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RESUMO

A lamotrigina € uma droga anticonvulsivante, de langspectro, que teve seu
uso extendido a psiquiatria. Estudos randomizadap|o-cegos controlados, com a
lamotrigina evidenciam sua eficacia antidepressiza depressao bipolar, depressao
bipolar com ciclagem rapida e transtornos de huretmatarios a outros tratamentos.
Entretanto, o mecanismo de acdo antidepressivardatiigina permanece incerto. A
lamotrigina é estruturalmente diferente dos antiatsivantes atuais, e acredita-se que
sua acado anticonlvulsivante decorra da inibicadilbdaacao de glutamato decorrente do
blogueio dos canais de sodio voltagem-dependeNtegresente estudo foi avaliado o
papel dos canais de sédio voltagem-dependentesvea daarginina/NO sobre o efeito
antidepressivo da lamotrigina no teste de natag@ada modificado (TNF). A veratrina,
uma droga ativadora dos canais de sodio, a L-amainim substrato da NOS e o
nitroprussiato de sédio, um doador de NO, foratizatios na abordagem farmacoldgica.
Dizolcipna (MK 801), um antagonista nao competiticdlo receptor NMDA, e
nortriptilina, um antidepressivo inibidor seletida recaptacédo de noradrenalina, foram
utilizados como padrdo para drogas antiglutamatésgé como drogas que aumentam o
comportamento de escalada no TNF modificado, réispetente. Carbamazepina foi
empregada para estabelecer um padrdo para drog@isehtioras dos canais de sodio
voltagem-dependentes no TNF.

A administracdo prévia da veratrina reverteu o tefenti-imobilidade da
lamotrigina, bem como o aumento do comportamentonatacao; por outro lado o
aumento do comportamento de escalada induziddgralarigina foi mantido.

Enquanto a administracdo de L-arginina ndo foi zagmreverter o efeito anti-
imobilidade da lamotrigina, 0 mesmo néo ocorreu eocadministracdo de nitroprussiato

gue foi util na reversao do efeito antidepressiadadnotrigina.
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Os resultados sugerem que somente o efeito sergioméda lamotrigina esta
associado a sua capacidade de bloquear os cana&evoltagem dependentes. Ja o
aumento da neurotransmissdo noradrenérgica elicgala lamotrigina parece ser
independente do bloqueio dos canais de sédio.

Desde que o nitroprussiato alterou o efeito antkifidade da lamotrigina estes
resultados, também, sugerem que o efeito antidepoeda lamotrigina é dependente, em
parte, da inibicdo da sintese liberacdo de oxittcoi

Palavras-chave: Lamotrigina, depressao bipolae thsnatacao forcada,
glutamato, 6xido nitrico, canal de sédio, antidepe.
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ABSTRACT

The Lamotrigine (LTG) is a broad spectrum antisegzdrug that has also been
used in psychiatry. The randomized double-blindacebo controlled studies with
lamotrigine indicate a clinical antidepressant @ffim bipolar depression, rapid cycling
bipolar depression and treatment-resistant moookrakss. However, the mechanism of
antidepressant action of lamotrigine is still uacleLTG is structurally unrelated to the
existing antiepileptic drugs, and its anticonvudsit action has been suggested to be due
to the inhibition of Glutamate (Glu) release bylackade of voltage-sensitive sodium
channels. In present report we evaluate the rolewafitage-dependent sodium channels
and nitric oxide in antidepressant-like effect afbtrigine in modified forced swimming
test (FST). The veratrine, an activator of sodidrarmel drug, L-arginine, a substrate of
NOS, and sodium nitroprusside, a NO donor, weleeti at pharmacological approach.
Dizolcipine, an uncompetitive NMDA receptor antagbnand nortriptline, a seletive
noradrenergic reuptake inhibitor antidepressantewasilized such as gold standard for
antiglutamatergic drugs and drugs that increaseabotg behavior in forced swim test,
respectively. Carbamazepine was employed to emsfalal pattern in the modified forced
swimiming test for sodium channels block drugs.

The pre-treatment with veratrine reverses the iamtiobility effect of
lamotrigine through a blockade of increase swimmmgserotonergic related behavior.
On the other hand, climbing was not changed bytieeapre-treatment.

The pre-treatment with L-arginine did not change #mti-immobility effect of
lamotrigine, although nitroprusside was able tocklohe antidepressant-like effect of
lamotrigine.

These results suggest that only the serotonerfgctedf lamotrigine is associated
to its capacity to block Na voltage sensitive channel. Otherwise, the norashgic
action of lamotrigine appears to be independebiafk N&- voltage sensitive channel.
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Since nitroprusside changed anti-imobility effeCtaomotrigine these results also
suggest that the antidepressant-like effect of tagine is dependent, in part, of the
inhibition of NO sinthesis/release.

Key-words: Lamotrigine, bipolar depression, foreadm test, glutamate, nitric
oxide, sodium channel, antidepressant.



1. INTRODUCAO

A depressdo € um grave problema na sociedade awml prevaléncia
aproximada em 21% na populacdo de alguns paiseswadsidos. E definida pela
Associacdo Americana de Psiquiatria como um digitheterogéneo, frequentemente
manifestado por sintomas psicolégicos, comportaaierd fisiologicos (Nestler et al.,
2002).

O distarbio bipolar, que se caracteriza por flufies; de humor (depresséao e
mania ou hipomania), € uma das mais comuns, gravesdevastadoras doencas
psiquiatricas, estando associada com decréscingniadalade de vida dos pacientes e de
seus familiares. A depressao € uma séria preocoigggdacientes com disturbio bipolar
de humor. O manejo do transtorno bipolar tem, hisimente, focado o tratamento da
mania, enquanto o tratamento da depressao bigotasitdo, relativamente, negligenciado
(Herman, 2004). Entretanto, muitos destes paciexpsrimentam sintomas depressivos
mais frequentemente do que sintomas maniacos oomhigiacos. Pacientes com
disturbio bipolar | ou bipolar Il passam, substaimiente, mais tempo com sintomas
depressivos do que com sintomas maniacos ou higaocwsn(Bowden, 2005). Surge,
portanto, a necessidade de se desenvolver drogés efieazes no tratamento da
depresséo e na diminuicédo de suas recidivas.

Com o surgimento da hipétese monoaminérgica, umdgravanco ocorreu na
compreensao da neurobiologia da depressédo. Se@stdpa depressao decorreria da
diminuicdo da neurotransmissdo noradrenérgica.eRoshente descobriu-se que nao
somente o déficit funcional de um Udnico neurotraesar e sim varios (serotonina,
noradrenalina, dopamina) estavam envolvidos nogssw (Hirschfeld, 2000).

Atualmente, séo utilizadas clinicamente as segsliol@sses de antidepressivos:
inibidores ndo seletivos da recaptacdo de seraorinnoradrenalina (amitriptilina,
imipramina, venlafaxina, duloxetina), inibidoredetiwos da recaptacédo de serotonina —
ISRS- (fluoxetina, paroxetina, sertralina, clomipmaa), inibidores seletivos da
recaptacdo de noradrenalina (reboxetina), inibelail@ monoaminoxidase -IMAO- (ex:



maclobemida) e Atipicos (p.ex: antagonistas alfa-fhirtazapina; antagonistas 5HT
Trazodona-). Excetuando-se alguns antidepressipisas (p.ex. tianeptina), os demais
antidepressivos atuam, de diferentes formas, awaméot a neurotransmissao
monoaminérgica, efeito este considerado fundamepdah atividade antidepressiva
destes farmacos (Lucki e O'leary, 2004).

Acredita-se que este aumento das monoaminas rggsssesinduz, a longo prazo,
alteracdes adaptativas no sistema monoaminérgsudtaado em dessensibilizacdo de
auto e heteroreceptores inibitorios, incluindo eseptores pré-sinaptice®, 5HT;, e
somatodendritico 5H, localizados em algumas regides cerebrais (Elhwiz&§4). A
dessensibilizacdo desses receptores inibitériog pedar a um aumento da atividade
monoaminérgica central que coincide com a respesapéutica.

Entre os antidepressivos inibidores da recaptac@& serotonina e/ou
noradrenalina, temos os antidepressivos tricicllessmipramina), que tém uma ampla
gama de efeitos colaterais, incluindo constipadédprese, xerostomia, sedacdo, ganho
de peso, bem como efeitos com potencial risco da, \vio ritmo cardiaco e na pressao
arterial. Esses efeitos colaterais, decorrem da ainidade desses compostosik
adrenorreceptores, receptores histaminérgicos,aringmos e bloqueio de canais de sodio
e acarretando baixa adesdo ao tratamento e pod®srdo perigosos em caso de
superdosagem acidental ou intencional (Cryan €2602) .

A baixa tolerabilidade dos antidepressivos trictdi estimulou a pesquisa de
moléculas com maior especificidade neurofarmacofdgue pudessem ser desenvolvidos
como antidepressivos mais seguros. Nos anos 80rasur@s inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (fluoxetina, paroxetipdradina, etc). A experiéncia clinica
com esses farmacos demonstrou que eles sdo eficazekepressdo e em diversos
transtornos de ansiedade. Eles sdo desprovidosefiots colaterais tipicos dos
antidepressivos triciclicos, embora tenham efataterais especificos, particularmente
nausea e outros sintomas gastrointestinais, bero aasrferéncia na funcdo sexual. Tem
sido sugerido que esses medicamentos podem sersmeficazes do que os
antidepressivos triciclicos, especialmente em péese com depressdo mais grave.



Embora os antidepressivos sejam comumente usadtatamento agudo da depressao
bipolar, eles apresentam uma propensao em desigstabi humor induzindo mania ou
ciclagem rapida quando usados por longos periddesr(an, 2004). Neste caso, surge a
necessidade da descoberta de novos alvos farmamsdg, consequentemente, novas
drogas antidepressivas que associem tratamensz eficn seguranca a longo prazo.

O interesse por novos compostos antidepressivobéiamse faz necessario
devido a laténcia farmacoldgica para o efeito ctini3 a 4 semanas para 0S
antidepressivos utilizados atualmente), o que fiod&ar o seu uso em situacdes agudas.
Independente da estrutura quimica, propriedadesafacinéticas e alvos celulares ou
moleculares no cérebro, todos os antidepressivagsagam ser administrados por
algumas semanas para produzir uma significantivlnare clinica, isto €, reducéo de
50% na gravidade (Adell et al., 200Bxsim, neste cenario, varios autores tém relatado
gue alguns compostos glutamatérgicos poderiamtitetade em intervencdes imediatas
sendo, possivelmente, desprovidos de efeitos seddqtCarobrez, 2003)

Alguns estudos (pré-clinicos e clinicos) tém derrads um efeito
antidepressivo das drogas anticonvulsivantes coanbahazepina (Barros e Leite,1987),
Oxcarbamazepina (Herman, 2004; Bowden, 2005; Jocal,e2000) e Lamotrigina
(Herman, 2004; Bowden, 2005; Calabrese et al., 20BSta ultima tem sido usada como
anticonvulsivante ha anos e foi aprovada paratanr@nto de manutencao no disturbio
bipolar | em 2003.

Recentes estudos, utilizando modelos animais desi&fo, indicam que o efeito
antidepressivo da lamotrigina estd provavelmentdacimado a uma acao
noradreneérgica/serotoninérgica, embora 0s mecasig@onanecam obscuros (Bourin et
al., 2005; Consoni et al., 2006; Kaster et al., pmess). Estudos preliminares da
lamotrigina indicam que sua acdo, nos disturbios hdenor, poderia ocorrer por
intermédio de um efeito anti-glutamatérgico, o gesultaria numa diminuicdo da
liberagdo de NO com consequente aumento de samatdastudos tém evidenciado uma
interacdo entre os sistemas glutamatérgico, N@tensa monoaminérgico, 0 que sugere
gue manipulacbes sobre estes diferentes sistemaemporesultar num efeito



antidepressivo (Paul e Skolnick, 2003). Enquantomammoaminas estao diretamente
relacionadas a efetividade clinica das drogas emtedsivas, ha dados pré-clinicos
indicando que os inibidores da 6xido nitrico siat@dOS) também exercam um efeito
antidepressivo (Harkin et al., 2003; Joca e Guiemrd006) . Além disso, ha evidéncias
de que o efeito antidepressivo dos inibidores daSN® mediado por mecanismos
serotoninérgicos.

O glutamato é o principal neurotransmissor exaitatdo SNC de mamiferos e
medeia e regula importantes processos como pliediei sinaptica, aprendizado e
memoria (Nestler et al., 2002; Paul e Skolnick, Z0Rascimento et al., 2006). Em
decorréncia de seu papel na plasticidade sinaptisaa ampla distribuicdo cerebral, a
modulacdo do sistema glutamatérgico tem sido igeeth em diversos estudos clinicos
de transtornos psiquiatricos, marcadamente em gsiapre se caracterizam por piora do
humor, aprendizado, atencdo e memoria.

O uso de antagonistas alostéricos dos receptantntérgicos ionotropicos do
tipo NMDA (N-Metil-D-Aspartato), em estudos présalios, evidenciam que estes
agentes apresentam propriedades antidepressiveata@ento crénico com antagonistas
NMDA resulta em efeitos antidepressivos em modaluisnais como estresse cronico,
desamparo aprendido, agresséao induzida por cheduébectomia olfatéria. Tratamento
cronico, mas ndo agudo, com antagonistas NMDA, éambeduz a densidade de [3-
adrenorreceptores e receptores serotoninérgicos BefEbrais (Mathew et al., 2005).
Parte das evidéncias clinicas de que a modulac&iddade glutamatérgica pode ser
importante no tratamento dos transtornos de hummovém da utilidade clinica do
anticonvulsivante Lamotrigina. Embora a lamotrigimgresente efeitos celulares
multiplos, incluindo inibicdo (bloqueio) de canals sédio e calcio (tipo N e P), a
inibicdo da liberacdo excessiva de glutamato paseceum importante aspecto do seu
mecanismo de acao (tabela 1).

Até a aprovacdo do uso da lamotrigina no tratameatalepresséao bipolar, a
Unica droga comprovadamente efetiva neste trarsstenan o litio. O mecanismo de acao
do litio permanece obscuro, mas acredita-se queooctbnico diminui a ativacdo da



adenilato ciclase (AC) e esta acdo pode ser rdeepelo aumento da concentracao
guanosina trifosfato (GTP), sugerindo que os eaiim tratamento com o litio podem ser
mediados no nivel das proteinas G. No entanto, slade@ basal o litio aumenta a
formacdo de AMPc no cérebro de ratos. Dessa faena.se sugerido que acdo do litio
na atividade da AC é estado dependente: em corsdigdgais aumenta a formacao do
AMPc e no estado ativado (quando da ativacdo dapAlG conjunto receptor/Gs) a
formacdo do AMPc é atenuada. Esse mecanismo de‘bigdadal” poderia ser uma das
explicacbes do efeito terapéutico do litio tantadepressédo quanto na mania (Frey et al.,
2004).

O litio ainda interfere no metabolismo do inositofosfato, responsavel pela
liberacéo do célcio de seus depdsitos intraceksilgr@ssivelmente através da inibicdo de
enzimas na rota de formacéo do inositol 2,3.

A inibicdo do inositol-1-fosfatase leva a uma defte relativa de inositol e,
consequentemente, a alteracbes no receptor acopladosfatidilinositol; porém, os
efeitos da administracdo crbnica sdo provavelmemddiados por mudancas distais ao
receptor (por exemplo, em nivel de proteina G) adifitacdes nas isoenzimas da
proteina quinase-C, que acarretariam em fosfoesg® proteinas nucleares (Machado-
Vieira et al, 2003).



TABELA 1 — PROVAVEL MECANISMO DE ACAO DA LAMOTRIGINA E OUTRAS
DROGAS ANTICONVULSIVANTES E DO LITIO

Acdes LTG CBZ VPA Li
Bloqueio canal de sédio +++H++ ot -
Antiglutamatérgica ++  ++ ++ o+
Gabaergica + + 44+ +
Monoaminérgica + + + 4+

+++, grande; ++, moderado; +, poueojfraco; -, ausente.
LTG- lamotrigina, CBZ- carbamazepina, VPA- aciddpvaico, Li- litio.
Tabela Adaptada d€ETTER, T.Aet al.2003.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Glutamato e Depresséao

As acles excitatorias do Glutamato (GLU) s&o cadascdesde os anos 50. E
sabido que neurbnios que empregam aminoacidos agxaits (AE) como
neurotransmissor correspondem a aproximadamented88%euronios cerebrais e estes
neurdnio sdo amplamente distribuidos no SNC. Adtasdiade de neurbnios “reativos” a
glutamato é encontrada no cortex. Ainda, neuréodogendo glutamato sdo encontrados
em estruturas subcorticais, como hipocampo, nizdedato, nucleo talamico e cerebelo
(Paul e Skolnick, 2003).

Conforme ilustrado na figura 1, os receptores ghatgérgicos podem ser
classificados genericamente como ionotropicos (iGligados a um canal ibnico) e
metabotrépicos (mGLU: ligados a mecanismosag&iulares de transducao de sinal,



via proteina G). O glutamato exerce sua funciovédrade 3 classes de receptores
glutamatérgicos ionotropicos, incluindo AMPA (GluR), NMDA (NR1, NR2A-D,
NR3A-B) e Kainato (KA, GIuR5-7, KA1-2) e 3 classds receptores metabotropicos:
grupo | (mGly e mGly), grupo Il (mGly e mGlwy) e grupo Il (mGly, mGlu, e mGly)
(Swanson et al., 2005). Os receptores ionotrogitdamatérgicos sdo canais idnicos que
promovem o influxo e efluxo de sodio, potassio &iocada célula sob estimulo do
glutamato. A abertura do poro e subsequente infldgoions leva a mudancas na
polarizacdo da membrana (potencial de menbrana)cbhem uma ativacéo direta de vias
de sinalizacao intracelular (Du et al., 2006 ).

FIGURA 1 — CLASSIFICACAO DOS RECEPTORES GLUTAMATERTOS

Receptores do Glutamato
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NOTA: Figura extraida da publicacdo de CAROBREZ.A2003.

Experimentos realizados ao longo dos Uultimos ar@® fttomprovado o
envolvimento do GLU no desenvolvimento neural, nastridade sinaptica, no
aprendizado, na memoria, no dano neuronial pé®mauou hipoglicemia, na epilepsia e
outras doencas neurodegenerativas, na dependéntideréncia a drogas, na dor
neuropatica, na ansiedade e na depressao (Car2be),



Grande énfase tem-se dado a participacdo dos oeespylutamatérgicos
ionotrépicos em transtornos psiquiatricos, a saésguizofrenia, depressdo e transtorno
bipolar.

Recentes teorias patofisioldégicas a respeito daobhelogia dos transtornos de
humor, incluindo a depressao e o transtorno bipgiapdem alteracbes na cascata de
sinalizacdo intracelular e prejuizo na plasticidsidéptica, o que resultaria na diminui¢ao
do nimero de células neuronais e gliais tanto podaimpo (Kempermann e Kronenberg,
2003; Frey et al., 2004), quanto no cortex prétab(Frey et al., 2004). Ha evidéncias
sugerindo que moléculas criticas na cascata ddizsic@o neurotrofica como o fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), um memig® familia dos fatores de
crescimento “neural”, responsavel pelo aumento eforgo sinaptico, sobrevivéncia e
crescimento de neurbnios maduros (Coyle e DumaB@3)2& proteinas quinase com
atividade mitogénica (MAP quinase) sdo alvos adopgazo dos atuais antidepressivos
(Zarate Jr et al., 2005).

Estudos sugerem que alteracdes nos “niveis” de Bpddlem, em parte, mediar
o dano estrutural e reduzir a neurogénese hipodaapds eventos estressantes e estas
modificacbes sao prevenidas com o0 uso dos antisEpos.

Além disso, em estudopost mortemniveis reduzidos de BDNF tém sido
observados no hipocampo de pacientes deprimidastae amormalidade né&o tem sido
encontrada em pacientes tratados com antidepreg&eoton e Nestler, 2006).

A proliferacdo de células no hipocampo adulto seoetra diminuida com a
administracdo de NMDA e aumentada apds a admigi&irde antagonistas do receptor
NMDA (dizolcipina -MK-801 e CGP 434887). Além dissolesao no cértex entorrinal, o
gual provém o maior “input” de neurénios glutamgigss para o hipocampo, aumenta a
proliferagéo celular nesta regido (Mckowiak et aD04). Novos dados indicam uma
modulacdo por parte de receptores glutamatérgicgecéicos, atuando como
componentes essenciais no mecanismo de acao dmepa@ssivos convencionais
(Nowak e cols, 1996; Mathew e cols, 2005). O tratatm crbnico com alguns
antidepressivos (citalopram, por exemplo) diminueimero de receptores NMDA ou



reduzem a liberacdo de glutamato através de mecasigpré-sinapticos. Recentes
estudos indicam a delecdo de uma subunidade dptoedeMDA levando a um perfil
ansiolitico e antidepressivo (Berton e Nestler,&00

Pacientes com transtorno bipolar de humor apreseali@racdes na captacao de
glutamato pelas plaguetas. As plaguetas expressameptores glutamatérgicos na
superficie de suas membranas, cuja funcdo é aagiagte, e transportadores de
glutamato, cuja funcéo é analoga aqueles encomstraal@ncefalo. Os niveis de captacéo
plaguetaria de glutamato radioativH)] estdo aumentados em pacientes que se
encontravam em episédio maniaco quando comparadopaxientes sob tratamento de
Litio e ao grupo controle (Nascimento et al., 2006)

A ativacdo sustentada do receptor NMDA sinaliza ggnzimas responsaveis pela
fosforilagdo da proteina CREB (elemento responsigoligacdo ao AMPc), ativacao
multipla de genes e plasticidade sinaptica a lopgazo. Entretanto, o excesso de
glutamato leva a superestimul¢cdo dos receptores AINiYando a um aumento do
influxo de célcio e consequente ativacdo de enzi@&$ dependentes, como a éxido
nitrico sintase, resultando no processo de excitma (Harkin et al., 1999; Kemp e
McKernan, 2002).

Estudosin vitro tém demonstrado que alguns antidepressivos se ligam
receptores NMDA e inibem a ligacado dos receptorBtON a seus ligantes. De forma
similar, varios laboratoérios tém reportado que dige antidepressivos podem modular a
liberacdo e/ou recaptacdo de glutamato (Paul enkkol2003). Ainda, estudos preé-
clinicos sugerem que a reducdo da funcdo dos mrespNMDA resulta num efeito
antidepressivo em diferentes modelos animais ein@evas alteracbes morfoldgicas de
neurdnios hipocampais induzidas por estresse (Bertdestler, 2006).

Evidéncias da participacdo do glutamato no procesdspressivo provém,
também, de estudos clinicos com a Ketamina, unganista alostérico ndo competitivo
dos receptores NMDA. Em um estudo realizado conemmcientes com depresséo, a
administracdo de uma Unica dose intravenosa denkeig 0,5 mg/Kg , infundido durante



40 minutos) promoveu uma reducao significativa siagomas avaliados pela escala de
Hamilton (Mathew et al., 2005).

A participacdo dos receptores AMPA glutamatérgidcasmbém tem sido
evidenciada como demonstrado no trabalho realizaamtoDu et al. (2006 a,b). Neste
trabalho foram acrescidos lamotrigina (@), riluzole (2.0uM) e valproato (1.uM) a
uma cultura de neurénios de ratos e posteriormentgubunidades GluR1 e GluR2 dos
receptores AMPA foram analisadas por ensaio denbagtdo seguido por Western Blot.
Os resultados demonstraram que tanto a lamotrigisnto o riluzole aumentaram a
expressao das subunidades GIuR1 e GluR2, enquatr@tamento com valproato as
diminuiram. Isso sugere que agentes com “perfilidaptessivo” predominante
(lamotrigina e riluzole) significativamente aumenta expressao de GluR1 e GIuR2. Em
contrapartida, o agente antimaniaco valproato pvemana reducdo na expressao de
GluR1 e GIuR2. Ainda, em modelos animais de defitgssomo o0 teste de natacéo
forcada e teste de suspensédo da cauda, diversgasdiootenciadoras” dos receptores
AMPA (potenciadores sdo moduladores alostéricostipos, ou seja, ligantes que
aumentam a atividade do receptor), em especial RO38, tém demonstrado uma
eficacia semelhante aos antidepressivos inibideekgivos da recaptacdo de serotonina e
aos triciclicos (Alt et al., 2006).

Alguns dados confirmam a importancia dos recept&id®A no tratamento, e
possivelmente na etiologia, dos transtornos de huBsias evidéncias sdo as seguintes:
(1) os potenciadores dos receptores AMPA aumentamiweis de BDNF em areas
relevantes do encéfalo, (2) os potenciadores dospteres AMPA aumentam a
proliferagéo celular no hipocampovivo, (3) os potenciadores dos receptores AMPA séao
efetivos em modelos animais agudos e cronicos dedade antidepressiva, (4)
poteciadores dos receptores AMPA e antidepressiensencionais demonstram um
efeito sinérgico em modelos animais de depres€gofloxetina ativa os receptores
AMPA. Tomando este conjunto de dados podemos garifima conexao dos receptores
AMPA as duas principais “correntes” tedricas dardsegpdo: monoaminas e molecular,
BDNF (Alt et al., 2006).
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O alvo farmacolégico mais recente no “sistema” ajhatérgico € a familia dos
transportadores de aminoacidos excitatorios, oss asvem para remover o glutamato
das sinapses. As concentracdes extracelularesidangito estdo aumentadas em diversas
regides do enceéfalo apds a exposicdo a fatoresssatites (Mineur et al., 2007). A
expressao dos transportadores de glutamato eseéntada depois da exposicdo a fatores
estressantes, possivelmente um efeito compensaf@icaumento da liberacdo de
glutamato induzido pelo estresse (Mineur et al0;720 Os transportadores do subtipo 1 e
2 em particular, que se localizam nos astrocitparentam ter um papel na recaptacéo de
glutamato e posteriormente sendo este convertidgleEma. Estudos animais mostram
gue estes transportadores sdo importantes patal@kdade sinaptica normal, enquanto
sua disfuncdo estd implicada em transtornos negioal® agudos e crénicos como
esclerose lateral amiotréfica, acidente vasculaelral, tumores cerebrais e epilepsia
(Rothstein et al., 2005). Recentes trabalhos téordrado que uma classe especifica de
antibioticos, os antibidticos 3 lactamicos, aumemtaxpressao génica de subtipos de
transportadores de aminodcidos excitatorios, que isgportantes na prevencdo da
neurotoxicidade. Nesta linha, Mineur et al. (20@&xificaram um efeito antidepressivo
da ceftriaxona, um antibiotico R-lactamico, adntiaida durante 18 dias, em 2 modelos
animais de depressédo: modelo da natacéo forcaoldeste da suspensdo da cauda; porém
o tratamento falhou num terceiro modelo (testeidefagia). Isto sugere que o aumento
da recaptacdo de glutamato pode ter um efeito epredsivo, sugerindo que o
mecanismo de captacéo de glutamato pode estadwajo nos Transtornos de Humor.

Uma das mais importantes funcdes do eixo hipotélaipafise-adrenal (HPA) é
0 seu envolvimento na resposta ao estresse (J&@B&), sendo que a exposicao a fatores
estressantes tem um papel importante no desenwitomde transtornos de humor,
principalmente a depressdo (Joca et al., 2003). xéitagdo do eixo HPA pela
administracdo central de glutamato foi demonstt#@&&0 anos. O significado funcional
do controle da secrecdo de ACTH (Horménio adrenmodrofico) pelos aminoacidos
excitatorios, como o glutamato, em situacdes desst tém sido objeto de estudos. Para
isto tem-se utilizado antagonistas de receptorgamlatérgicos (Jezova, 2005).
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A injecdo periférica de um antagonista competitivoreceptor NMDA, o qual
nao atravessa a barreira hematoencefalica, falnoumedificar a resposta ao ACTH
durante o estresse. Entretanto, o pré-tratamento @odizolcipina (MK-801) — um
antagonista ndo competitivo, de acao central, depter glutamatérgico do tipo NMDA -
embora tenha aumentado as concentracdes basaSTd¢, Atenuou a resposta ao ACTH
durante o estresse por imobilizacao (Jezova, 2005).

Concluindo, agentes terapéuticos dirigidos diretame estes diferentes alvos
moleculares do glutamato podem resultar em efewosplexos sobre uma ampla gama

de sintomas neuropsiquiatricos.

2.2. Lamotrigina e seus efeitos em estudos prézobrin vitro e in vivo)

A lamotrigina é um anticonvulsivante de amplo epeque assim como outros
anticonvulsivantes (carbamazepina, oxcarbamazepiai@roato, topiramato, etc) tem
sido utilizada no tratamento de transtornos psigaas. Seu uso principal na psiquitaria
se da no tratamento dos transtornos de humor, sémticada na terapia da fase
depressiva do transtorno bipolar tipo | e Il, e @sos de depresséao refratarias a outros
tratamentos. Sua indicacdo na psiquiatria provémstelos clinicos que comprovam sua
eficacia como agente antidepressivo e, além dissa@olocam como uma droga
estabilizadora de humor (Calabrese et al., 199808;Herman, 2004; Bowden, 2005).

Enquanto os mecanismos moleculares envolvidos eitbeinticonvulsivante da
lamotrigina jA estdo bem estabelecidos o0 mesmo adantece com seu efeito
antidepressivo. Com o0 objetivo de elucidar tais anexnos varios estudos tém sido
conduzidosin vivo e in vitro. Southam et al. (2005) estudaram o efeito da lagnod
sobre a atividade da monoaminoxidase (MAO) do fip® B e evidenciaram uma baixa
seletividade pelas isoformas A eirBvitro. Ainda, in vitro, a lamotrigina promoveu uma
inibicdo das isoenzimas em concentracfes da deagallsantes aquelas encontradas no
fluido espinhal e fluido extracelular cerebral.&stibicdo n&o foi confirmada em estudos
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ex vivo (tecidos). Com intuito de determinar os efeitosadaninistracdo de lamotrigina
sobre as concentragbes de monoaminas foi empragadaica de microdialise. Tanto no
tratamento crénico (cortéx frontal) quanto agudirtéx frontal e hipocampo ventral) ndo
foram observadas alteracdes significativas nasertrag;0es extracelulares de serotonina
e dopamina. Além disso, a lamotrigina falhou naugéd de hipertenséo provocada pela
administragao de tiramina, um modelo animal de asagpm acdo sobre a MAO-A. Uma
possivel explicacdo para auséncia da inibicdo idalade da MAQOIn vivo decorre da
dificuldade da lamotrigina em alcancgar o compantitoentracelular (onde esta localizada
a MAO), j& o mesmo ndo ocorrendo com 0s canaisod® gjue estdo localizados na
membrana.

Em outro estudo (Ahmad et al., 2005) foram verdms os niveis de diferentes
aminoacidos e monoaminas (sob condi¢des basaistimuéado) no hipocampo de ratos
em livre movimentacdo submetidos a microdialise. adsnais foram submetidos ao
tratamento com diferentes anticonvulsivantes (laigiog, carbamazepina e fenitoina), os
quais apresentavam semelhanca quanto ao mecangsagad (todos bloqueiam os canais
de sdbdio voltagem-dependentes). Nenhuma droga eapoes efeito sob os niveis
extracelulares basais dos aminoacidos estudadwmsexcecdo da lamotrigina que, na sua
maior dose, levou a uma diminuicdo dos niveis dé&aglato. Ja no caso do aumento dos
niveis de aminoacidos estimulado pela veratrinaa(whroga ativadora dos canais de
sodio), a lamotrigina promoveu uma diminuicdo mealgem torno de 50%) e dose-
dependente nos niveis extracelulares de aspamata@os. No caso do glutamato, uma
profunda diminuicdo nos niveis extracelulares fuisevvada, chegando a niveis menores
do que 20% em relacdo ao grupo controle. Tantolmosezepina quanto a fenitoina nédo
alteraram os niveis de glutamato evocados pornrmaat

Os niveis basais de serotonina e dopamina foranifisafivamente diminuidos
de forma dose-dependente pela lamotrigina e de afooposta 0s niveis destas
monoaminas se apresentaram aumentados com o wsohdenazepina e fenitoina neste
estudo (Ahmad et al., 2005).
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Posteriormente, Ahmad et al.(2006), novamente @ésrada técnica de
microdialise, estudaram o efeito da lamotriginaadproato de sodio, isoladamente ou
associados, sob os niveis de aminoacidos e monaamio hipocampo de ratos em
movimento, tanto no estado basal quanto estimyjaaloveratrina). Ambas as drogas nao
alteraram os niveis basais de aminoacidos quaneinatiradas isoladamente, porém a
associacdo lamotrigina/valproato reduziu signifi@ahente os niveis basais de aspartato
e glutamato, e aumentou os niveis basais de taulinEamotrigina ndo apresentou
nenhum efeito sob os niveis basais de GABA, porémeemo nado foi observado em
relacdo a associacao lamotrigina/valproato. Quaniizeracdo de neurotransmissores foi
estimulada pela veratrina, a lamotrigina foi caplgz reduzir os niveis de todos os
aminoacidos. J4 o valproato alterou somente osisnide GABA que se situaram
ligeiramente acima dos niveis em condicbes bagaisdministracdo de valproato
associada a lamotrigina reverteu o decréscimo ivessrde aminoacidos observados com
0 uso isolado de lamotrigina. J4 em relacdo as ammas, 0s niveis basais de serotonina
foram aumentados com o0 uso isolado de valproato lan®trigina, administrada
isoladamente, levou a uma diminuicdo dos niveisaibagde dopamina. A associacao
lamotrigina/valproato levou a um aumento prolongamis niveis de serotonina em
condicdo basal; j& em relacdo a dopamina ndo haligeacdo. Quando os niveis de
monoaminas foram evocados por veratrina, os nigdeiserotonina foram aumentados
com o0 uso de valproato. Em relacgio a dopamina dgemen associacao
lamotrigina/valproato resultou em aumento dos siegbcados.

Estes estudos (Ahmad et al., 2005 e 2006) sugevenewpbora o bloqueio dos
canais de sodio seja compartihado entre estescoantilsivantes, mecanismos
moleculares subjacentes ocorrem fazendo com quiifes@nciem na modulacdo dos
sistemas glutamatérgico e monoaminérgico.

O efeito da lamotrigina sobre o eixo hipotalamodfige-adrenal, mais
precisamente na liberagdo do hormonio corticot@@®RH) foi avaliado por Tringali et
al. (2006). Utilizando hipotalamos retirados d@sabs pesquisadores avaliaramyitro,

a acao da lamotrigina sobre a liberacdo de CRH ¢mmo a expressao de RNA-m de
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CRH. Os resultados demonstraram que tanto a lideyapianto a expressdao de CRH, no
estado basal, foram diminuidas com a administragitamotrigina em concentragbes
semelhantes a aquelas encontradas no fluido céespiohal de ratos (1 e 1M e em
torno de duas vezes menores do que aquelas erdamiEa seres humanos). Quando a
liberacdo de CRH foi estimulada farmacologicamextavés da veratridina e cloreto de
potassio (KCI) a lamotrigina s6 se demonstrou efexa reverter os efeitos da veratridina,
evidenciando que o bloqueio dos canais de sOdiopértante para o seu efeito. Esta
acdo da lamotrigina neste estudo € interessantty gue a depressdo maior esta
associada com a hiperatividade de neurénios “aadifires” de CRH situados no nucleo
paraventricular do hipotdlamo, o aumento nas cdregies de CRH no fluido cérebro-
espinhal, o prejuizo nas vias sinalizadoras doptecele CRH, e reducdo no niumero de
sitios de ligacdo ao CRH no cortex frontal (den@do de “dowregulation”) onde a
expressao dos receptores é diminuida em virtudeudento da liberacdo de CRH nesta
regiao.

Utilizando o modelo de natacdo forcada modificadongoni et al. (2006)
observaram um efeito antidepressivo da lamotrigegresentado por uma diminuicdo do
comportamento de imobilidade. Na dose de 20 mg/legnatrigina apresentou um efeito
dual, ou seja, aumento da natacdo mediado pelo ram@a neurotransmissao
serotonérgica e aumento da escalada mediado pefendm da neurotransmisséo
noradrenérgica/dopaminérgica, e na dose de 10 efgito foi mediado pelo aumento da
neurotransmissao noradrenérgica/dopaminérgica.

Anteriormente, também utilizando o modelo de natafgficada, Bourin et al.
(2005) avaliaram o papel dos receptores SkITRa atividade antidepressiva da
lamotrigina em camundongos. Para tanto utilizargonestas seletivos e nao seletivos (8-
OH-DPAT e RU 24969) e antagonistas seletivos e sadetivos (NAN-190 e pindolol)
para o receptor 5HTx . O tratamento com subdoses de 8-OH-DPAT e pindolol
associadas a subdoses de lamotrigina resultarama ndiminuicdo no tempo de
imobilidade o que condiz com o efeito antidepressigto sugere a participacdo dos
receptores 5HTa no efeito antidepressivo da lamotrigina. Uma vee gubdoses do

15



antagonista ndo especifico 5HAg pindolol associadas a subdoses de lamotrigina
também resultou num efeito antidepressivo, o atgpriikiT1g ampirtoline foi utilizado
para avaliar o papel do receptor 5kkI'no efeito antidepressivo da lamotrigina. A
associacdo de doses subativas de ampirtoline/lgimatrndo reduziu a imobilidade no
TNF. Os autores sugerem que mais estudos devacosduzidos para avaliar o papel
dos receptores 5HT neste efeito.

O envolvimento dos receptores 5f4ho efeito antidepressivo da lamotrigina é
suportado no tabalho de Vinod e Subhash (2002) poe, meio de ensaios com
radioligantes, observaram uma diminuicdo da dedsidas receptores 5SHkljcorticais de
ratos submetidos ao tratamento crénico com lamo#&jg mesmo nao foi observado na
regido hipocampal.

E conhecido que no sietema nervoso central (SNQYQG» é o mediador
responsavel pelo aumento do GMP ciclico (GMPc)te $& segue a estimulacdo dos
receptores glutamatérgicos, principalmente os go tiNMDA. E possivel que n&do
somente fisiologicamente, mas também em algumasdigfies patolégicas ocorra o
envolvimento das vias bioquimicas que levam a 4@ de glutamato, com a
consequente ativacdo da via L-arginina-NO. E prev@ue drogas que interferem em
diferentes pontos desta via possam apresentar al@gdo terapéutica. Partindo deste
pressuposto, Lizasoain e cols, avaliatianvitro (utilizando fatias do cortex cerebral de
ratos) se a liberagdo de glutamato estimuladaveehrina ativa a via L-arginina-NO e,
ainda, buscaram determinar se a lamotrigina, iddira liberagdo de glutamato
estimulada pela veratrina, interfere com a estigdidada NO sintase. A despolarizacao
causada com a veratrina levou a um aumento dad@iderdos aminoacidos excitatorios
glutamato e aspartato, e um aumento concentragémdente na sintese de NO e nos
niveis de GMPc em “fatias” cerebrais de ratos. Adaigina inibiu a liberacdo de
aminoacidos excitatérios estimulada pela veratsirdese de NO e consequente aumento
de GMPc. Uma vez que a lamotrigina ndo se apreseaimo um inibidor da NO sintase
nas concentracdes testadas neste estudo, podexdaircgque a mesma promove uma
inibicdo indireta da liberagdo de NO e, além digeoaumento dos niveis de GMPc.
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FIGURA 2 - PROVAVEL MECANISMO DE ACAO DA LAMOTRIGNA SOBRE A
CASCATA DE EVENTOS INDUZIDAS PELA VERATRINA.
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NOTA: Figura extraida da publicacéo de Lizasoaial et1995.

2.3 Lamotrigina e outros modelos comportamentais

A avaliacdo do efeito da lamotrigina na fase manida transtorno bipolar foi
realizada por Arban et al. (2005). Utilizando o mladda D-anfetamina/clordiazepoxido,
gue mimetiza alguns aspectos da fase maniacataesweompararam a efetividade dos
anticonvulsivantes lamotrigina, valproato e carbzapaa.

Todas as drogas foram efetivas na reversao daaliyidade induzida pela
associacdo D-anfetamina/clordiazepoxido. Na terstate estabelecer uma relacao entre a
eficacia anticonvulsivante com a eficacia anti-rfara das drogas foi utilizado o modelo
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de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol. $a@fadrogas foram Uteis em retardar o
inicio das convuls@es tonico-clonicas induzidas pelntilenotetrazol, embora o dobro da
dose de valproato e carbamazepina tenha sido rdgupara apresentar um efeito
significativo no modelo de convulsdo quando comp@rao modelo de mania. A
lamotrigina pareceu ser equipotente nos dois medelo

Um possivel efeito ansiolitico da lamotrigina feabado por Mirza et al. (2005),
utilizando o modelo da resposta emocional condadan(os animais sdo submetidos a
pequenos choques e a diminuicdo da obtencdo delacmpids a apresentacdo de um
estimulo condicionado -luz- € mensurada). Os peadores avaliaram o efeito de
diferentes drogas (valproato, carbamazepina, fld)zmaroxetina, propofol, memantina,
diazepan, clordiazepéxido) neste modelo. A lamiotaig(30-80 mg/Kg) produziu um
efeito ansiolitico dose-dependente e a magnitudgedefeito foi similar ao controle
positivo clordiazepédxido. Carbamazepina (20-40 ngy/&riluzole (10 mg/Kg), ambas as
drogas bloqueadoras de canais de sédio voltageamdeptes, também apresentaram um
efeito ansiolitico. Por sua vez, o valproato (100-6ng/kg) foi inativo. Paroxetina (um
inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina)p@ia (um modulador positivo do
receptor GABA), memantina e MK-801(antagonistas glutamatérgid®DA) foram
todos inativos no modelo, sugerindo que estes nwmuas podem ndo mediar o efeito
ansiolitico da lamotrigina. No intuito de acessgpossivel participacdo dos canais de
sédio, canais de calcio e receptores pHE 5HT;;, no efeito ansiolitico da lamotrigina
foram utilizados, respectivamente, veratrina (abrade canais de sodio), BAYK8644
(agonista de canais de célcio) e os antagonistastosérgicos WAY100635 e
metergolina. Somente a veratrina foi Util no blaguwo efeito ansiolitico da lamotrigina,
sugerindo que o bloqueio dos canais de sodio \erttagependentes € importante para tal
efeito.

Todos estes estudos reforcam a acdo da lamotrgpbae diferentes alvos
farmacoldgicos (canais de sodio, glutamato, semmymoradrenalina/dopamina, 6xido
nitrico) e talvez, por isso, seu uso possa seriadplao tratamento de outras doencas
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psiquiatricas (Transtorno do estresse pés-traumgpior exemplo) além dos transtornos
de humor.

2.4. Canais de sodio — aspectos moleculares

Estudos iniciais através de técnicas de “clampatofiede voltagem
demonstraram as 3 principais propriedades que tesigam 0s canais de sodio: (1)
ativacdo voltagem dependente, (2) rapida inativagd8) condutancia seletiva a ion.
Estes estudos funcionais, conduzidos nas década8Ode 70 do século passado,
prediziam que os canais de sOdio poderiam seripastede membrana, dificeis de se
isolar e de se identificar perante as diversasaeytroteinas de membranas “excitadas”.

Durante a década de 70, novas linhas de pesquisagieam, focadas em
métodos moleculares de andlise dos canais de s@dédodos bioquimicos para
mensuragdo do fluxo de ions através dos canaiddie,so uso de ligantes de alta
afinidade (neurotoxinas) aos canais de sodio, @ubitizacado e purificacdo de proteinas
labéis dos canais de sodio por meio de neurotoxiftwam progressivamente
desenvolvidas. Estas abordagens bioquimicas levardescoberta dos canais de sodio
em 1980. Ensaios de fotoafinidade com um derivadord¢ativo de uma alfa-toxina
encontrada no veneno de escorpido identificou recipal alfa subunidade (260 kDa) e
uma subunidad@l auxiliar (36 kDa) de canais de sédio cerebrasné3ki e Caterral,
1980).

Estudos subseqglientes demonstraram que o canal die dé cérebros de
mamiferos € um complexo de alfa (260 kOH),(36 kDa), €32 (33 kDa) subunidades
(Hartshorne e Caterral, 1981). Posteriormente, eradws da década de 80 e inicio da
década de 90 com o avanco das técnicas de biategiecular resultou numa melhor
compreensao da estrutura e funcionamento dos cdmaigdio.

Os canais de sodio consistem de um poro formadontea-subunidade (260
kDa) associada a unidades auxiliarps: e p2 e 3. A a subunidade consiste de 4
dominios homélogos (I-1V), cada um apresentandegirentos transmembranas (S1-S6),
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e um segmento reentrante (SS1-SS2) conectado pas golipetidicas internas e
externas. Os segmentos S4 sdo positivamente cdoegaservem como sensores de
voltagem que iniciam a ativacao dependente degattado canal de sodio. A inativacéo
€ mediada por uma alga intracelular curta ligadadmminios Ill e IV. A alga reentrante
da membrana entre o segmento 5 (S5) e o segmés®) 6SS1-SS2) forma o “filtro” ion
seletivo do poro (Cestele e Caterral, 2000).

Os canais de sodio voltagem dependentes sdo blimpipar anestésicos locais e
anticonvulsivantes. O sitio de ligacdo aos anesigdocais tem sido definido como o
segmento transmembrana S6 do dominio IV (IVS6) dbhusidadea, porém o
anticonvulsivante lamotrigina e seus congéneressaptam estruturas mais complexas
do que os anestésicos locais e podem interagiracoimoacidos residuais adicionais (Liu
et al., 2003).

A ligacdo de alta afinidade dos anestésicos laaisstado inativado dos canais
de sodio requer 2 residuos de aminoacidos, Phe{i&Gdhlanina) e Tyr-1771 (tirosina)
nos canais tipo IIA cerebrais, os quais sao logadbs em algum lado do segmento
transmembrana IVS4. Parece, ainda, que o grupooa@ioiario dos anestésicos locais
interage com Phe-1764, o qual esta localizado paifindamente no poro, e 0 grupo
aromatico dos anestésicos locais interage com Tyt;1lo qual esta localizado perto do
fim da cadeia intracelular do poro. Trabalhos desidios laboratérios tém demonstrado
gue drogas de diferentes estruturas que bloquesatarmais de sodio e que sado utilizadas
como antiarritimicas e anticonvulsivantes, tambgtaragem com sitios semelhantes aos
anestésicos locais, mas fazem interacfes adicionaisoutros residuos de aminoacidos
vizinhos (Caterral, 2000).

As subunidade$l1 e 2 dos canais de sodio apresentam estruturas smjilar
porém ndo sao idénticas quanto a sequéncia de aordes. Ambas ap-subunidades
tém um largo dominio extracelular glicosilado, uagrmento transmembrana simples e
um pequeno dominio intracelular. Estudos evidengama presenca das subunidggles
€ necessaria para uma cinética normal e voltageendéncia do canal (Caterral, 2000).
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FIGURA 3 - ESTRUTURA DA SUBUNIDADEx DO CANAL DE SODIO
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NOTA: Figura extraida da publicacdo de Cestéletee€zél, 2000.

Os canais de sodio voltagem-dependentes sdo aletecutares para drogas
anticonvulsivantes incluindo a fenitoina, carbarmpare e a lamotrigina. Cada um destes
componentes bloqueia os canais de sédio com mardapendéncia de voltagem, tendo
pouco efeito sobre canais em repouso, mas exilbortiobloqueio quando os canais estao
inativados por prolongada despolarizacédo. Estactafatica de bloqueio pode ser bem
descrita pela hipétese da “modulacdo do receptarfuml as drogas apresentam baixa
afinidade pelo estado de repouso e uma grandelafieipelo estado inativado.
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Multiplos compostos que séo estruturalmente refaalos a lamotrigina tém sido
sintetizados. Trés destes componentes designa@i€82, 4030w92 e 619c89 tém
propriedades biolégicas marcadamente diferentego@posto 227¢89 é um potente
analgésico sem nenhuma propriedade anticonvulgivéhtcomponente 4030w92 € um
analgésico, porém apresenta propriedades anticgimantes e o componente 619c89 é
utilizado na prevencao da toxicidade neuronal slegdio derrame. A despeito dessas
diferencas na atividade farmacologica, todos s@&tives bloqueadores dos canais de
sédio voltagem-dependentes.

A questdo fundamental referente ao mecanismo de d&stas drogas é se elas
agem num sitio comum dos canais de sédio e porirdegaxercendo seus efeitos
farmacoldgicos diversos ou se agem em sitios thstidos canais de sodio ou outros
alvos os quais levam a propriedades e a efeitosafarlogicos diferentes (Liu e cols,
2003).

Analogia pode ser feita ao uso dos anticonvulseama psiquiatria. Tomando
como exemplo o transtorno bipolar do humor, téndsegas que apresentam alta
efetividade no controle das exacerba¢cdes manieoas) o valproato e a carbamazepina,
e drogas que apresentam alta efetividade no cerdiad exacerbagdes depressivas como
a lamotrigina (Calabrese et al.,, 1999; 2000; 2023)5), e todas apresentam como
propriedade comum o bloqueio dos canais de sodiagem-dependentes.

2.5. Neurotoxinas como ferramentas para o estuttidnal dos canais de sodio

Os canais de sodio sao alvos moleculares parasds@rupos de neurotoxinas,
as quais alteram fortemente a funcao do canalésrda ligacdo sitios especificos. Seis
diferentes sitios tém sido identificados nos candé sodio, usando diferentes
neurotoxinas. Estes diferentes sitios 0os quaigamtoxinas alteram o funcionamento do
canal, sdo alostericamente “acoplados”, segering® @ mudancas conformacionais
induzidas pela ligacdo da neurotoxina altera o libgioi entre o estado de abertura e
fechamento/inativacao do canal.
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O sitio 2 (1IS6 e IVS6) é o local de ligacdo de mdifdes neurotoxinas:
graianotoxinas (lipossolavel), acotinina, batragota, o alcaldide veratridina (extraido
de uma Liliaceae). A veratrina € uma mistura doalédlde cevadina, veratridina,
cevadilina, sabadina e cevina, todos extraidoSalfieenocaulon officinal@Merck index,
2002).

Estudos evidenciam o envolvimento do segmento @lahinio |1 (1S6) e do
segmento 6 do dominio IV (IVS6) na formacdo dmsiti Isto sugere que o bloqueio da
inativacdo induzida por este grupo de toxinas éomlente de sua interacdo com o
segmento transmembrana IVS6 que é requerido paidariativacao.

As toxinas lipossolliveis que agem no sitio 2 sobcasais de sodio séo
moduladores alostéricos da funcéo do canal. Eligasa em sitios que sdo distintos dos
poros ou dos sensores de voltagem e favorecem locdegento do equilibrio para o
estado de abertura do canal de sédio atraveésetagdes alostéricas indiretas. A proposta
inicial deste mecanismo de acéo das toxinas pralgpersistente ativacao dos canais de
sédio pelas toxinas lipossolaveis. Estudos demamstgue as toxinas agem como
agonistas totais ou parciais causando persistéingc@o dos canais de sodio (Cestéle e
Caterall, 2000).

2.6. Teste de Natacao Forcada Modificado

O teste de natacao forcada (TNF) foi descrito,iaimwente, por Porsolt e cols.
(1977) e consiste na observacdo de que animags)revlocados em um recipiente com
agua com profundidade suficiente (18 cm) que impsEEa escape desenvolvem uma
postura de imobilidade. Esta imobilidade seria camd@ypel a um estado de desamparo
comportamental, como visto nos quadros depressieoser humano. Este é um dos
modelos animais mais empregados para evidenciwade antidepressiva de drogas.

A depressdo é definida clinicamente como uma pgitolcomplexa que se
apresenta com sintomas psicolégicos, somaticoseea@bes neuroenddcrinas (cortisol,
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horménio adrenocorticotréfico -ACTH-, etc) que shficeis de serem reproduzidos em
animais. Somente comportamentos especificos (emoljpes) podem ser mensurados
(Bourin et al., 2005). O termo “endofendtipo” foiestrito como um fendtipo
intermediario entre genes e as patologias. Est@on@z suporte a exploragdo de
mudancas comportamentais especificas nos animaisngulelam aspectos especificos
dos transtornos (Einat e Manji, 2006).

Os requisitos minimos na validacdo de um modelmalnde depressao foram
propostos por McKinney e Bunny ha mais de 30 anos:

O modelo deve ser razoavelmente analogo ao traestoo ser humano em sua

sintomatologia (validade de face).

- Causar altera¢cdes comportamentais que podem s&onadias objetivamente.

- Produzir alteragdes comportamentais que sao rdasrdom algum tipo de tratamento
gue é efetivo no ser humano (validade preditiva).

- Deve ser reprodutivel por diferentes investigaddi2sussing, 2006)

Conforme proposto por Willner (1984) a validadeditrea é considerada o nivel
“mais baixo” de validac&o e corresponde ao isormardi farmacoldgico, ou seja, todas as
manipulacdes farmacoldgicas- especialmente aségtiaps -, que sabidamente influem
na doenca — devem ter efeito similar no modelogégid et al., 2006).

A sensibilidade do TNF a uma ampla gama de drogadepressivas € um dos
mais importantes aspectos que suportam seu usocneensng (triagem) de novos
antidepressivos (Cryan et al., 2002, 2005). Trataoe clinicamente efetivos para
depresséao séo detectados pelo TNF, incluindo:epriédsivos triciclicos, antidepressivos
inibidores da monoaminoxidase, antidepressivoscaipe tratamentos somaticos como
eletroconvulsivoterapia, privacdo do sono REM, eioaw e estimulacdo magnética
transcranial. O tratamento com antidepressivoszrarldempo total de imobilidade e
prolonga o comportamento de escape no TNF.

Entretanto, como originalmente descrito, este nwdalhava em detectar os
efeitos dos antidepressivos inibidores seletivosrelzaptacdo de serotonina —ISRS-
(Cryan et al., 2002). Detke et al. (1995) e Ludiq7) propuseram algumas modificacdes
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gue pudessem aumentar a sua sensibilidade na @etelos efeitos antidepressivos
promovidos pelos ISRS, a saber. aumentaram a miofade de agua para 30 cm,
observaram o comportamento predominante a cadevaldede 5s. Estas modificacdes
permitiram distinguir comportamentos especificosnameinados: (1) Imobilidade,
definido como movimentos minimos necessarios panateén o animal com a cabeca sob
a superficie da agua; (2) Natacdo, definida pelogimentos usualmente horizontais ao
redor do tanque de agua, incluindo travessias dguadrante para outro; e (3) Escalada
gue seriam movimentos de impulso dirigidos paexr#hido cilindro de agua (figura 4).

O grande avanco do TNF modificado em relacédo aticicmal é que revela que
agentes que aumentam a transmissdo de catecoladimamiem a imobilidade com
aumento do comportamento de escalada, enquantasdopge aumentam a transmissao
serotoninérgica, como ISRS, diminuem a imobilideole aumento do comportamento de
natacgao.

FIGURA 4 - REPRESENTACAO DO TESTE DE NATACAO FORCAD
MODIFICADO .
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NOTA: Extraido do trabalho de Cryan et al., 2002.
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3. OBJETIVO

O objetivo principal do presente trabalho foi eatud possivel mecanismo de
acado antidepressivo da lamotrigina, avaliar a @gpecdo dos canais de Na voltagem
dependente e do 6xido nitrico no efeito serotonéfgoradrenérgico da lamotrigina.
Neste sentido, foi empregado o teste de natacgadarmodificado (TNF) como
modelo experimental e como ferramentas farmacadgic
o Veratrina: um ativador de canais de soédio voltagdependentes, para avaliar a
participacdo do bloqueio dos canais de Na+ voltagependentes;

o Carbamazepina foi empregada para estabelecer urdgpadmportamental no TNF
modificado de drogas bloqueadoras de canais de;sédi

« Dizolcipina foi empregada para estabelecer um mpadd@mportamental no TNF
modificado de drogas glutamatérgicas;

« Nortriptilina foi empregada para estabelecer umrgpadcompartamental no TNF
modificado de drogas que aumentam a neurotransmigsadrenérgica,

« L-arginina, precursor da sintese de oxido nitrjgara avaliar o papel da inibicdo do
NO pela lamotrigina;

« Nitroprussiato, um doador direto de oxido nitripara avaliar o papel da inibicdo do
NO pela lamotrigina.

O teste de campo aberto foi empregado como conteote influéncia de efeitos
motores (campo aberto) no comportamento dos anmealdNF modificado.

4. MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 90 a 126 de idade. Estes animais
foram separados em grupos de 5 em gaiolas de guailigmo, sob condi¢cdes controladas
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de luz (ciclos 12H claro/escuro, claro as 7:00 aentemperatura (22°). Os animais
tiveram livre acesso a agua e comida durante oriexgeto.

Todos os experimentos foram realizados durantesa ¢tara do ciclo e cada
animal foi utilizado uma unica vez.

O protocolo experimental foi previamente aprovaet pComité de Etica para
Pesquisa em Animais do Setor de Ciéncias Biolégleasniversidade Federal do Parana
(Processo n° 145/2006).

Drogas

Lamotrigina (Cristalia) foi dissolvida em 0,5% de carboxinmmlulose, 0,4% tween 80,
0,9% de salina, a qual foi utilizada como solucéotmle no teste de natacdo forcada
modificado.

Dizolcipina (Sigma) foi dissolvida em salina.

L-arginina (Sigma) foi dissolvida em salina.

Veratrina (Sigma) foi dissolvida em solucéo fisiologica @ NacCl), a qual foi usada
como solucéo controle no teste de natacao forcadiioado.

Carbamazepina (Cristalia) foi dissolvida em 0,1% de tween 8@aadestilada.

Nitroprussiato (Cristalia) foi dissolvido em salina.

Nortriptilina (Novartis) foi dissolvida em salina.

Como controles foram utilizados o veiculo e a salihodas as drogas foram
preparadas proximas ao uso, para evitar possiaiset interferentes (reagdes de oxi-
reducao, hidrdlise, etc) que pudessem alterarefeitss.

As drogas foram administradas por via intraperégbnfi.p.) num volume
constante (1,0 ml/Kg). As doses das drogas fordetiseadas a partir de experimentos
anteriores de nosso laboratorio (lamotrigina, dipiha, nortriptilina) ou a partir da
literatura (veratrina 0,01 mg/Kg (Mirza e cols, 8)0L-arginine 500 mg/Kg (Harkin e
cols, 1999), carbamazepina (Barros e Leite, 19B0s experimentos em que houve
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associacdo de drogas a primeira droga (veratrinaagginina) foi administrada 10
minutos antes da segunda droga (lamotrigina e cabapina). Nos experimentos com
nitroprussiato, 0 mesmo foi administrado 5 minwoges da lamotrigina em virtude de

sua meia-vida curta.

5. PROCEDIMENTOS

5.1. Teste de Natacao forcada modificado

Os animais foram colocados em um cilindro de PVIX48B cm) preenchido com
agua (22* 2) a uma profundidade de 30 cm. Esta profundidiegpede que os ratos se
apoiem ao fundo do cilindro, resultando em uma maiovimentagcdo dos mesmos no
cilindro de natacdo. Os ratos foram colocados iedm para uma sessdo prée-teste
(treino) durante 15 minutos. ApGs 24 horas da gramexposicdo os animais foram
recolocados no cilindro durante 5 minutos (seseéte} e seus comportamentos foram
monitorados por uma camera localizada acima dodcdi. ApOs a sessao treino 0s
animais foram distribuidos randomicamente aos grigxperimentais e tratados com as
diferentes drogas. A administracdo das drogaseita fpor via intraperitonial (IP) nos
tempos 23:30 horas, 5 horas e 1 hora antes deosess$d (24 horas). O comportamento
predominante foi registrado a cada 5s da sessi&o pesfazendo 60 observacdes.

Todos os experimentos foram filmados e posterioten@malisados por dois
experimentadores sendo um em condi¢ao “cega”, aorigumente.

Os experimentos foram realizados entre 8:00 e 11b@ds.

5.2. Teste do Campo Aberto

A atividade locomotora foi mensurada pelo testecdmpo aberto. O campo
aberto consiste numa arena retangular (50x40x63onstruida de madeira (3 paredes e
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0 piso) e uma frente de vidro (50x52 cm). O pigtividido por linhas que perfazem 20
pequenos quadrantes (10x10 cm). Os ratos forancads individualmente no centro do
campo aberto e sua locomoc¢ao (nimero quadrantegasados) foi determinada durante
o periodo de 5 minutos. Somente foram computadgsassagem completas, ou seja,
aquelas em que os animais ultrapassassem com @®< hanteiras e traseiras para o
proximo quadrante . O campo aberto foi lavado colacgo alcodlica a 10% antes do
teste comportamental, de modo a evitar possiveesfénentes decorrentes de odor e/ou
residuos deixados pelos ratos testados anterioemAstdrogas foram administradas 1
hora antes da sessao teste.

Os testes foram filmados para andlise posteriapgoos experimentos foram
realizados entre 8:00 e 16:00 horas.

5.3. Analise Estatistica

Os dados paramétricos (comportamento de imobilieaatésidade locomotora no
campo aberto, etc.) foram analisados por meio daeTeStudent, ou ANOVA de uma
via, seguido pelo teste de post-hoc de Newman-Ké&ssdados que, por ventura, néao
preencheram o0s requisitos para andalise paramédariam analisados através do teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, se neciessd&oram considerados
significativos os resultados com p<0,05.

6. HIPOTESE

A partir de dados da literatura a hipdtese estalulefoi que a ativacéo
sustentada dos canais de sodio voltagem-dependenégg& a um aumento da liberacéo
de glutamato que por sua vez resultaria na atival@o receptores glutamatérgicos
ionotrépicos NMDA com consequente influxo de calclBesse aumento de célcio
intracelular resultaria na ativacdo de enzimasiad@lependentes como a calmomodulina
e consequente ativacado da NO sintase. A ativac@d(daintase promoveria a conversao
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da L-arginina em L-citrulina com consequente ligéade NO. O resultante final de toda
esta cascata de eventos seria a diminuicdo doss nilee serotonina, possivelmente
decorrente do aumento da liberacdo de NO (mensagingrado).

A lamotrigina agiria no topo desta cascata, atral@$loqueio dos canais de
sédio voltagem dependentes inibindo os eventosesjiilesites, e o resultado final seria
aumento dos niveis de serotonina (FIGURA 5).

FIGURA 5 - POSSIVEIS EVENTOS RELACIONADOS A ACAO DA
LAMOTRIGINA NA DEPRESSAO.
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7. RESULTADOS

7.1. Teste de Natacdo Forcada modificado

Lamotrigina/Veratrina
Houve diferenca significativa entre os tratamenfgsifico 1) em todos os

parametros analisados: imobilidade [F (3, 36)= 9,06 0,001], natacdo [F (3, 36)=
3,337, p< 0,03] e escalada [F (3, 36)= 5.184, [©]0,0 teste de post-hoc evidenciou
uma diminuicdo do comportamento de imobilidade dopg veiculo/lamotrigina em

relacdo ao grupo veiculo/salina e veiculo/verat(emabos p<0,01). Houve, ainda, um
aumento do comportamento de natacdo do grupo edamibtrigina em relacao ao grupo
veiculo/salina (p<0,05). Quanto ao parametro edeaala grupo veiculo/lamotrigina

apresentou um aumento deste comportamento em el grupos veiculo/salina e
veiculo/veratrina (p<0,05). Além disso, 0 grupo atena/lamotrigina apresentou um
aumento do comportamento de escalada quando camopacs grupos veiculo/salina e

veiculo/veratrina (ambos p<0,05)

[ Jsal/sal
XY ver/sal
IMOBILIDADE NATACAO ESCALADA B3 vehillamo
60 I \era/lamo
50
§41 —
(@]
£ 304
S + ++
20
. A\
0
sal/sal ver/sal vehi/lamo vera/lamo sal/sal ver/sal vehi/lamo vera/lamo

sal/sal ver/sal vehi/lamo vera/lamo

Grafico 1. Os efeitos da veratrina (0,1 mg/kg),d&igina (20 mg/Kg) e veiculos, isoladamente
ou em associacao sobre a imobilidade e comportasiativos (natacdo e escalada) no teste de
natacdo forcada modificado. Todas as barras rapeeseos valores médios com as linhas
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verticais indicando o erro padrao da média (n=1@/g) * p<0,01 veic/lamo vs. sal/sal, ver/sal; +
p<0,05 veic/lamo vs. sal/sal; ++ p<0,05 ver/lamowes/sal, sal/sal (ANOVA de uma via seguida
do teste de Newman-Keuls).

L-arginina/lamotrigina

Houve diferenca significativa entre os tratamer(@sfico 2) nos parametros
imobilidade (K=16,49, p=0,0009) e natacdo (K=19,690,01). A andlise de post-hoc
evidenciou uma diminuicAo do comportamento de itddde do grupo
veiculo/lamotrigina quando comparado ao grupo aalalina (p<0,05), e do grupo L-
arginina/lamotrigina quando comparado aos grupobnagsalina (p<0,01) e L-
arginina/salina (p< 0,05). Houve, ainda, um aumeltccomportamento de natacdo do
grupo veiculo/lamotrigina em relacdo ao grupo sadiaina (p<0,01), e do grupo L-
arginina/lamotrigina em relacdo aos grupos sakltiags (p<0,01) e L-arginina/salina
(p<0,05).

228 veic/lamo

N |arg/lamo )
ESCALADA
IMOBILIDADE NATACAO

f

contagem
N
g

sal/sal larg/sal  veic/lamo larg/lamo sal/sal larg/sal veic/lamo larg/lamo salfsal larg/sal  veicflamo larg/lamo

Grafico 2. Os efeitos da L-arginina (500 mg/kgimddrigina (20 mg/Kg) e veiculos,

isoladamente ou em associacdo sobre a imobilid@adenportamentos ativos (natagéo e
escalada) no teste de natacao forcada modificamttasTas barras representam os valores médios
com as linhas verticais indicando o erro padramédia (n=10/grupo) * p<0,05 veic/lamo vs.
sal/sal; ++ p<0,01 veic/lamo vs. sal/sal; # p<Q,&drg/lamo vs. sal/sal; + p<0,05 L-arg/lamo vs.
L-arg/sal (os parametros imobilidade e natacaarianalisados pelo teste de Kruskal-Wallis
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seguidos do teste de Dunn e o comportamento diadadai analisado por ANOVA de uma via
seguido do teste de Newman-Keuls).

Nitroprussiato/lamotrigina

Houve diferenca significativa entre os grupos edo$oos parametros analisados
(grafico 3): imobilidade [z = 8,831, P<0,01], natacéo {ke=4,118, p<0,01] e
escalada [f3s= 4,870, P<0,01]. A andlise de post-hoc evidenaioe a lamotrigina
produziu um efeito anti-imobilidade e promoveu omauto do comportamento de
natacdo quando comparada a todos os outros grppdoL e p<0,05, respectivamente).
Quanto ao parametro escalada o grupo veiculo/lagimar s6 diferiu do grupo
nitroprussiato/salina (p<0,01).

IMOBILIDADE NATAGAO ESCALADA
751 Jsal/sal
nitro/sal
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Grafico 3. Os efeitos do nitroprussiato (2 mg/Hgnotrigina (20 mg/Kg) e veiculos,
isoladamente ou em associacdo sobre a imobilid@denportamentos ativos (natagéo e
escalada) no teste de natacao forcada modificamtasTas barras representam os valores médios
com as linhas verticais indicando o erro padramédia (n=10/grupo) * p<0,01 veic/lamo vs.
sal/sal, nitro/sal e nitro/lamo; + p<0,05 veic/law®o sal/sal, nitro/sal e nitro/lamo; # p<0,01
veic/lamo vs. nitro/sal (ANOVA de uma via seguidntdste de Newman-Keuls).
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Grafico 4. Os efeitos da veratrina (0,1mg/Kg) peanazepina (40 mg/Kg) e veiculos,
isoladamente ou em associacao sobre a imobilid@denportamentos ativos (natagcao e
escalada) no teste de natacao forcada modificamtasTas barras representam os valores médios
com as linhas verticais indicando o erro padramédia (n=8/grupo, ANOVA de uma via

seguido do teste de Newman-Keuls).

Veratrina/carbamazepina

Tanto a carbamazepina isolada (veiculo/carbamaggpguanto associada a
veratrina ndo apresentou efeitos significativosremhum dos parametros analisados no
NTF modificado (grafico 4). Imobilidadedzs) = 0,8166 p= 0,4956; natacaqsfs) =
0,6093 p= 0,6145 e escaladats = 0,4633 p= 0,7102.

Dizolcipina
A dizolcipina (gréafico 5) significativamente dimina imobilidade (.= 2,265,
p<0,05) e aumentou o comportamento de natagag @,453, p<0,05) .
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Grafico 5. Os efeitos da dizolcipina (0,01mg/Kghie a imobilidade e comportamentos ativos
(natacéo e escalada) no teste de natacéo forcatihaado. Todas as barras representam os
valores médios com as linhas verticais indicanda@ padrdao da média (n=10/grupo) # p<0,05
MK®801 vs. sal (teste t-Student).

Veratrina/Dizolcipina

Tanto a dizolcipina isolada (veiculo/dizolcipinglianto associada a veratrina nao
apresentou efeitos significativos em nenhum dosameatros analisados no TNF
modificado (grafico 6). Imobilidadedy= 0,03638 p> 0,05; natacég)~ 0,1187 p> 0,05
e escalada g = 0,8887 p> 0,05.
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Grafico 6 -Efeitos da veratrina (0,01 mg/Kg), d@pina e veiculos, isoladamente ou em
associacao sobre a imobilidade e comportamentassatio teste de natagcéo forcada modificado.
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Todas as barras representam os valores médiossctnihas verticais indicando o desvio padréo
da média (grupos sal/sal e ver/sal n=8 e sal/MKe30&r/MK 801 n=13; ANOVA de uma via).

Nortriptilina
A nortriptilina (grafico 7) reduziu a imobilidadg,§=2,785, p<0,05) e aumentou
0 comportamento de escaladaf+3,460, p<0,01) .

IMOBILIDADE NATACAO ESCALADA
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Grafico 7. Os efeitos da nortriptilina (20 mg/Kg)bse a imobilidade e comportamentos ativos
(natacdo e escalada) no teste de natacdo forcaddicado. Todas as barras representam os
valores médios com as linhas verticais indicandwro padrdo da média (n=10/grupo) *p<0,05

nort. vs. sal.; # p<0,01 nort. vs. sal. (testeud8nt).

7.2. Campo Aberto

Nenhum efeito significativo foi observado nos traémtos com
veratrina/lamotrigina (gafico 8) [K= 6,810 P>0,0%}arginina/lamotrigina (grafico 9)
[Fz= 0,1901 P>0,05], nitroprussiato/lamotrigina (grafil0) (ks= 0,1231 P>0,05),
veratrina/carbamazepina (grafico 11)fF 0,6045 p>0,05], dizolcipina (grafico 12)ft
0,9701 p>0,05] e veratrina/dizolcipina (grafico 18);= 0,1317 P> 0,05] nas doses
utilizadas.
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Grafico 8. Os efeitos da veratrina (0,1mg/Kg), ltmgmna (20 mg/Kg) e veiculos, isoladamente
ou em associagdo sobre a atividade locomotora @m. rA atividade locomotora foi contada
durante 5 minutos. Todas as barras representamaloses médios com as linhas verticais
indicando o erro padrdo da média (n=10/grupo, steruskal-Wallis).
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Grafico 9. Os efeitos da L-arginina (500 mg/Kgymbtrigina (20 mg/Kg) e veiculos,
isoladamente ou em associagdo sobre a atividadentiora em ratos. A atividade locomotora
foi contada durante 5 minutos. Todas as barrasseptam os valores médios com as linhas
verticais indicando o erro padrdo da média (n=pgrsal/sal e L-arg/sal e n=6 grupo veic/lamo
e L-arg/lamo, ANOVA de uma via seguido do test&Nde/man-Keuls).
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Grafico 10. Os efeitos do nitroprussiato (2 mg/Kg)lamotrigina (20 mg/Kg) e veiculos,
isoladamente ou em associagdo sobre a atividadentora em ratos. A atividade locomotora
foi contada durante 5 minutos. Todas as barraseseptam os valores médios com as linhas
verticais indicando o erro padrdo da média (n=pgrANOVA de uma via seguido do teste de
Newman-Keuls).
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Gréfico 11. Os efeitos da veratrina (0,1 mg/Kg) esbamazepina (40 mg/Kg) e veiculos,
isoladamente ou em associacdo sobre a atividadentmiora em ratos. A atividade locomotora
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foi contada durante 5 minutos. Todas as barraseseptam os valores médios com as linhas
verticais indicando o erro padrdo da média (n=rip@, ANOVA de uma via seguido do teste de
Newman-Keuls).
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Grafico 12. Os efeitos da dizolcipina (0.01 mg/kgpre a atividade locomotora em ratos. A
atividade locomotora foi contada durante 5 minufbedas as barras representam os valores
médios com as linhas verticais indicando o erragmda média (n=10/grupo, teste t-Student).
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Grafico 13. Efeitos da dizolcipina-MK 801- (0,01 #4g) e veratrina (0,1 mg/Kg) isoladamente
ou em associacao sobre a atividade locomotora s fEodas as barras representam os valores
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médios com as linhas verticais indicando o dessargio das médias (n=9/grupo, exceto
salina/salina n=7, teste t-Student).

TABELA 2- RESUMO DOS RESULTADOS TNF MODIFICADO.

Tratamento Imobilidade Natacéo Escalada

\veic/lamotrigina

—

\veic/lamotrigina

\veratrina/lamotrigina

\veic/L-arginina

L-arginina/lamotrigina

\veic/nitroprussiato

nitroprussiato/lamotrigina
dizolcipina (MK801)
veic/dizolcipina

\veratrina/dizolcipina

\veic/carbamazepina

\veratrina/carbamazepina

N IO R BN IR R B B Bl B e

e IR RO O R I I I A IO (e ()

nortriptilina

8. DISCUSSAO GERAL

O efeito antidepressivo da lamotrigina foi dematr em estudos clinicos
controlados (Calabrese et al.,, 2003 e 2005). Aléstoddiferentes trabalhos usando
modelos animais observaram efeitos similares atidegmessivos classicos (Bourin et al.,
2005; Consoni et al., 2006).

Os estudos pré-clinicos tém procurado “delinegptavavel mecanismo de acao
da lamotrigina no que tange ao seu efeito antidspre. Grande dificuldade tem sido
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encontrada em virtude dos inUmeros (e possivei®sapara acdo da lamotrigina
(glutamato, monoaminas, canais de sddio, gaba, etc)

No presente estudo buscamos determinar o papeatai@ss de sodio no efeito
antidepressivo da lamotrigina. Procuramos, aindalisa a acdo da lamotrigina sob a
provavel cascata de eventos que se acredita o@péar a ativacdo dos canais de sodio
voltagem dependentes.

A lamotrigina na dose de 20 mg/kg apresentou uftoed@tidepressivo em todos
0s experimentos, o que € evidenciado pela dimipuighcomportamento de imobilidade
no TNF modificado.

O estudo com a veratrina/lamotrigina replica acbadoteriores de nosso
laboratério que a lamotrigina reduz o comportamea¢o imobilidade e aumenta o
comportamento de natacdo e escalada, os quais resdé@mnados a um aumento da
neurotransmissado serotonérgica e noradrenérgispectvamente (Cryan et., 2002 e
2005; Consoni et., 2006). O pré-tratamento comratiea, um ativador dos canais de
sbédio, foi capaz de reverter o efeito anti-imolsitld da lamotrigina decorrente do
bloqueio do aumento do comportamento de natacdogamportamento relacionado a
neurotransmissao serotonérgica. Embora a lamadrigiiba a recaptacdo de 5-HT por
uma acao direta e isto ndo esta relacionado a¢ darsdio (Southam et al., 1998), esta
acao parece nado contribuir para o efeito antidspmesda lamotrigina no TNF
modificado. Por sua vez, o comportamento de esgalgde é relacionado a acado
catecolaminérgica, ndo foi alterado pelo pré-trataim com a veratrina. Esses resultados
sugerem que somente a acdo serotonérgica da lgimatresta relacionada a sua
capacidade de bloquear os canais de sodio voltagpendentes e a reducao da liberacéo
de glutamato. Isto esta de acordo com a hipétesgmpppde que o efeito antidepressivo
das drogas antiglutamatérgicas decorre, em paatajirdinuicdo da neurotransmissao
glutamatérgica, seguida da reducéo dos niveis b ditrico (NO) e um aumento da
neurotransmissao serotonérgica (Consoni et alf;28ltneida et al., 2006). Esta hipotese
€ suportada por algumas evidéncias: a) o efeitoiranbilidade da memantina, um
antagonista NMDA ndo competitivo, parece ser medjgela sintese de NO (Almeida et
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al., 2006); b) o efeito anti-imobilidade dos inibids de NO é revertido pela deplecédo de
serotonina (Harkin et al., 2003); ¢) os inibidodss NO potencializam o efeito anti-
imobilidade das drogas inibidoras seletivas da ptcd@io de serotonina (fluoxetina,
sertralina e citalopram), mas ndo o da reboxetimajnibidor seletivo da recaptagcédo de
noradrenalina (Harkin et al., 2004).

Em contrapartida, o presente estudo contradiz desdde Ahmad et al. (2004),
0S quais mostram gque a administracdo simples detlgma (10-20 mg/Kg) diminui os
niveis extracelulares de 5-HT no hipocampo e nderaalo aumento de serotonina
provocado pela veratridina (um outro ativador deacade sodio). Entretanto, no segundo
dia do tratamento, a lamotrigina (5 mg/kg, 2 vemeslia) foi capaz de aumentar os niveis
extracelulares de 5-HT, apesar de continuar seito efebre o aumento nos niveis de 5-
HT evocados pela veratridina. E importante destquaro esquema utilizado no presente
estudo (3 administracbes de drogas no periodo 4l&®ias) se assemelha mais com o
encontrado no segundo dia de tratamento do queacasiministracao simples empregada
por Ahmad et al. (2005).

Diferentemente, a acdo noradrenérgica da lamadrigarece ser independente da
liberacdo de glutamato, e pode decorrer de uma dg@ta sobre a recaptacdo de
monoaminas (Southam et al.,1998). Além disso, eesesdtados sugerem que os efeitos
serotonérgicos e noradrenérgicos sejam indepergdente&lo outro.

Embora as vias neuroquimicas relacionadas ao efaitamotrigina (aumento da
neurotransmissao serotonérgica e noradrenérgicaggra similares aos dos inibidores da
recaptacdo de monoaminas, a lamotrigina tem, ajganente, um perfil antidepressivo
melhor em estudos clinicos, uma vez que nado incamathipomania/estados mistos ou
ciclagem rapida (Herman, 2004).

O efeito dual (noradrenérgico/serotonérgico) daolaigina evidenciado em
estudos anteriores de nosso laboratério (Consaii,62006) somente foi reproduzido no
experimento com veratrina e lamotrigina. Uma dassiweis explicacfes para este fato
provém da alteracdo do “plantel” de animais prosetsis de nosso biotério, ocorrido

apos o0s experimentos com a lamotrigina e veratrina.
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Por outro lado, todos os experimentos realizaddos apmudanca do “plantel” de
animais demonstraram um efeito antidepressivomatidgina, decorrente do aumento da
neurotransmissao serotonérgica (0 que pode serereiatio com o aumento do
comportamento de natagdo no NTF modificado).

Outros trabalhos demonstram a participacdo sengmaée noradrenérgica no
efeito antidepressivo da lamotrigina (Bourin et 2005; Kaster et al., 2007).

Bourin et al. (2005) indicaram a participacdo deseptores 5-Hjy no efeito
anti-imobilidade da lamotrigina, enquanto que Kast¢ al. (2007) sugerem uma
mediacao dos receptores ea2 pos-sinapticos.

O tratamento crénico com lamotrigina em ratos levaima diminuicdo da
densidade de receptores serotonérgicos brHdcalizados no coértex frontal, porém
nenhuma alteracéo foi observada no hipocampo (Mn8dbhash, 2002).

E sabido que animais de linhagens diferentes ap@se comportamentos
diferentes aos diversos tipos de estressores. élstdbservado em diferentes estudos
utilizando o TNF. Lopez-Rubacalva e Lucki (2000)rifiearam comportamentos
diferentes, no NTF modificado de duas linhagengales: Wistar Kyoto e Sprague-
Dawley tanto em condicdes basais (Wistar Kioto mseativos, Sprague-Dawley mais
ativos) como quando submetidos ao tratamento cogad antidepressivas consideradas
padrao (desipramina e fluoxetina). Interessantespeatlinhagem Wistar Kyoto foi
responsiva a desipramina, porém demonstrou umagstspeduzida e inconstante ao
antidepressivo fluoxetina. O mesmo nao ocorreunteagiem Sprague-Dawley em que a
fluoxetina apresentou uma reducao dose-dependentmabilidade e um aumento do
comportamento de natacao.

Isto sugere que ratos de diferentes linhagens pod@nesentar grande
variabilidade de respostas comportamentais frewlifeeentes antidepressivos, apesar da
seletividade farmacoldgica destas drogas. De nsedwelhante, outro estudo (David et
al., 2003) também encontrou diferencas em camurtdodg diferentes linhagens (Swiss,
NMRI, DBA/2, C57BL/6JRj) tratados com 5 diferentastidepressivos (desipramina,

imipramina, citalopram, paroxetina e bupropionag.dc@mundongos Swiss foram 0s mais
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sensiveis aos efeitos dos antidepressivos, a kEmhdgs7BL/6JRj foi sensivel, somente,
aos efeitos da bupropiona, e a linhagem NMRI aegosf da paroxetina. A linhagem
DBA/2 n&o respondeu a nenhum tratamento antidepoes® NTF, o que pode ser
explicado pelas altas concentracbes basais deosgrat dopamina e noradrenalina
cerebrais encontradas nestes animais.

Estudos evidenciam que a sensibilidade a drogadepngssivas € gendtipo
dependente (L6épez-Rubacalva e Lucki, 2000; Daval.eR003; Hinojosa et al., 2006), o
que pode explicar a diferenca de padrdo comport@helos ratos submetidos ao
tratamento com lamotrigina, em nosso estudo. Embstas animais sejam da mesma
linhagem seus repertdrios genéticos sao diferentes.

Uma vez que ndo conseguimos reproduzir os efeitmadrenérgicos da
lamotrigina evidenciado por Consoni et al. (2006)zamos nortriptilina como droga
padrdo para avaliar a sensibilidade destes anirmas efeitos comportamentais
decorrentes do aumento da neurotransmissdo noéagdresn A administracdo da mesma
levou a um efeito anti-imobilidade e um aumentocdmportamento de escalada, como
esperado.

Embora estes dados indiguem que os animais utilizagjam sensiveis as drogas
noradrenérgicas e estejam de acordo a com as aldssrpor Consoni et al. (2006), em
virtude da falta de uma curva dose-resposta, eaigimbabilidade de uma alteracdo da
sensibilidade (isto €, deslocamento da curva pdreeda).

Outra possibilidade seria a perda da atividadeoti da droga utilizada o que
seria pouco provavel, visto que a mesma foi utlizgor Kaster et al. (2007) para
avaliacdo da atividade noradrenérgica.

O glutamato, agindo através de seus receptores NMarece ser o principal
sinal para ativacdo da producdo de NO neuronal@Bpbanovic et al., 2000). O NO
parece ter um papel crucial nas vias bioquimicas mpsultam em diversas doencas
psiquiatricas como esquizofrenia (Bujas-Bobanotiale 2000), dependéncia quimica
(Chan et al., 2004) e depresséao (Harkin et al.9 982003; Da Silva et al., 2000).
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Uma das acdes mais determinantes da lamotrigina éapacidade de diminuir a
liberacdo de glutamato, o que € comprovado em estndvitro e in vivo (Ahmad et al.,
2005 e 2006; Lizasoain et al., 1995).

Em nossos experimentos, a administracdo do anttgoralostérico dos
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA - dizolegi(0,01 mg/Kg)- resultou numa
diminuicdo do comportamento de imobilidade com wmento do comportamento de
natacdo no NTF modificado, perfil semelhante ad®S%fluoxetina, paroxetina) e aos
inibidores da NO sintase (7-NI e L-NAME).

As drogas inibidoras da NO sintase apresentanmoed@itidepressivo no teste da
natacdo forcada (Harkin et al., 1999 e 2003) compeniil comportamental semelhante
ao dos antidepressivos inibidores seletivos daptacdo de serotonina no TNF
modificado (diminuicdo no comportamento de imolitld e aumento no comportamento
de natacdo) efeito que é revertido pela deplecédd-ldé pela administracdo de PCPA
(para-cloro-fenilalanina - um inibidor da sintese skrotonina-). Portanto, procuramos
determinar a participacdo da via L-arginina-oxidtrico no efeito antidepressivo da
lamotrigina. Para tanto utilizamos a L-argininaq50g/Kg), um substrato para acdo da
NO sintase e consequente sintese de NO, e o nisgipto um doador de NO de ac¢éo
direta.

A administrac&o de L-arginina (500 mg/kg) antesdiministragao de lamotrigina
(20 mg/Kg) apresentou um efeito semelhante ao daotligina quando utilizada
isoladamente, resultando numa diminuicdo do corapwhto de imobilidade e aumento
no comportamento de natacdo (indicando um aumerdo neéurotransmissao
serotonérgica).

A dose de L-arginina, por nds selecionada, foidabtlo trabalho de Harkin et al.
(1999) os quais afirmavam que o antagonismo assma@am a L-arginina (em relacéo
aos inibidores da NO sintase) requer um excesssubletrato no intuito de obter a
reversao do seu efeito.
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Entretanto, a L-arginina apresenta efeito dual,dsegue em baixas doses
apresenta um efeito antidepressivo e em altas dpsesenta um efeito depressor no teste
de natacéao forcada (Ergun e Ergun, 2007).

As doses de L-arginina que resultam em seu efaf@sibo variam entre
diferentes estudos. Da Silva et al. (2000) utildaras doses de 250 e 500 mg/kg
observaram um efeito antidepressivo no TNF e nte tde suspensdao em cauda em
camundongos e, j4 nas doses de 750 e 1000 mgfdito @servado foi pro-depressor.
Em outro estudo (Inan et al., 2004) baixas dosé&sn(g/Kg) provocaram um efeito
depressor e altas doses (500 e 1000 mg/Kg) remmitarum efeito antidepressivo.
Embora os resultados obtidos com a L-arginina deratites estudos sejam paradoxais
(isto pode decorrer das diferentes condicdes expetais e linhagens de animais) é
importante observar que o efeito pro-depressorltas doses seja mais plausivel (Ergun
e Ergun, 2007).

Em nosso trabalho a L-argininper se ndo apresentou qualquer tipo de efeito
antidepressivo em todos os parametros analisad@dlRanodificado quando comparada
ao grupo salina, o que sugere gque a dose utiliadarretamente selecionada.

Outra possibilidade para auséncia do efeito daginera, em nosso estudo, pode
ser decorrente da inibicdo indireta da NOS pelaotagina, de forma que a L-arginina
ndo competiria pelo mesmo sitio de acdo da lanw#rigd.izasoain et al.,1995).

Quando administramos nitroprussiato, um doador d@, Nreviamente a
administracdo da lamotrigina, houve uma reversaefeito antidepressivo da lamotrigina
(aumento do comportamento de imobilidade e dima@wigo comportamento de natacéo)
no TNF modificado. Semelhantemente, o nitroprugsifdi capaz de reverter a
hiperlocomocé&o induzida por fenilciclidina (PCP)n wantagonista NMDA, e tolueno
utilizados em modelos animais de esquizofreniapemi@éncia quimica, respectivamente
(Bujas-Bobanovic et al., 2000 e Chan et al., 2004).

In vitro, o nitroprussiato foi capaz de reverter a dimiaaicde aspartato
produzido pela lamotrigina, e de forma contrariaso do inibidor da NO sintase L-NNA
foi capaz de acentuar a diminuicéo de aspartatlaeiotrigina (Afanas et al., 1999).
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Por outro lado, o NO pode modular a atividade dmeptor NMDA de uma
maneira bifasica, tendo efeitos tanto facilitat®yriquanto inibitérios. O NO pode, ainda,
modular a atividade do receptor NMDA de forma aagéanto efeitos antidepressivos,
guanto depressores ou ainda, um balanco entreefstes “paradoxais” (Ergin e Ergin,
2007). Além disso, o efeito em forma de U da L+arg (em baixas doses: efeito
antidepressivo e altas doses: efeito depressos estadr relacionado ao efeito bifasico do
NO.

Utilizando o modelo de NTF em camundongos, Almeaital. (2006), avaliaram
0 papel da via L-arginina-NO-GMPc no efeito antigdsgivo da memantina, um
antagonista alostérico do receptor NMDA, e comahli que a inibicdo desta via é
importante para este efeito. Nossos resultadoslaomtrigina se assemelham, em parte,
aos efeitos da memantina, uma vez que somenterapmissiato (doador de NO) foi
capaz de reverter o efeito da lamotrigina.

Na tentativa de estabelecer um padrdo comportameat&TF modificado a
drogas bloqueadoras de canais de sodio utilizaradsmmazepina (40 mg/Kg) como “
droga de referéncia”. Nesta dose utilizada, a caalzapina ndo apresentou efeito anti-
imobilidade e tampouco alterou os comportamentasati@cdo e escalada. Este resultado
€ discrepante ao encontrado por Barros e Leite7(18& ratos e semelhante ao de
Redrobe e Bourin (1998) em camundongos. Este Ubipservou, ainda, uma diminuicdo
da locomocao dos animais no teste do campo aleedae pode ser interpretado como
um possivel efeito sedativo da carbamazepina padeEwir a uma falsa interpretacao
dos seus resultados no NTF (falso negativo). Quandarbamazepina foi associada a
subdoses do agonista pH8-OH-DPAT o efeito antidepressivo foi observado.

Em nosso estudo a carbamazepina, nesta dose, m&x@u nenhuma alteracéo
na atividade locomotora dos animais, e a ausénei@fdito no NTF ndo pode ser
atribuida ao efeito sedativo da mesma.

Ressaltamos, porém, que o efeito antidepressivcadsmazepina nao pode ser
descartado, uma vez que seu congénere oxcarbamazégn apresentado efeito
antidepressivo em diferentes estudos (Joca €0flQ; Beijamini et al., 1998).
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Para confirmarmos este achado deveriamos realizarcurva dose-resposta com
a carbamazepina e/ou verificar seu efeito diantendenodelo de epilepsia, por exemplo:
0 modelo de convulsdes induzidas por pentilenatelra

Diante destes resultados podemos sugerir que &daoildos canais de sodio
voltagem dependentes pela lamotrigina tem comoegpi@icia a diminuicdo dos niveis
de glutamato, o que de forma indireta provoca bigab da NO sintase. Isto poderia
explicar o fato da L-arginina ndo reverter os efeitla lamotrigina, uma vez que a
producdo de NO é dependente da atividade enzimdiddO sintase. Esta hipotese se
torna plausivel na medida em que o aumento daaaderfNO elicitado pelo nitroprussiato
€ capaz de reverter o efeito anti-imobilidade daokaigina.

9. CONCLUSOES

A lamotrigina na dose de 20 mg/kg apresentou umandi¢cdo significativa no

comportamento de imobilidade em todos os experiosert que confirma seu efeito
antidepressivo.

« A administracdo de veratrina antes da lamotriggveneu seu efeito anti-imobilidade,
sugerindo que o bloqueio dos canais de sodio \atadependentes pela lamotrigina é
fundamental para producéao de seu efeito antidapoess

o O aumento da neurotransmissao noradrenérgica mdequela lamotrigina independe
do bloqueio dos canais de sédio voltagem depenslente

« A administracdo de L-arginina antes da lamotrigindo reverteu o efeito
antidepressivo da mesma.

« A administracéo de nitroprussiato antes da lamaotifpi capaz de reverter seu efeito
antidepressivo, indicando que a inibicdo da prodiib@racdo de NO faz parte da
cascata de eventos que resultam em seu efeit@praasivo.

« Tomando em conjunto os resultados obtidos com argstracdo de veratrina, L-
arginina e nitroprussiato sugere-se que a lamo&rigromove uma inibicéo indireta da
NO sintase, e esta inibicdo é resultante da dimé@wuda liberacdo de glutamato e da
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diminuicdo da ativacdo dos receptores glutamatésgidMDA provocados pelo
bloqueio dos canais de sodio voltagem dependentes
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