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RESUMO

Alguns anticonvulsivantes como o valproato e a carbamazepina sao efetivos no
tratamento da fase maniaca do transtorno afetivo bipolar e embora possuam
algumas diferencas farmacoldgicas, todos compartilham de um efeito comum que
€ 0 bloqueio dos canais de sddio voltagem-dependentes. A fenitoina também
promove tal efeito e recentemente foi demonstrado que ela reduziu o tempo de
imobilidade dos camundongos submetidos ao teste de natacdo forcada, efeito este
que € bloqueado pela veratrina, um alcaldide que produz a abertura dos canais de
sédio voltagem-dependentes. Sendo assim, o objetivo do nosso estudo foi verificar
se a fenitoina poderia bloquear a hiperlocomocéo induzida por metilfenidato, que é
um modelo animal utilizado para deteccdo de drogas antimaniacas. Também
realizamos um pré-tratamento com veratrina para avaliar o papel dos canais de
sédio voltagem-dependentes no efeito da fenitoina neste modelo. Considerando
gue alguns estabilizadores de humor podem alterar a expressdo do Fator
Neurotrofico Derivado do Encéfalo (BDNF) no hipocampo, realizamos
administracdo cronica por 21 dias de fenitoina, carbamazepina e veiculo e
dosamos os niveis hipocampais do BDNF e de seus receptores TrkB e TrkB
fosforilado (pTrkB), sua forma ativada. A carbamazepina foi usada como controle
positivo devido ao seu jA bem estabelecido efeito antimaniaco em pacientes
bipolares. O Metilfenidato (5 mg/Kg, s.c.) induziu um aumento na locomog¢&o no
teste de campo aberto e a fenitoina (5-10 mg/Kg i.p.) e a carbamazepina (20
mg/Kg i.p.) bloquearam este efeito. O pré-tratamento com a veratrina (0,4 mg/Kg,
s.c.) reverteu os efeitos da fenitoina (10 mg/Kg i.p.) e da carbamazepina (20
mg/Kg i.p.). Fenitoina (1-50 mg/Kg i.p.) e carbamazepina (10-20 mg/Kg i.p.)
isoladamente ndo alteraram a atividade locomotora espontanea em teste de
campo aberto. A administracdo repetida em camundongos (21ldias i.p.) de
carbamazepina (20 mg/Kg) e fenitoina (10 mg/Kg) ndo alterou o nivel do BDNF
hipocampal, mas a expressao dos receptores TrkB fosforilado aumentou em
ambos o0s tratamentos. Estes resultados indicam que a fenitoina e a

carbamazepina apresentam efeito tipo antimaniaco no modelo de hiperlocomocéao



induzida por psicoestimulantes e que o0s canais de sodio voltagem-dependentes
exercem um importante papel nestas propriedades. Além do mais, a administracéo
repetida de ambas as drogas promoveu a mesma influéncia sobre o sistema
BDNF-TrkB. Concluindo, a fenitoina pode ser uma droga com potencial efeito

antimaniaco.

Palavras-chave: Transtorno Afetivo Bipolar, fenitoina, carbamazepina,

metilfenidato, veratrina, BDNF, TrkB.



ABSTRACT

The anticonvulsants valproate and carbamazepine are effective antimanic drugs
that, despite some pharmacological differences, share a common effect: the
blockade of voltage-gated sodium channels. Phenytoin also exhibits such an effect
and was recently shown to reduce immobility time in mice exposed to the forced
swim test, an effect that was blocked by veratrine, an opener of voltage-gated
sodium channels. Thus, the objective of the present study was to verify whether
phenytoin modifies hyperlocomotion induced by methylphenidate, an animal model
useful for screening antimanic-like drugs, and also evaluate the effect of veratrine
pretreatment on the effect of phenytoin in this model. Additionally, considering that
mood stabilizers change brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels in the
hippocampus, the effects of chronic phenytoin on hippocampal BDNF and BDNF
receptor TrkB levels were also evaluated. Carbamazepine was used as a positive
control because of its well-known clinical antimanic effect. Methylphenidate (5
mg/kg, s.c.) increased open-field locomotion, and phenytoin (5-10 mg/kg, i.p.) and
carbamazepine (20 mg/kg, i.p.) blocked this effect. Veratrine (0.4 mg/kg, s.c.)
pretreatment reversed the effects of phenytoin (10 mg/kg, i.p.) and carbamazepine
(20 mg/kg, i.p.). Phenytoin (1-50 mg/kg, i.p.) and carbamazepine (10-20 mg/kg i.p.)
alone did not change spontaneous locomotor activity. Repeated, 21-day
administration of carbamazepine (20 mg/kg, i.p.) and phenytoin (10 mg/kg, i.p.) did
not affect hippocampal BDNF protein levels in mice, but phosphorylated TrkB
(pTrkB) receptor levels were increased by both treatments. These results indicate
that phenytoin and carbamazepine display antimanic-like effects in a
psychostimulant-induced hyperlocomotion model, and voltage-gated sodium
channels appear to play an important role in these effects. Furthermore, repeated
administration of both drugs exerted similar effects on the BDNF-TrkB system. In

conclusion, phenytoin may have potential antimanic effect.



Key-words: bipolar disorder, carbamazepine, methylphenidate, veratrine, BDNF,
TrkB.
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1 INTRODUCAO
1.1 TRANSTORNO AFETIVO BIPOLAR

O transtorno afetivo bipolar (TAB) € um dos transtornos psiquiatricos mais
incapacitantes, causando importante prejuizo no funcionamento ocupacional,
social e familiar. O TAB é uma patologia cronica, recorrente, sendo caracterizado
por alteracbes do humor, com apresentacdo de episédios depressivos, de mania,
mistos e periodos de eutimia Nos episodios depressivos podemos observar
periodos de rebaixamento do humor marcados por tristeza ou incapacidade para o
prazer, alteracbes do peso e do sono, agitacdo ou retardo psicomotor,
fatigabilidade, sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva, diminuicdo da
concentracdo, indecisdo e pensamentos recorrentes sobre morte (APA, 1994). Os
epis6dios maniacos caracterizam-se por irritabilidade ou expansividade anormal
do humor, aumento da autoestima, grandiosidade, diminuicdo da necessidade de
sono, aumento da quantidade da fala, sensacdo de que os pensamentos estéo
acelerados, distratibilidade, aumento da atividade direcionada a um objetivo,
agitacdo psicomotora e envolvimento excessivo em atividades prazerosas que
tenham alto potencial para consequéncias desastrosas. Nos episodios mistos
caracteristicas das duas fases podem estar presentes (APA, 1994).

Sua prevaléncia varia de 0,6% a 1,6% nos diversos estudos (LIMA et al.,
2005), o TAB também apresenta taxas de suicidio de cinco a dezessete vezes
maiores do que a populacéo geral (BOSTWICK; PANKRATZ, 2001).

A fisiopatologia do TAB néo € totalmente conhecida, inicialmente pensava-
se tratar de alteracdes nos sistemas das monoaminas, posteriormente avaliou-se
que esta era apenas uma das alteracbes e que varios outros sistemas estédo
envolvidos, como os sistemas de sinalizagdo intracelular e de expressao génica
(KAPCZINSKI et al., 2004).

Em um estudo da Organizacdo Mundial da Saude foi apontado que em
paises desenvolvidos somente 35% dos pacientes portadores de TAB sao

tratados; ja na América Latina e Caribe esse niumero cai para 15% ao passo que


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kapczinski%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15597134
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na Africa Subsaariana infelizmente apenas 5% recebem algum tipo de tratamento
(MORENO et al., 2002).

1.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DO TAB

O tratamento farmacologico do TAB constitui-se de um desafio para o
clinico, dada a complexidade da doenca e de possiveis complicagbes do quadro
por determinadas drogas (p.ex. virada maniaca com antidepressivos). Litio,
valproato de sédio, carbamazepina e antipsicoticos sédo efetivos para o tratamento
dos episodios de mania aguda (VIETA; ROSA, 2007; GOODWIN; JAMISON,
2010; HIRSCHOWITZ et al., 2010; CIPRIANI et al., 2011). Outras dificuldades
envolvem o fato de que alguns pacientes falham em responder a estes
tratamentos ou apresentam muitos efeitos adversos (ganho de peso, alteracfes
renais, entre outros), o que muitas vezes limitam o uso e dificultam a aderéncia ao
tratamento (MCKNIGHT et al., 2012; HUDEPOHL; NASRALLAH, 2012;
GOODWIN; JAMISON, 2010).

1.3 LITIO

A terapéutica com litio foi introduzida em 1949 por Cade, que relatou sua
efichcia em 10 pacientes maniacos (CADE, 1949; MAJ, 2000). Estudos
controlados subsequentes demonstraram alta eficacia do litio, sendo o mesmo,
considerado uma droga de primeira linha para o tratamento do TAB, tanto nos
episédios de mania quanto nos de depressdo, e na profilaxia (MALHI et al.,
2012b).

O litio € um ion monovalente que reproduz parcialmente uma ampla
variedade de efeitos de outros ions nos processos celulares (GERSHON et al.,
2009). Assemelha-se ao sddio nos tecidos excitaveis, sendo capaz de saturar 0s
canais sensiveis a voltagem, que sdo responsaveis pela geragdo do um potencial
de acdo. Quando administrado agudamente, o litio aumenta a renovacdo de
noradrenalina e de serotonina no cérebro, mas tende a inibir a liberacdo evocada
por despolarizagéo, alteragbes estas que parecem regredir com a administragéo
em longo prazo (PASQUALI et al., 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hudepohl%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22608650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nasrallah%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22608650
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De fato, o litio foi extensivamente estudado em relacdo a varios sistemas
de neurotransmissdo, na tentativa de se encontrar explicacdes para seu
mecanismo de acdo. E aceito frequentemente que o litio atua sobre multiplos
sitios de neurotransmissdo (PHIEL et al.,, 2001). Também atua sobre varios
sistemas de segundo mensageiros, inibindo a PKC e o IP3 (QUIROZ et al.,
2010).

1.4 DROGAS ANTICONVULSIVANTES

Atualmente existe um namero consistente de estudos demonstrando que
alguns agentes anticonvulsivantes possuem propriedades antimaniacas e de
profilaxia do TAB e que séo efetivos inclusive naqueles pacientes com baixa
responsividade ou intolerancia ao litio (GRUNZE, 2010; CIPRIANI et al., 2011).

Estudos comprovam os efeitos antimaniacos e estabilizadores da
carbamazepina (STONER et al., 2007) e do valproato (MALHI, 2012a). Varios
outros anticonvulsivantes foram testados, mas dentre eles apenas a
carbamazepina e valproato de sodio, até o presente momento, sdo aprovados
pelo FDA (GOODNICK, 2006) para o tratamento dos episodios de mania.

1.5 CARBAMAZEPINA (CBZ)

A CBZ apresenta uma estrutura molecular triciclica semelhante a do
antidepressivo imipramina e em humanos é eficaz no controle de crises parciais
simples e complexas e crises tonico-clonicas generalizadas (SPINA et al., 2004).

A carbamazepina liga-se e inativa os canais de soOdio voltagem-
dependentes, reduzindo o influxo de sodio e os disparos repetitivos de alta
frequéncia de potenciais de acdo. Este parece ser o mecanismo de acdo
envolvido nas atividades anticonvulsivantes e estabilizadoras do humor da CBZ
(BOWDEN et al., 2006; SODERPALM, 2002).

Varios estudos clinicos tem demonstrado a eficacia da carbamazepina no
controle dos episddios de mania e sua acdo parece ser menos consistente no
seguimento em longo prazo do TAB (BOWDEN, 2009).
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1.6 VALPROATO DE SODIO

O valproato de sddio é um &cido carboxilico de estrutura molecular simples,
cujas propriedades anticonvulsivantes em humanos abrangem um grande namero
de tipos de epilepsia sem causar muita sedacdo ou outros efeitos sobre o sistema
nervoso central.

O valproato, de modo similar a carbamazepina, também bloqueia os canais
de sodio voltagem-dependentes, além de produzir mudancas no metabolismo do
GABA: inibicdo do catabolismo GABAérgico, aumento de sua liberacéo,
diminuicdo de seu turnover, aumento da densidade de receptores GABA-B e
aumento da responsividade ao GABA. Estas alteracdes respondem pelo seu efeito
anticonvulsivante e estabilizador de humor (AMANN et al., 2003).

Calabrese e Delucchi (1990) avaliaram a acéao do valproato nos portadores
de TAB em episddios de mania e mistos, e em cicladores rapidos (mais de 4
episédios ao ano). Verificaram que para estes pacientes o valproato apresentava
um efeito marcante, com pouca resposta nos episédios depressivos. O valproato
de sodio foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento
de mania em 1994 (GAJWANI et al., 2006) e também € aprovado na profilaxia do
TAB (BOWDEN, 2009).

1.7 FENITOINA

A fenitoina foi sintetizada pela 12 vez em 1908 por Biltz, porém sua
atividade anticonvulsivante s6 foi descoberta em 1938 por Merritt e Putnam que
estavam procurando um analogo do fenobarbital, mas que tivesse menos efeitos
colaterais principalmente a sedacdao (MCNAMARA, 2010).

A fenitoina exerce sua acdo anticonvulsivante sem causar depressao
generalizada do sistema nervoso central conferindo, desta forma, um avanco
clinico perante as outras drogas usadas até entdo para o tratamento da epilepsia,
como o fenobarbital. Mesmo apds a introducdo de novos compostos nos dias
atuais, a fenitoina ainda é uma das drogas mais utilizadas para o tratamento da
epilepsia. Ela provoca sinais de excitagdo em doses toxicas e um tipo de rigidez
de descerebragdo em niveis letais (MCNAMARA, 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gajwani%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17094930
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A fenitoina é uma fraca bloqueadora dos canais de soédio voltagem-
dependentes na membrana hiperpolarizada, mas sua acao inibitéria esta muito
aumentada na despolarizacédo sustentada e durante a atividade de alta frequéncia
do canal. A inibicdo voltagem e frequéncia dependente é explicada pelo modelo de
modulacao do receptor que foi primeiramente descrito para determinar a acédo das
drogas anestésicas locais. De acordo com este modelo, os canais de sodio
voltagem-dependentes fechados, que predominam na fase de hiperpolarizacao do
potencial de membrana, tém baixa afinidade pela fenitoina; entretanto os canais
em seu estado inativo que predominam na fase de despolarizagédo e durante a
ativacdo de alta freqiiéncia tém alta afinidade pela fenitoina (MANTEGAZZA et al.,
2010).

Outros efeitos da fenitoina incluem a diminuicdo da transmissao sinaptica,
estabilizacdo dos gradientes i6nicos neuronais via soOdio-potassio ATPase e
influéncia nos sistemas de segundos mensageiros pela inibicdo da fosforilacdo da
proteina calcio-calmodulina. (TUNNICLIFF, 1996; CHWEH et al., 1986).

De fato, alguns estudos controlados sugerem que a fenitoina possa ter
propriedades antimaniacas e de profilaxia. A primeira observacao neste sentido foi
realizada por Kalinowsky e Putnam (1943), que conduziram um estudo aberto com
uma pequena amostra, verificando que a fenitoina promoveu uma reducdo da
excitacao principalmente em pacientes maniacos.

Posteriormente, Mishory et al. (2000) realizaram um estudo duplo cego de 5
semanas com 39 pacientes com diagnosticos de mania ou fase maniaca do
transtorno esquizoafetivo. Os pacientes usaram haloperidol mais fenitoina versus
haloperidol mais placebo. Trinta pacientes completaram 3 semanas de ensaio e 25
concluiram 5 semanas, sendo observada uma melhora na escala BPRS (Brief
Psychiatric Rating Scale) e na CGI (Clinical Global Impression) para os individuos
que usaram fenitoina e tinham diagnostico de TAB. Portadores de transtorno
esquizoafetivo ndo apresentaram este efeito. Esta pesquisa apresenta algumas
limitagbes, como o fato de que os dois grupos usavam haloperidol (cuja acao
antimaniaca é bem estabelecida), amostra de tamanho reduzido e variabilidade do

diagnéstico.
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O efeito profilatico da fenitoina foi avaliado em outro estudo de Mishory et
al. (2003) realizado com 27 pacientes que também tinham diagndstico de TAB ou
transtorno esquizoafetivo, conforme critérios do DSM-IV, e que apresentavam
profilaxia prévia insatisfatoria com litio, valproato ou carbamazepina. Os pacientes
poderiam estar em episodios tanto de mania como de depressdo. Neste caso, era
mantida a medicagéo e a ela era adicionado ou fenitoina ou placebo, conforme a
randomizacao, sendo os sujeitos avaliados por um periodo de seis meses. Vinte e
trés pacientes completaram o estudo, sendo constatado efeito profilatico
significante da fenitoina em comparacdo com o placebo. As limitagdes do estudo
sdo o0 numero reduzido de pacientes e o curto tempo de seguimento, em se
tratando de profilaxia.

Ainda assim, estes estudos sugerem que a fenitoina possa exibir
propriedades antimaniacas e de profilaxia no TAB.

Entretanto, em um estudo ndo comparativo, a fosfenitoina, uma pro-droga
da fenitoina que é mais indicada para administracdo endovenosa, ndo apresentou
melhora dos sintomas maniacos avaliados até 3 horas apdés a administracao
(APPLEBAUM et al., 2003).

Em um estudo pré-clinico com fenitoina, carbamazepina e valproato (11
dias de administracdo), ndo foi observado bloqueio da hiperlocomocao induzida
por quinpirole, um agonista D2/D3. Entretanto, quando os dados destas trés
drogas foram agrupados como um Unico grupo, foi detectada uma reducéo
significante na hiperlocomoc¢éo (SHALDUBINA et al., 2002).

Nos anos 40 e 50 varios relatos citaram os efeitos benéficos da fenitoina na
melhora dos sintomas depressivos e de irritabilidade em pacientes epilépticos que
faziam uso desta medicagdo (NEMETS et al., 2005). Infelizmente estudos mais
recentes com este objetivo ndo foram realizados e, em 2005, Nemets et al.
conduziram um ensaio duplo cego comparando fluoxetina versus fenitoina em
pacientes com diagnéstico de depressdo unipolar (n= 33). ApGs trés dias sem
medicacdo antidepressiva os pacientes foram randomizados para fluoxetina ou
fenitoina. Vinte e oito pacientes completaram o estudo e foi observada melhora

significante dos sintomas depressivos em comparacdo aos sintomas iniciais tanto
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para fluoxetina como para fenitoina e ndo houve diferencas entre os dois
tratamentos até a 62 semana de seguimento.

Em contrapartida, foi realizado outro estudo controlado com uma pequena
amostra de pacientes deprimidos (n=20) e nao responsivos a utilizacdo de
antidepressivos inibidores seletivos de recaptagcdo de serotonina (ISRS)
(SHAPIRA et al., 2006). Nestes pacientes, foi adicionado fenitoina ou placebo ao
ISRS gque estava sendo utilizado, mas nao foi observada nenhuma melhora do
quadro até a 4@ semana de tratamento.

Em estudos pré-clinicos, foi notado que a fenitoina diminui o tempo de
imobilidade no teste de natacdo forcada e de suspensao pela cauda, sugerindo
um efeito tipo antidepressivo da fenitoina (PONCELET et al., 1986; BOURIN et al.,
2009a, 2009b). Este efeito foi revertido pela veratrina, um alcaléide que promove a
abertura dos canais de sodio voltagem-dependentes, o que implica em um
possivel envolvimento destes canais no efeito tipo antidepressivo da fenitoina
(BOURIN et al., 2009a).

A veratrina também bloqueia o efeito anti-imobilidade da lamotrigina, um
anticonvulsivante que age através do blogueio dos canais de sddio voltagem-
dependentes, tanto em ratos como em camundongos submetidos ao teste de
natacéo forcada (CADAGNONE et al., 2007; BOURIN et al., 2009a, 2009b).

Adicionalmente, outros anticonvulsivantes com capacidade de bloquear os
canais de sodio, como a carbamazepina e a oxcarbazepina, também
demonstraram possuir efeito tipo antidepressivo (BARROS et al., 1987; JOCA et
al., 2000). Desta forma € possivel pensar que drogas que agem bloqueando os

canais de sodio sdo potencialmente Uteis no tratamento do TAB.
1.8 MODELOS ANIMAIS DO TAB

O desenvolvimento de modelos animais para o estudo do TAB € desafiador,
uma vez que a patologia engloba alternancia de mania, depressao, eutimia e
estados mistos.

Diversos modelos animais tém sido propostos para reproduzir depresséo ou

mania, que sdo as sindromes essenciais do transtorno. Contudo, a medida que
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nao existe um modelo que englobe todo o espectro, modelos separados de mania
e depressao tém sido usados (DENCKER et al., 2010). Diante destas dificuldades,
existem poucos modelos animais para o estudo da mania, sendo a inducéo do
aumento da atividade locomotora pelo uso de substancias estimulantes do sistema
nervoso central, como a anfetamina e o metilfenidato, um dos mais utilizados
(MACHADO-VIEIRA et al., 2004; EINAT, 2007; BARBOSA et al., 2011).

Em roedores, uma administracdo Unica de anfetamina ou metilfenidato
produz aumento da atividade locomotora e de reforco comportamental, enquanto
doses repetidas aumentam a resposta comportamental ao longo do tempo. Este
fenbmeno é chamado de sensibilizacdo comportamental e ocorre pela
administracdo intermitente de um psicoestimulante que resulta em uma resposta
comportamental progressivamente maior e mais rapida (DENCKER et al., 2010;
YANG et al., 2001). Tem sido sugerido que o fendmeno de sensibilizacdo também
ocorra em humanos portadores de TAB (POST, 2010).

A validade de face é representada neste modelo pela similaridade
observada no comportamento do animal e no aumento da atividade locomotora
gue também ocorre nos estados de mania em humanos (MACHADO-VIEIRA et
al., 2004; KATO et al., 2007; PERRY et al., 2009; HENRY et al., 2010).

Tal modelo também apresenta validade preditiva, pois as alteracdes
comportamentais induzidas por metilfenidato sédo inibidas por estabilizadores de
humor como litio (GOULD et al., 2001; SABIONI et al., 2008) carbamazepina,
valproato e tamoxifeno, todas drogas bem conhecidas pelos seus efeitos
antimaniacos (EINAT et al., 2007; NASRALLAH et al., 2006; GOODNICK, 2006;
BARBOSA et al.,, 2011; PEREIRA et al., 2011; YILDIZ et al., 2011).

A validade de constructo do modelo é estabelecida pela similaridade dos
processos neurofisiologicos da mania e dos estados comportamentais induzidos
por psicoestimulantes em roedores, 0s quais envolvem aumento da liberacdo de
dopamina e diminuicAo de sua recaptacdo em areas especificas do cérebro
(GOODWIN; JAMISON, 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Goodnick%20PJ%22%5BAuthor%5D

20

1.9 VERATRINA E CANAIS DE SODIO VOLTAGEM-DEPENDENTES

A veratrina € uma toxina composta por uma mistura de alcal6ides (p.ex.
veratridina), extraida da planta Schoenocaulon officinale. Sua ac¢do principal é
sobre os canais de sédio voltagem-dependentes aonde ela se liga, promovendo a
abertura destes canais. A veratrina limita a atividade dos anticonvulsivantes no
teste de natacdo forcada, mas ndo dos antidepressivos (BOURIN et al., 2009a;
CODAGNONE et al., 2007). Por exemplo, a fenitoina e a lamotrigina foram
capazes de reduzir o tempo de imobilidade no teste de natacéo forcada, acao esta
semelhante ao dos antidepressivos, sendo este efeito revertido pelo pré-
tratamento com veratrina (BOURIN et al.,, 2009a e 2009b; CODAGNONE et al.,
2007).

1.10 BDNF, RECEPTORES TRKB E TAB

O Fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) pertence a familia das
neurotrofinas, importante no cérebro de adultos, sendo 0 mesmo expresso em
larga escala nas estruturas cerebrais limbicas, principalmente naquelas envolvidas
com os transtornos de humor, como € o caso do hipocampo, cértex pré-frontal e
amigdala (COHEN-CORY et al., 2010). Participa da sobrevivéncia neuronal e da
remodelacdo das funcdes cerebrais (DUMAN, 2009). Esta relacionado a
plasticidade sinaptica por influenciar a atividade neuronal e a morfologia
(CASTREN; RANTAMAKI, 2010; NAGAHARA; TUSZYNSKI, 2011).

O BDNF se liga com alta afinidade ao seu receptor tropomiosina
relacionado a quinase B (TrkB), que é um receptor tipo tirosina quinase. TrkB
apresenta duas isoformas: a forma longa TrkB (TrkB-FL) e a truncada TrkB (TrkB-
T1) que ndo contém o componente tirosina quinase. TrkB-T1 pode cancelar o
efeito da ativagdo do TrkB-FL (SAARELAINEN et al., 2003). O BDNF se liga ao
TrkB-FL conduzindo o receptor a dimerizacdo e autofosforilacdo, ativando a
cascata da tirosina quinase, através da proteina quinase mitdgeno ativada
(MAPK), fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e fosfolipase C gama (PLCy)
(NAGAPPAN; LU, 2005).

Mudangcas no BDNF e seu receptor TrkB tém sido relacionadas a
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transtornos de humor, principalmente depressao (CUNHA et al., 2011).

Dois estudos de metandlise mostraram que o BDNF periférico esté reduzido
durante os episodios de depressdo e de mania (LIN, 2009; FERNANDES et al.,
2011). A administracdo crbnica de antidepressivos aumenta os niveis de BDNF
em pacientes deprimidos bem como em animais (DUMAN et al., 1997; DUMAN;
MONTEGGIA, 2006). Por exemplo, a administracdo repetida de antidepressivo
aumenta os niveis de BDNF hipocampal em roedores (COPPELL et al., 2003;
CASTREN; RANTAMAKI, 2010) e o recente uso de antidepressivo foi associado
com o aumento dos niveis de BDNF hipocampal em pacientes com TAB (CHEN et
al., 2001). Adicionalmente, ratos que super expressam TrkB-T1, o qual poderia
reduzir a ativacdo do TrkB no cérebro, foram insensiveis a acéo da fluoxetina e da
imipramina no teste de natacao forcada (SAARELAINEN et al., 2003).

Estabilizadores de humor incluindo anticonvulsivantes parecem aumentar
os niveis de BDNF (LIN, 2009; FERNANDES et al., 2011).

Aparentemente estes resultados sdo validos tanto para os niveis séricos
como para os niveis plasmaticos (FERNANDES et al., 2011). Em contrapartida,
Barbosa et al. (2010) observaram um aumento nos niveis de BDNF em pacientes
bipolares na fase de mania, comparados com os controles normais. Entretanto isto
foi visto de forma mais evidente naqueles pacientes com histéria de doenca
superior a 10 anos. Desta maneira, ndo € possivel descartar os efeitos
cumulativos da administracdo de drogas neste resultado (BARBOSA et al., 2010).

Pacientes bipolares tratados com litio ou anticonvulsivantes no momento da
morte ndo apresentaram aumento dos niveis de BDNF hipocampal (CHEN et al.,
2001).

Sendo assim, a maioria, mas néo todos os dados, indicam que a reducao
do BDNF estava associada tanto com depressdo, como com mania e que 0S

tratamentos efetivos para o TAB aumentam os niveis de BDNF.
1.11 HIPOTESE

Considerando o exposto, nossa hipétese é que a fenitoina exiba um perfil

tipo antimaniaco em modelos animais e no sistema BDNF-TrkB. Além disto,
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haveria a participacdo dos canais de sodio voltagem-dependentes no modelo da
hiperlocomocéo induzida por metilfenidato.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito tipo antimaniaco da fenitoina em um modelo animal de mania e

tentar investigar o seu possivel mecanismo de acéo.
2.2 Objetivos especificos

a. Comparar os efeitos da administracdo aguda de carbamazepina, fenitoina e

salina sobre a hiperlocomocéao induzida por metilfenidato em camundongos Swiss.

b. Avaliar os efeitos do pré-tratamento com veratrina sobre os efeitos da fenitoina
e da carbamazepina na hiperlocomocédo induzida por metilfenidato e o

envolvimento dos canais de sédio voltagem dependentes neste efeito.

c. Dosar os niveis de BDNF e seu receptor TrkB (total e fosforilado) no hipocampo
dos camundongos, ap6s administracdo cronica de fenitoina, carbamazepina e

salina.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 SUJEITOS EXPERIMENTAIS

Foram usados camundongos machos Swiss, com aproximadamente 90 dias
de idade, com peso entre 30 e 40 gramas, nascidos e criados no biotério do Setor
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram
mantidos em grupos (10-20 camundongos/caixa), em caixas de polipropileno
(41x34x16), em condi¢cbes controladas de temperatura (22 + 2 ° C), em ciclo claro-
escuro de 12 horas e livre acesso a agua e alimento durante todo o experimento.
A umidade relativa foi em torno de 45%. Todos os experimentos foram realizados
no periodo entre 9 horas e 12 horas. Os animais foram transferidos para sala de
aclimatacdo do Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia do Sistema Nervoso
Central do Departamento de Farmacologia da UFPR uma semana antes dos
experimentos. No dia do experimento os animais foram aclimatados por um
periodo de uma hora na sala de experimentos. Todos o0s experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica para Experimentos em Animais, do Setor de

Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal do Parana (protocolo nimero 493)
3.2. DROGAS E TRATAMENTO

Metilfenidato (Ritalina, Novartis, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi dissolvido em
salina e administrado por via subcutanea (s.c.) na dose de 5mg/Kg. A solucao de
fenitoina comercial (Hidantal, Sanofi-Aventis, Suzano, SP, Brasil) foi diluida em
adgua destilada e administrada por via intraperitoneal (i.p.) nas doses de 1, 5, 10,
30 e 50 mg/kg. Carbamazepina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi adicionada a 2
gotas de Tween 80, posteriormente diluida em agua destilada e administrada i.p.
nas doses de 10 e 20 mg/kg. Todas as drogas e seus veiculos foram
administradas em um volume constante de 10 ml/Kg. As doses das drogas foram
calculadas pela forma do sal e foram baseadas em doses usadas previamente
(VOIGT; MORGENSTERN, 1992; ARBAN et al., 2005; BOURIN et al., 2009b;
DENCKER; HUSUM, 2010). A dose da veratrina (Sigma, St. Louis, MO, USA), foi
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baseada em um estudo piloto que verificou que a dose da veratrina 0,4mg/Kg nao
alterou a hiperlocomocéo induzida por metilfenidato.

3.3 METILFENIDATO INDUZINDO HIPERLOCOMOCAO NO TESTE DE CAMPO
ABERTO

Psicoestimulantes como as anfetaminas e metilfenidato, aumentam a
atividade locomotora no teste de campo aberto e a habilidade de uma droga em
bloquear este aumento, em uma dose que ndo altere a atividade locomotora
espontanea, € uma indicacdo de efeito antimaniaco (EINAT et al., 2007; SABIONE
et al., 2008; BARBOSA et al., 2011; PEREIRA et al., 2011).

3.3.1 Atividade locomotora

A atividade locomotora dos animais foi medida no teste de campo aberto
gue consiste de uma arena circular (diametro de 40 cm e altura de 28 cm) pintada
de branco. A area do chdo é dividida por linhas pretas sendo demarcados 25
espacos contidos em trés circulos concéntricos (o circulo interno de 12 cm de
didmetro, o circulo do meio de 26 cm de didmetro e o didmetro do circulo mais
externo de 40 cm, delimitado por toda a parede da arena). O nimero de espacos
do circulo interno, do meio e mais externo séo 1, 8 e 16 respectivamente. O nivel
de luminosidade no chéo da arena é de 110 lux. O namero de linhas cruzadas foi
contado cumulativamente por um periodo de 5 min. Os animais foram testados no
campo aberto 20 min apds receberem metilfenidato ou salina. A arena do campo
aberto foi limpa com uma solucdo de agua e alcool a 10% antes de cada teste
comportamental para evitar possivel viés causado pelo odor ou residuo deixado

pelo animal anterior.
3.4 DOSAGEM DE BDNF E TRKB (TOTAL E PTRKB)

Os animais foram tratados uma vez ao dia por 21 dias consecutivos, uma
vez ao dia com fenitoina 10mg/Kg i.p. ou carbamazepina 20mg/Kg i.p. ou veiculo
I.p. Vinte e quatro horas apoés a ultima administragéo, os animais foram mortos por

deslocamento cervical, decapitados e o hipocampo de cada animal foi dissecado
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sobre o gelo. Os hipocampos foram homogeneizados em tampéao de lise (NaCl
137 mM; Tris-HCI 20 mM pH 7.6; glicerol 10%) contendo um coquetel inibidor de
protease (Sigma, St. Louis, MO, USA) e apdés centrifugacdo (9000xg, 15 min), o
sobrenadante foi armazenado a -80°C (ZANELATI et al., 2010). Os niveis de
BDNF hipocampal foram medidos por ELISA (BDNF Emax® ImmunoAssay
System kit, Promega, Madison, WI, USA, # G7610) em conformidade com as
instrucdes do fabricante. Os niveis totais de proteinas foram medidos pelo método

de Bradford (BRADFORD, 1976) e usados para normalizar as amostras.

Os niveis do pTrkB (Y706/707) e TrkB total foram determinados usando
analise western blotting (SAARELAINEN et al. 2003). Para evitar a reatividade
cruzada dos anticorpos para o receptor TrkA, as amostras foram submetidas a um
protocolo de pré-lavagem. Quinhentas microgramas (ug) do total das proteinas
presentes em cada amostra foram incubadas com 2 ug de anticorpo contra TrkA
(Santa Cruz, USA, #sc20539) por 1 hora a 4°C. Vinte ug de Proteina G-plus
(Santa Cruz, USA, #sc20539) foram adicionadas a cada amostra e incubadas por
30 min a 4°C sob agitacdo. As amostras foram finalmente centrifugadas a 1000xg
a 4°C por 10 min e o sobrenadante foi aplicado ao SDS-PAGE. As amostras (30
Mg das proteinas totais) foram submetidas a 8% de SDS-PAGE e transferidas para
membranas de nitrocelulose. Posteriormente foram blogueadas com leite em po6
desnatado a 3% em tampdo de TBST (20mM Tris-HCL;150mM NaCl; 0.05%
Tween20). As membranas foram incubadas primeiro com anticorpo anti pTrkB
(1:500, Cell Signaling, USA, #4621), TrkB (1:1000, Cell Signaling, USA, #4603) ou
GAPDH (1:1000, Santa Cruz, USA, #sc25778) durante toda a noite, a 4°C. As
membranas foram entdo lavadas e incubadas para o segundo anticorpo anti IgG
HRP-conjugado (1:1000, Santa Cruz, USA, #sc2317), anticorpo de coelho. A
deteccdo cromogénica da atividade do HRP foi realizada usando um Kit comercial
(Perkin Elmer, USA, #NEL300001EA). As membranas foram escaneadas e
analisadas usando Image J software (NIH, USA). A densidade Otica relativa para
pTrkB ou TrkB foi normalizada por GAPDH e expressa como porcentagem do

grupo controle.
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3.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
Experimento 1:

Nos dias dos ensaios, os animais foram levados para sala de teste e
permaneceram pelo periodo de uma hora para aclimatacédo. Trinta minutos antes
do teste os animais foram divididos em grupos, receberam dose Unica de salina,
ou fenitoina (1mg/Kg; 5mg/Kg; 10mg/kg; 30mg/Kg; ou 50mg/Kg), ou
carbamazepina (10mg/Kg ou 20mg/Kg), todas administradas intraperitonealmente
(i.p). Apos intervalo de 10 min foi administrada uma dose de metilfenidato 5mg/Kg
ou salina, ambas subcutaneas (s.c.) e decorridos 20 min desta administracao eles
foram avaliados no teste de campo aberto por um periodo de 5 min.

Experimento 2:

Utilizando outro grupo de animais, foi realizado um experimento com
veratrina 0,4mg/Kg s.c. ou veiculo s.c. Apds 10 min da administragédo de veratrina,
os animais foram tratados com salina ou carbamazepina 20mg/Kg ou fenitoina
10mg/Kg (todas i.p.) e decorridos mais 10 min. foi realizada uma terceira
aplicacdo, que consistia de metilfenidato 5mg/kg s.c. ou veiculo s.c. Apés 20 min
desta terceira aplicacdo eles foram avaliados no teste de campo aberto durante

5 min.
Experimento 3:

Um terceiro experimento foi realizado para avaliar os niveis de BDNF
hipocampal apés o tratamento repetido (21 dias, 1x/dia) com fenitoina 10mg/kg ou
carbamazepina 20mg/Kg ou veiculo, todas i.p. Vinte e quatro horas apos a ultima
administragdo os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical,
decapitados e seus hipocampos foram dissecados e foram processados para

serem realizadas as dosagens do conteido de BDNF e de TrkB (total e pTrkB).
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do campo aberto foram analisados por andlise de variancia
(ANOVA) de uma-via (tratamento como fator), seguido pelo teste de multiplas
comparacdes de Duncan quando necessario. Uma vez que os dados do BDNF e
TrkB ndo apresentaram homocedasticidade (mesmo apés as transformacao dos
dados), eles foram analisados pelo teste estatistico ndo paramétrico ANOVA de
Kruskal-Wallis, seguidos quando necessario pelo teste de Dunn. Valores de p<
0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Por conveniéncia pratica e
para evitar a influéncia dos ritmos circadianos, os animais foram randomicamente
distribuidos em grupos e os experimentos foram conduzidos em diferentes dias,
mas respeitando os mesmos horéarios (09:00 — 12:00h). Estes resultados foram
combinados como um unico dado por ndo ter ocorrido diferencas significantes

entre os grupos controles (veiculo+veiculo) para cada dia de experimento.
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5 RESULTADOS

51 EFEITOS DA ADMINISTRACAO AGUDA DA FENITOINA E DA
CARBAMAZEPINA SOBRE A HIPERLOCOMOCAO INDUZIDA POR
METILFENIDATO NO CAMPO ABERTO.

A ANOVA indicou um efeito significante do tratamento sobre a locomogé&o
(F 15,123 = 8,248; p<0,0001). O metilfenidato aumentou a locomo¢ao nos grupos
pré-tratados com veiculo, fenitoina 1, 30 e 50 mg/Kg e carbamazepina 10 mg/Kg
(todos p<0,05 comparado com veiculo+veiculo) (FIGURA 1). Em contrapartida
metilfenidato ndo alterou a locomoc¢édo nos animais tratados com fenitoina 5 e 10

mg/Kg e carbamazepina 20 mg/Kg (todos p>0,05 comparado ao veiculo+veiculo).
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FIGURA 1. EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE FENITOINA — FEN (1-50

MG/KG, I.P.) OU CARBAMAZEPINA —
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SOBRE A HIPERLOCOMOGCAO INDUZIDA POR METILFENIDATO —
MFD (5 MG/KG, S.C.) EM CAMUNDONGOS NO TESTE DE CAMPO
ABERTO. OS DADOS SAO EXPRESSOS COMO MEDIA + SEM (N
= 7-9 ANIMAIS/ GRUPO) DO NUMERO DE LINHAS CRUZADAS
DURANTE 5 MIN. *P<0,05 E ***P<0,001 COMPARADO COM O
GRUPO CONTROLE (VEICULO+VEICULO). *P<0,001

COMPARADO COM VEICULO+MFD.

5.2 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM VERATRINA SOBRE O EFEITO DA
ADMINISTRACAO AGUDA DA FENITOINA E DA CARBAMAZEPINA NO
AUMENTO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA INDUZIDA POR METILFENIDATO

(MFD) NO CAMPO ABERTO.

A ANOVA indicou um efeito significante sobre a locomocao total (F 11,48 =

5,020; p<0,0001). O metilfenidato aumentou a locomocgé&o total nos grupos pré-

tratados com veiculo (todos p<0,05 comparado com veiculo+veiculo) e em todos

0S grupos pré-tratados com veratrina (todos p<0,05 comparados com

veiculo+veiculo) (FIGURA 2). Ja a fenitoina 10

mg/Kg e a carbamazepina 20
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mg/Kg bloguearam o efeito do metilfenidato (ambos p>0,05 comparados com
veiculo+veiculo e p<0,05 comparado com veiculo+MFD).
Em ambos os experimentos, anticonvulsivantes ou veratrina sozinhos nao

alteraram a atividade locomotora (todos p>0,05 comparado ao controle).

400 -

— > « C Saline
E g 300 - * Z2 MFD
SE P #  p 7
S 5 ¢ ] |
; g 200 - % % %

I3 - mmy
25 % m
‘= © 100+ / / %
Z 2 - m

= % m

s 110 i

salina fen cbz salina fen cbz
Salina Veratrina

FIGURA 2. EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM VERATRINA (0,4 MG/KG,
S.C.) SOBRE O EFEITO TIPO ANTIMANIACO DA FENITOINA — FEN
(10 MG/KG, I.P.) E CARBAMAZEPINA -CBZ (20 MG/KG, I.P.) NA
HIPERLOCOMOGCAO INDUZIDA POR METILFENIDATO — MFD (5
MG/KG S.C.) NO TESTE DE CAMPO ABERTO, EM
CAMUNDONGOS. ESTES DADOS SAO EXPRESSOS COMO
MEDIA + SEM (N = 6-8 ANIMAIS/ GRUPO) DO NUMERO DE LINHAS
CRUZADAS DURANTE 5 MIN. *P<0,05 COMPARADO COM O
GRUPO CONTROLE (VEICULO+VEICULO). ¥ P<0,05 COMPARADO
COM VEICULO+MFD.

5.3 DOSAGEM DO NIVEL DE BDNF, TRKB E PTRKB NO HIPOCAMPO APOS

TRATAMENTO CRONICO DE 21 DIAS COM FENITOINA, CARBAMAZEPINA E
VEICULO.

Nado foi observado efeito significante do tratamento com fenitoina,
carbamazepina e veiculo sobre os niveis de BDNF [H(2, 40)= 1.942, NS; Fig. 3A]
ou no nivel total do TrkB [H(2, 18)= 1.519, NS; Fig. 3C] no hipocampo (FIGURA 3).

Entretanto, a administracdo cronica de carbamazepina e fenitoina produziu um
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aumentou significante no nivel do pTrkB em comparacdo ao grupo controle [H(2,
18)= 8.484, p<0,02; Fig. 3B].
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FIGURA 3 - EFEITO DA ADMINISTRAGCAO REPETIDA (21 DIAS) DE VEICULO,
FENITOINA (10 MG/KG, 1.P.) OU CARBAMAZEPINA (20 MG/KG,
.P.) NOS NIVEIS HIPOCAMPAIS DE (A) BDNF, (B) TRKB
FOSFORILADO (PTRKB), E (C) TRKB TOTAL. OS DADOS SAO
EXPRESSOS COMO MEDIANA + INTERVALO INTERQUARTIL (N =
7-10 ANIMAIS /GRUPO). *P<0.05 COMPARADO COM VEICULO.
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

No presente estudo pudemos demonstrar que a administracdo aguda de
fenitoina e carbamazepina foi capaz de bloquear a hiperlocomocéo induzida por
metilfenidato em um modelo animal de mania.

Estes efeitos foram observados em doses que n&o comprometeram a
atividade locomotora espontanea, indicando que eles ndo foram devidos a um
efeito depressor generalizado.

A fenitoina mostrou-se efetiva, nas doses de 5 mg/Kg e 10 mg/kg, sendo
que as doses de 1, 30 e 50 mg/Kg né&o promoverem efeito sobre a
hiperlocomocé&o. Ja a carbamazepina reverteu a hiperlocomocao na dose de 20
mg/Kg e a dose de 10 mg/Kg néo foi capaz de apresentar esta resposta.

Tais resultados sugerem que a fenitoina possa ter uma curva dose-resposta
em forma de U, a exemplo do que acontece com outros fdrmacos que atuam no
SNC, como é o caso ja bem estabelecido da nortriptilina (ASBERG et al., 1971).

Este efeito da fenitoina e da carbamazepina no modelo de hiperlocomocéao
induzida por psicoestimulante sdo similares aos observados com litio, valproato de
sbédio e tamoxifeno (GOULD et al., 2001; YANG et al., 2001; FREY et al., 2006;
EINAT et al., 2007; SABIONI et al., 2008; DENCKER; HUSUM, 2010; BARBOSA
et al., 2011; PEREIRA et al.,, 2011; MORETTI et al., 2011) e sugerem que
carbamazepina e fenitoina promovam um efeito tipo antimaniaco.

O resultado da carbamazepina, uma droga anticonvulsivante que tem
demonstrado de maneira consistente um efeito clinico antimaniaco (CIPRIANI et
al., 2011), aumenta a validade do modelo e demonstra a sensibilidade dos
experimentos realizados no presente estudo.

Adicionalmente, foi observado que a veratrina, um alcaléide que promove a
abertura dos canais de sodio voltagem-dependentes, reverte o efeito da
carbamazepina e da fenitoina na hiperlocomocao induzida pelo metilfenidato, o
gue é sugestivo de que os canais de sddio voltagem-depententes apresentem um
papel crucial no efeito tipo antimaniaco destas drogas. Além disso, foi

demonstrado que a veratrina é capaz de bloquear o efeito tipo antidepressivo da
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fenitoina, lamotrigina e topiramato no teste de natacéao forcada. (BOURIN et al.,
2009b; CODAGNONE et al., 2007).

Por compartilharem de um mesmo mecanismo de acdo envolvendo 0s
canais de sddio voltagem-dependentes, drogas como a fenitoina, carbamazepina
e valproato de sédio — um anticonvulsivante com propriedades antimaniacas
clinicamente bem estabelecidas — € possivel afirmar que o efeito antimaniaco
destes farmacos esteja intimamente relacionado as suas acdes sobre estes canais
(BELMAKER, 2010). Embora tal “efeito de classe” possa ser questionado por
alguns autores que argumentam, apropriadamente, que a lamotrigina e 0
topiramato, que também bloqueiam os canais de sodio voltagem-dependentes,
ndo apresentam eficicia clinica no tratamento dos episddios de mania (ROSA et
al., 2009), discretas diferencas na farmacodinamica de cada uma destas drogas
podem explicar esta aparente discrepancia (AHMAD et al. 2005). Estudos
adicionais sao necessarios para melhor elucidacédo destas questdes.

A observacao, de que em nosso estudo o0s niveis de BDNF no hipocampo
nao foram alterados ap6s administracdo crénica de fenitoina e carbamazepina, é
aparentemente contraditéria com grande parte das evidéncias disponiveis em
literatura, onde se se observa um aumento do nivel de BDNF apdés tratamento
cronico com estabilizadores de humor, tanto no plasma de pacientes (DE SOUZA
et al., 2011; FERNANDES et al., 2011) como em estudos animais (FUKUMOTO et
al., 2001; FREY et al., 2006).

A carbamazepina administrada cronicamente (30 dias) aumenta 0s niveis
de BDNF no cortex frontal de ratos em estudo apresentado por Chang et al.
(2009).

Em cultura de neurbnios corticais, a administracdo de litio por 3 dias
aumenta os niveis de BDNF e do TrkB ativado (HASHIMOTO et al., 2002).

Entretanto, outros estudos demonstraram que o tratamento crénico com
litio, valproato ou carbamazepina nado altera ou até mesmo diminui os niveis de
BDNF (RANTAMAKI et al., 2006; UMKA et al., 2010; NISHINO et al., no prelo;
FREY et al., 2006; HUANG et al., 2012).

Ratos tratados por 21 dias com litio ndo apresentaram alteracdes nos niveis



35

de BDNF no hipocampo ou de TrkB fosforilado (RANTAMAKI et al., 2006).

A carbamazepina administrada da sexta até a décima segunda semana
pos-natal ndo promoveu alteracbes nos niveis de BDNF no hipocampo em
camundongos (LAVEBRATT et al., 2006).

Embora valproato e litio reduzam a hiperlocomocéao induzida por anfetamina
(FREY et al., 2006) e ouabaina (JORNADA et al., 2010), a administracéo repetida
de valproato de sodio aumenta os niveis de BDNF no hipocampo somente
naqueles ratos tratados previamente com anfetamina e permanece inalterado nos
animais tratados com veiculo (FREY et al., 2006; JORNADA et al., 2010).

O litio apresentou resultados mistos, aumentando (JORNADA et al., 2010)
ou ndo alterando (FREY et al., 2006) o nivel de BDNF no hipocampo de ratos
tratados com veiculo. Estes resultados também s&o consistentes com a
observacéo de que em células de neuroblastoma humano tanto a carbamazepina
como o litio promovem o aumento da fosforilagdo do ERK1/2 e CREB, duas
proteinas da via de sinalizacdo de BDNF-TrkB; embora o efeito da carbamazepina
seja independente do BDNF (MAI et al., 2002).

A razéo pela qual ocorrem discrepancias nos resultados envolvendo drogas
antimaniacas e o BDNF ndo esta clara, mas possivelmente variaveis
metodoldgicas (diferentes drogas; vias e horarios para a administracao,
espécies/linhagens, ou o tempo que o tecido levou para ser coletado depois da
dltima administrag&o) podem concorrer para estas diferencas (RANTAMAKI et al.,
2006). Por exemplo, o intervalo de tempo decorrido entre a ultima administragéo e
o sacrificio do animal pode ser uma variavel importante. Administracées repetidas
de inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS) ou inibidores da
monoaminoxidase (IMAO) reduzem o mRNA de BDNF ap6s 4 horas, mas
promovem aumento decorridas 24 horas (COPPELL et al., 2003).

Rantamaki e cols. (2006) ndo observaram nenhuma alteragdo com
tratamento cronico de litio, quando os animais foram sacrificados 24 horas apos a
altima administracdo da droga. Ja Fukumoto et al. (2001) encontraram que 0
tratamento de 21 dias com litio e a administragdo cronica por 14 dias com

valproato aumentaram os niveis de BDNF no hipocampo. Neste mesmo estudo foi
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demonstrado que o tratamento crénico por 14 dias com litio ndo alterou BDNF.
Estes autores também observaram que o0s niveis de BDNF no hipocampo séo
afetados pelo intervalo de tempo entre a ultima administracdo do valproato e o
sacrificio dos animais: ocorre um aumento 4 horas apds, mas este nao é verificado
depois de 24 horas.

Outra questao é que em estudos in vivo ndo é possivel distinguir os niveis
de BDNF intracelular e extracelular. Em cultura de células de astrocitomas
humanos, o valproato aumenta a producdo de BDNF e potencializa sua liberacao,
aumentando desta forma os niveis extracelulares, enquanto o préprio litio reduz
esta liberacdo, mas sem afetar os niveis intracelulares (NISHINO et al. no prelo).

Finalmente outra razdo que possa ter concorrido para tais discrepancias,
reside no fato de ser o hipocampo uma regido cerebral heterogénea, com
importantes diferengas estruturais e funcionais ao longo do seu eixo dorso-ventral
(LEONARDO et al., 2006; FANSELOW; DONG, 2009).

Existem relatos de que a ativacdo do TrkB é seguida pela fosforilacdo de
alguns residuos intracelulares que disparam a sinalizacdo através de vias
especificas. Drogas antidepressivas dopaminérgicas aumentam a fosforilacdo nos
residuos duplos de tirosina 706/707 (localizados no sitio de autofosforilacao), os
quais s&0 necessarios para a ativagdo do TrkB (SAARELAINEN et al., 2003). E
reconhecido que a carbamazepina e a fenitoina promovem o aumento do pTrkB
nestes residuos sem produzirem nenhum efeito sobre o BDNF. Este resultado é
similar ao observado com a fluoxetina, que ndo promove alteracdo no nivel total
de TrkB, apesar de aumentar sua fosforilacdo (SAARELAINEN et al., 2003).Isto
pode ser explicado pela transativacdo dos receptores TrkB, assim como faz a
anandamida ou a dopamina (CASTREN; RANTAMAKI, 2010). Portanto, a a¢io da
carbamazepina e da fenitoina sobre os receptores TrkB pode ser independente do
BDNF, como observado no efeito agudo dos antidepressivos (RANTAMAKI et al.,
2011).

Por outro lado, Huang et al. (2012) observaram um aumento nos niveis
séricos do TrkB em pacientes em episodio de mania, sendo que estes niveis nao

foram alterados mesmo ap0s 4 semanas de tratamento com litio ou valproato.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Castr%C3%A9n%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20030415
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Ainda assim € preciso considerar que esta € uma medida periférica e que
pode ndo corresponder ao que ocorreria em regides especificas do cérebro, como
foi relatado por Elfving et al. (2010). Estes pesquisadores observaram uma
correlacdo inversa entre o aumento dos niveis séricos de BDNF e a reducédo de
BDNF hipocampal em ratos Flinders-sensiveis, um modelo genético de depressao
em ratos. Desta maneira, podemos considerar que a ativacdo da cascata BDNF-
TrkB possa estar associada com os efeitos antimaniacos, embora os
estabilizadores de humor possam ter diferentes mecanismos de acao.

Poucos estudos avaliaram o BDNF e/ou TrkB em tecidos cerebrais post-
mortem de pacientes com TAB.

Thompson Ray et al. (2011) encontraram uma diminuicdo na expressao do
MRNA do BDNF na area CA4 do hipocampo e mRNA de TrkB na camada Il do
cortex entorrinal. Entretanto, estes autores ndo encontraram qualquer efeito dos
estabilizadores de humor em nenhuma regido da formag&o hipocampal. Outro
estudo post-mortem néo identificou nenhuma alteragdo no TrkB-T1 em hipocampo
(DUNHAM et al., 2009). Entretanto, é necesséario considerar que estes estudos
ndo fazem nenhuma referéncia sobre qual episédio do TAB o0s sujeitos estavam
no momento de sua morte.

De qualquer forma, os nossos resultados sugerem que a fenitoina induz
alteracdes na sinalizacgdo do BDNF no hipocampo que séo similares as
observadas com a carbamazepina, uma droga antimaniaca clinicamente efetiva
(CIPRIANI et al.,, 2011). A aparente contradicdo que ocorre nos registros de
aumento da atividade do sistema BDNF observados tanto com a administracéo de
antidepressivos e estabilizadores de humor/drogas antimaniacas, usadas,
respectivamente, para tratar depressao e mania (episddios opostos do transtorno
bipolar), pode ser explicada pelas alteracdes neuroplasticas envolvidas na
resolucao dos diferentes episodios do TAB.

Outra possivel explicacdo para o bloqueio pela carbamazepina e pela
fenitoina da hiperlocomocdo induzida por metilfenidato seria através de uma
interacdo farmacocinética, ou seja, pela reducdo do nivel plasmatico do

metilfenidato por ambos anticonvulsivantes. A fenitoina parece n&o interferir com
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0s niveis plasmaticos do metilfenidato, embora existam relatos de caso sugerindo
que o metilfenidato possa inibir o metabolismo da fenitoina e, desta forma,
aumentar seu nivel plasmatico (MARKOWITZ; PATRICK, 2001).

A implicacdo para o modelo usado em nosso estudo é que a dose média
efetiva de fenitoina possa ser menor do que a observada, devido ao aumento das
concentracdes plasmaticas de fenitoina pela administracdo do metilfenidato, o que
nao invalida o bloqueio que a fenitoina promove na hiperlocomocéo induzida por
metilfenidato.

Em oposicao, existe a sugestdo de que carbamazepina poderia reduzir os
niveis do metilfenidato (MARKOWITZ; PATRICK, 2001), o que contribuiria para a
reducdo da hiperlocomocéo induzida por metilfenidato. Entretanto, a observacao
de que o efeito da carbamazepina é revertido pela administracdo da veratrina,
juntamente do efeito antimaniaco da fenitoina (neste estudo) e valproato
(BARBOSA et al., 2011) drogas que também promovem o bloqueio dos canais de
sédio voltagem-dependentes, reforca a hipotese do efeito tipo antimaniaco da
carbamazepina.

Concluindo, os nossos resultados enfatizam que a fenitoina deve ser
considerada uma opg¢éo em potencial para o tratamento dos pacientes portadores
de TAB. Suas vantagens incluem a possivel eficAcia no manejo da mania aguda e
até nos episédios de depressdo maior, além do seu perfil de seguranca conhecido
que ja foi vastamente estudado no tratamento das epilepsias. Aliando-se a estas
caracteristicas favoraveis, o0 baixo custo que representa o tratamento com
fenitoina deve ser considerado pelos programas de saude mental, principalmente
nos paises em desenvolvimento, uma vez que 0s recursos disponiveis para o
tratamento dos transtornos psiquiatricos se mostram escassos.

Apesar dos esforcos ja realizados, mais estudos de eficacia da fenitoina no

tratamento do TAB devem ser realizados antes do seu uso em clinica psiquiatrica.
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