICULO 20 MIN
VEICULO

TEMPO M
1

5 min 20 min

3 L
it L4

Figura 6. Desenho experimental da avaliacdo do efeito do tratamento agudo com farmacos
adenosinérgicos no modelo de mania.
Fonte: O Autor.

As doses utilizadas de cada farmaco e os grupos experimentais utilizados
estdo descritos na tabela 1. As doses foram determinadas a partir de estudos na
literatura (ESSAWY; ELBAZ, 2013; CAMERINI et al, 2020; FERRE et al, 2018) e dos

dados obtidos com a avaliacédo do efeito “per se” destes farmacos.
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Tabela 1. Grupos experimentais utilizados para a avaliagdo do efeito agudo de farmacos
adenosinérgicos no modelo de mania

Grupo Veiculo/Alopurinol Salina/MPH
1 Veiculo Salina
8 2 Alopurinol 50 mg/Kg Salina
‘g'- 3 Alopurinol 200 mg/Kg Salina
Eo 4 Veiculo Metilfenidato 5 mg/Kg
5 Alopurinol 50 mg/Kg Metilfenidato 5 mg/Kg
6 Alopurinol 200 mg/Kg Metilfenidato 5 mg/Kg
= Grupo Veiculo/Dipiridamol Salina/MPH
g 1 Veiculo Salina
g 2 Dipiridamol 20 mg/Kg Salina
= 3 Veiculo Metilfenidato 5 mg/Kg
a
4 Dipiridamol 20 mg/Kg Metilfenidato 5 mg/Kg
Grupo Veiculo/Inosina Salina/MPH
1 Veiculo Salina
2 Inosina 50 mg/Kg Salina
3 Veiculo Metilfenidato 5 mg/Kg
4 Inosina 50 mg/Kg Metilfenidato 5 mg/Kg
- Grupo Veiculo/Haloperidol Salina/MPH
(o]
S 1 Veiculo Salina
@
o 2 Haloperidol 0.05 mg/Kg Salina
o]
© 3 Veiculo Metilfenidato 5 mg/Kg
== 4 Haloperidol 0.05 mg/Kg Metilfenidato 5 mg/Kg

Fonte: O Autor.

3.7 Avaliacao do efeito do tratamento repetido com farmacos adenosinérgicos

no modelo de mania.

A avaliacdo do efeito do tratamento repetido com o alopurinol, dipiridamol e
inosina foi realizado apds os experimentos para avaliagdo do efeito agudo e teve
como objetivo verificar se a administracao repetida destes farmacos por um periodo

de tempo maior poderia levar a um efeito tipo antimaniaco.
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Para isto, foram utilizados camundongos machos divididos nos grupos
experimentais descritos na figura abaixo. O tratamento repetido consistiu na
administragcao de veiculo, alopurinol, dipiridamol ou inosina durante 14 dias, no

mesmo periodo do dia. Os grupos experimentais estao descritos na tabela abaixo.

Tabela 2. Grupos experimentais utilizados para a avaliagdo do efeito repetido de farmacos

adenosinérgicos no modelo de mania.

Grupo Veiculo/Alopurinol Salina/MPH
E 1 Veiculo Salina
é_ 2 Veiculo Metilfenidato 5 mg/Kg
Eo 3 Alopurinol 50 mg/Kg Metilfenidato 5 mg/Kg
4 Alopurinol 200 mg/Kg Metilfenidato 5 mg/Kg
= Grupo Veiculo/Dipiridamol Salina/MPH
£
§ 1 Veiculo Salina
E_ 2 Veiculo Metilfenidato 5 mg/Kg
Q 3 Dipiridamol 20 mg/Kg Metilfenidato 5 mg/Kg
Grupo Veiculo/Inosina Salina/MPH
1 Veiculo Salina
2 Veiculo Metilfenidato 5 mg/Kg
3 Inosina 50 mg/Kg Metilfenidato 5 mg/Kg

Fonte: O Autor.

Apos este periodo os animais foram submetidos a administragcdo de
Metilfenidato 5 mg/Kg no 15° dia, seguido da avaliacdo do comportamento motor na

caixa de movimentacao automatizada.
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ATIVIDADE

METILFENIDATO LOCOMOTORA
“ECBR OU VEICULO 20MIN
TEMPO h—%
14 DIAS 15 min 20 min

P 3 L -
- r 4 >

ALOPURINOL, DIPIRIDAMOL, INOSINA, HALOPERIDOL
OU VEICULO

Figura 7. Desenho experimental da avaliacdo do efeito do tratamento repetido com farmacos
adenosinérgicos no modelo de mania.
Fonte: O Autor.

3.8 Desafio farmacolégico utilizando um antagonista adenosinérgico.

A fim de avaliar se o efeito “tipo anti-maniaco” do dipiradamol é decorrente
da sua atividade adenosinérgica, realizamos um desafio farmacoldgico utilizando a
aminofilina, um antagonista adenosinérgico de receptores A1 e A2 (A3 em menor
poténcia), juntamente com o dipiridamol para verificar se ha alteragdo na resposta
comportamental dos animais submetidos ao modelo de hiperlocomocéao induzida por
metilfenidato.

Para isto, os animais receberam uma administragédo prévia de aminofilina, 15
minutos antes da administragao do dipiridamol. Em seguida, apds 15 minutos, houve
a administracdo do metilfenidato e depois de 20 minutos houve a avaliacdo do

comportamento de hiperlocomogao na caixa de movimentagao automatizada.

ATIVIDADE

AMINOFILINA DIPIRIDAMOL METILFENIDATO LOCOMOTORA
OU VEICULO OU VEICULO OU VEICULO 20 MIN
TEMPO M
15 min 15 min 20 min

(% (% -
L4 L4 r 4

Figura x. Desenho experimental do desafio farmacolégico utilizando a aminofilina como antagonista
adenosinérgico.
Fonte: O Autor.
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3.9 Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico STATISTICA
(StatSoft) e os graficos foram elaborados utilizando o software GraphPad Prism ® 8.
Para a avaliacdo do efeito agudo, considerando que a variavel sexo nao
mostrou efeito significante na ANOVA de trés vias (Utilizando como variaveis o sexo,
metilfenidato e os tratamentos), os dados foram analisados pela ANOVA de duas
vias (Metilfenidato e tratamentos), seguidos pelo teste de Newman-Keuls, quando
necessario.
A avaliacdo do efeito do tratamento repetido foi analisada pela ANOVA de
uma via, seguida do teste de Newman-Keuls.
Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média. As diferencas

entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizagao do modelo de hiperlocomog¢ao induzida por metilfenidato

A padronizagdo do modelo de hiperlocomocao induzida por metilfenidato se
deu através da administracao deste farmaco 20 minutos antes da execucao do teste
para avaliagdo da atividade motora do animal. Considerando que alguns autores
(Kelley, 1993) preconizam a exposicdo prévia (habituacdo) para aumentar a
deteccao do efeito dos psicoestimulantes na locomogao (em relagao ao controle),
avaliamos o efeito do metilfenidato tanto em camundongos habituados e nao
habituados a caixa de movimentagéo.

A ANOVA de 2 vias indicou que houve um efeito do metilfenidato (F(1, 31)=
36,29, P<0,0001), da habituacédo (F(1, 31)= 5,81, P<0,05) mas n&o da interagao
entre metilfenidato e habituacdo (F(1, 31)= 0,75, NS). O metilfenidato foi capaz de
induzir um aumento na locomogdo dos camundongos, mensurada através do
namero de interrupgbes do feixe da caixa de movimentagdo automatizada. A
exposicao prévia nao influiu no efeito do metilfenidato. Finalmente, os camundongos
habituados apresentaram uma redugéo da locomogao em relagdo aos camundongos
nédo habituados, mas este efeito foi independente do metilfenidato (Fig. 9)

15007 ¥ # e Veiculo
s Metilfenidato

-
[=]
(=]
T

Atividade Locomotora
(interrupgdes do feixe)
1]
o
=]
]
> > > > »
g

i

Habituagdo Sem Habituagio

Figura 9. Atividade locomotora de animais submetidos a administracdo de metilfenidato ou veiculo,

apo6s a habituagdo, ou ndo, na caixa de movimentacdo automatizada. Cada ponto representa um

animal (n = 8-10) enquanto as barras representam a média e o erro padrdo da média. * p < 0,05 em

relacdo ao grupo veiculo + habituacdo. # p < 0,05 em relagdo ao grupo veiculo + sem habituagao.
Fonte: O Autor
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Portanto, a administragdo de metilfenidato foi capaz de aumentar a atividade
locomotora nos animais, 0 que era esperado para este modelo, o que pode ser
interpretado como um comportamento do tipo maniaco.

A partir destes resultados, reproduzimos o modelo da hiperlocomogao
induzida pelo metilfenidato, utilizando, nos experimentos seguintes, o procedimento

sem a pré-exposic¢ao a caixa de movimentagao.

4.2 Efeito de farmacos adenosinérgicos sobre a atividade locomotora

A avaliacdo do efeito “per se” dos farmacos adenosinérgicos teve como
objetivo verificar qual concentracdo do farmaco nao promovia alteragcbes no
comportamento de locomogao do animal. Para esta avaliagdo foram utilizadas ao
menos duas doses de cada farmaco. A figura 10 mostra os resultados obtidos nesta
etapa.

As doses utilizadas para a avaliagdo do efeito do alopurinol foram de 25
mg/Kg, 50 mg/Kg, 100 mg/Kg e 200 mg/Kg. Estas doses quando comparadas ao
grupo controle, ndo resultaram em uma diferenga significativa (p>0,05), mostrando
que as doses utilizadas nao influenciaram sobre o comportamento motor dos
animais.

O dipiridamol (10 e 20 mg/Kg) também nao levou ao aumento da atividade
locomotora quando comparado ao grupo controle (F(2,12= 0,23, NS). Isto mostra
que ambas as concentragdes de dipiridamol n&o alteram o comportamento motor
dos camundongos.

De mesmo modo, a administragdo de inosina nas doses de 10 e 50 mg/Kg
nao promoveu alteragdes motoras significativas quando comparado com o grupo
controle (F(2,23)=0,73, NS).

Estes resultados mostraram que as doses dos farmacos utilizados nao foram
capazes de alterar a atividade locomotora dos animais por si sO, aumentando a
confiabilidade dos dados obtidos posteriormente na avaliagdo no modelo de mania,
pois exclui a possibilidade de um efeito sedativo do farmaco induzir um resultado

falso positivo na hiperlocomocgao por metilfenidato.
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Figura 10. Efeito da administracéo isolada de Alopurinol (A), Dipiridamol (B) e da Inosina (C) sobre a
atividade locomotora de camundongos na caixa de movimentagdo automatizada. Cada ponto
representa um camundongo enquanto as barras representam a média e o erro padrao da média (n=
5-9 camundongos/ por grupo). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Fonte: O Autor
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As doses utilizadas para a avaliacdo do efeito do alopurinol foram de 25
mg/Kg, 50 mg/Kg, 100 mg/Kg e 200 mg/Kg. Estas doses quando comparadas ao
grupo controle, ndo resultaram em uma diferenga significativa (p>0,05), mostrando
que as doses utilizadas nao influenciaram sobre o comportamento motor dos
animais.

O dipiridamol (10 e 20 mg/Kg) também n&o levou ao aumento da atividade
locomotora quando comparado ao grupo controle (F(2,12= 0,23, NS). Isto mostra
que ambas as concentragdes de dipiridamol n&o alteram o comportamento motor
dos camundongos.

De mesmo modo, a administragdo de inosina nas doses de 10 e 50 mg/Kg
nao promoveu alteragdes motoras significativas quando comparado com o grupo
controle (F(2,23)=0,73, NS).

Estes resultados mostraram que as doses dos farmacos utilizados nao foram
capazes de alterar a atividade locomotora dos animais por si sO, aumentando a
confiabilidade dos dados obtidos posteriormente na avaliagdo no modelo de mania,
pois exclui a possibilidade de um efeito sedativo do farmaco induzir um resultado

falso positivo na hiperlocomogao por metilfenidato.

4.3 Efeito agudo dos farmacos adenosinérgicos no modelo animal de mania

A partir dos resultados obtidos na etapa anterior (item 4.2), foram definidas as
doses dos farmacos a serem avaliados no modelo animal de mania induzido pelo
metilfenidato. Em todos os experimentos o fator sexo ndo mostrou influéncia
significativa nos demais fatores (ANOVA de 3 fatores: sexo, metilfenidato e
tratamento) e por isto este fator foi retirado das analises (utilizando-se ANOVAs de 2

vias: metilfenidato e tratamento).
Alopurinol
A analise estatistica mostrou que apesar de haver um efeito significativo do

no fator metilfenidato (F(1, 61)= 25.208; p<0.0001), mas nao no fator tratamento
(F(2, 61)= 0.461; NS) ou na interagdo metilfenidato-tratamento (F(2, 61)= 0.016; NS),



39

mostrando que o alopurinol n&o foi capaz de reverter o comportamento tipo maniaco

induzido pelo metilfenidato (Fig. 11).

2000+ ]
o Veiculo

o Alopurinol 50 mg/Kg

-
($)]
[=]
o

1

(@]

>

a  Alopurinol 200 mg/Kg

1000+ ©

500+

laluls

Veiculo Metilfenidato

Atividade Locomotora
(interrupgdes do feixe)

Figura 11. Efeito agudo do alopurinol sobre a atividade locomotora de camundongos no modelo de
hiperlocomogao induzida por metilfenidato. Cada ponto representa um animal (n= 5-7 machos + 5-6
fémeas por grupo) enquanto as barras representam a média e o erro padrdo da média. # p < 0,05
comparado com o grupo veiculo (fator tratamento).

Fonte: O Autor.

Dipiridamol

A administracdo aguda de dipiridamol no modelo de hiperlocomogao induzida
pelo metilfenidato mostrou resultados muito interessantes. A ANOVA de duas vias
mostrou que o efeito no fator tratamento nao foi significativo (F(1,41)= 1.58; NS),
porém o fator metilfenidato (F(1,41)= 57.43; p<0.0001) e a interacao metilfenidato-
tratamento (F(1,41)= 4.60; p< 0.05) tiveram efeitos significativos. O metilfenidato foi
capaz de aumentar o comportamento motor dos camundongos tanto dos grupos
veiculo como do grupo tratado com dipiridamol. No entanto, nos camundongos
tratados com metilfenidato, o dipiridamol foi capaz de reduzir a atividade locomotora
em comparagdo com o grupo veiculo (p< 0.05). Além disto, o dipiridamol
isoladamente nao foi capaz de alterar o comportamento motor dos animais, quando
comparado ao grupo controle (Fig. 12).

Este resultado mostra que a administragdo aguda de dipiridamol na dose de

20 mg/Kg mostrou um efeito tipo antimaniaco.
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Figura 12. Efeito agudo do dipiridamol sobre a atividade locomotora de camundongos no modelo de
hiperlocomogéao induzida por metilfenidato. Cada ponto representa um animal (n= 5-7 machos + 5-6
fémeas por grupo) enquanto as barras representam a média e o erro padrdo da média. * p < 0,05
comparado com o grupo controle (veiculo + veiculo); # p < 0,05 comparado com o grupo 