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RESUMO

O transtorno bipolar € uma doenca psiquiatrica complexa, incapacitante, com altas
taxas de morbidade e mortalidade. A mania é uma fase deste transtorno em que o
paciente apresenta-se bastante euférico e agitado. O tratamento farmacoldgico
costuma ser de dificil adesdo. Como ferramenta experimental para inducdo de
mania, utiliza-se o cloridrato de femproporex, visto que reproduz nos animais
sintomas de hiperatividade, caracteristica presente nos pacientes. Os acidos graxos
poli-insaturados 6mega-3 possuem propriedades benéficas para o sistema nervoso
central, sendo, entre outras acfes, facilitadores da ligacdo de neurotransmissores
com seus receptores. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos neuroquimicos e
comportamentais da administracdo de O6mega-3 em cérebros de ratos adultos
submetidos a um modelo de mania pelo femproporex. Para este experimento, ratos
Wistar machos adultos de 60 dias foram submetidos a um tratamento de 14 dias,
recebendo 6mega-3 por via intragastrica na dose de 0,8g/kg de peso corporal, e
cloridrato de femproporex via intraperitoneal na dose de 12,5mg/kg de peso corporal.
O trabalho foi dividido em duas etapas: prevencdo e reversdo. Na etapa de
prevencao os animais receberam primeiramente 6mega-3, e a partir do sétimo dia,
cloridrato de femproporex. Na etapa de reversao, os animais receberam inicialmente
cloridrato de femproporex, e a partir do sétimo dia receberam 6mega-3. No décimo
quarto dia de tratamento, duas horas apds a ultima administracdo de femproporex,
os animais foram submetidos ao teste de habituacdo em campo aberto que avalia o
comportamento locomotor e exploratério dos animais. Logo apds, foram
eutanasiados, e as estruturas cerebrais hipocampo, estriado, cortex cerebal e cortex
pré-frontal foram isoladas para as dosagens de dano oxidativo a lipideos e proteinas
TBARS (Substancias reativas ao acido tiobarbitarico) e carbonil respectivamente.
Como resultado, no teste comportamental houve um aumento no comportamento
locomotor dos animais, no grupo femproporex em relacdo ao controle, mimetizando
0s sintomas da mania, nas etapas de prevencéo e reversdo. Nao foram observadas
alteracbes em relacdo ao comportamento exploratério. O dmega-3 preveniu a
hiperatividade causada pelo femproporex. Em relacdo aos resultados de dano
oxidativo, na etapa de prevencdo houve aumento de lipoperoxidacdo em todas as
estruturas no grupo femproporex. Por outro lado, no grupo 6mega-3 + femproporex,
houve diminuicdo da lipoperoxidacdo em hipocampo, estriado e cértex cerebral em
relacdo ao grupo femproporex. Em relagédo a carbonilagdo de proteinas, houve uma
diminuicdo do conteddo de proteina carbonilada no grupo édmega-3+ femproporex
em relagcdo ao grupo femproporex em todas as estruturas.A administracdo de
Omega-3 reverteu o aumento da peroxidacdo lipidica no hipocampo.
Adicionalmente, houve diminuicdo da carbonilagdo de proteinas em cértex pré-
frontal, estriado e coértex, no grupo femproporex+6mega-3 comparado ao grupo
femproporex. Os dados apresentados neste trabalho demonstram que o dmega-3
preveniu a hiperatividade causada pelo femproporex. Além disso, preveniu e
reverteu o dano oxidativo a lipideos e proteinas, causados pelo femproporex. Esses
resultados sugerem que o dmega-3 pode ser pensado como um coadjuvante na
terapia farmacoldgica do transtorno bipolar.

Palavras-chave: Transtorno bipolar; Femproporex; Omega-3; Dano oxidativo.



ABSTRACT

Bipolar disorder is a complex psychiatric illness, incapacitating disease with high
morbidity and mortality. The mania is a phase of the disorder when the patient is very
euphoric and restless. Pharmacological treatment is often difficult accession. As a
experimental tool for inducing mania, hydrochloride fenproporex was used, because
it reproduces hyperactivity in animals. The polyunsaturated fatty acids omega-3 have
beneficial properties in the central nervous system, which, among other properties,
facilitating the binding of neurotransmitters to receptors. The aim of this study was to
evaluate the behavioral and neurochemical effects of systemic administration of
omega-3 in the brains of adult mice subjected to a model of mania by femproporex.
For this experiment, adult male Wistar rats of 60 days were subjected to a treatment
of 14 days, receiving omega-3 intragastrically at a dose of 0.8 g / kg body weight,
and femproporex hydrochloride intraperitoneally at a dose of 12.5 mg / kg body
weight. The work was divided into two stages: prevention and reversal .In step
prevention animals received primarily omega-3, and from the seventh day,
hydrochloride femproporex. In step reversal, animals initially received femproporex
hydrochloride, and from the seventh day received omega-3.0n the fourteenth day of
treatment, two hours after the last administration of femproporex, animals were
tested for habituation in the open, checking the locomotor and exploratory behavior.
After the animals were euthanized, and the brain structures :hippocampus, striatum,
pre frontal cortex and cortex were isolated for assay of oxidative damage to lipids
and proteins :TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances) and carbonyl
respectively. As a result, the behavioral test, there was an increase in the locomotor
behavior of the animals in the group fenproporex, mimicking the symptoms of mania
in preventing and reversing steps.The exploratory behavior was not changed. The
omega-3 prevented the hyperactivity caused by femproporex. Regarding the results
of oxidative damage, in the prevention stage increased lipid peroxidation in all the
structures in the group femproporex. In the group omega-3 + femproporex,
decreased lipid peroxidation in the hippocampus, striatum and cortex compared to
group femproporex. Regarding protein carbonylation, there was a decrease the
content of protein carbonyl in group omega-3 + femproporex compared to the group
femproporex in all structures. The administration of omega-3 reversed reversed the
increase in the lipid peroxidation in the hippocampus. Additionally, there was a
decrease in protein carbonyls in the prefrontal cortex, striatum and cortex, the group
femproporex + omega-3 compared to group femproporex. The data presented in this
paper show that omega-3 prevented the hyperactivity caused by femproporex.
Furthermore, prevented and reversed oxidative damage to lipids and proteins,
caused by femproporex. These results suggest that omega-3 can be thought of as an
adjunct in the pharmacotherapy of bipolar disorder.

Keywords: Bipolar disorder; Femproporex; Omega-3; oxidative damage.
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1 INTRODUCAO

1.1 Transtorno bipolar

1.1.1Definicdo e epidemiologia

O transtorno bipolar (TB) é um transtorno crénico e complexo, caracterizado
por episédios de alternancia de humor. E uma condicdo psiquiatrica grave,
apresentando alta morbidade e alta taxa de mortalidade (Severino et al., 2013). Este
transtorno afeta uma grande parcela da populacdo mundial, incluindo criancas,
adolescentes e adultos, sendo considerado um grave problema de saude publica,
gue demanda elevados custos para a sociedade (Bauer e Pfenning, 2005; Soreca et
al., 2009). A principal caracteristica do TB séo episddios de alternancia de humor,
intercalados entre depressao, eutimia e mania (Bowden, 2008). As fases séo ciclicas
e 0s pacientes bipolares vivenciam um curso natural de recidivas de sintomas
frequentes (Prasko et al., 2013).

O TB costuma ser diagnosticado pela primeira vez na adolescéncia ou no
inicio da idade adulta, geralmente associado a outras psicopatologias (Gitlin et al.,
1995). Classifica-se como TB Tipo | a forma mais grave da doenca, e o Unico a
incluir a presenca de episodios completos de mania, além das outras fases da
doenca. O espectro bipolar compreende as demais variagdes da doenca: TB tipo II,
Ciclotimia e outras variantes de TB, que envolvem oscilacdes de humor menos
graves e por periodos menores de tempo (American Psychiatric Association, 2000;

Bauer e Pfenning, 2005).
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Estimativas mais recentes da prevaléncia de TB indicam que
aproximadamente 1% da populacdo mundial preencha os critérios diagnosticos para
TB tipo I, a forma mais grave da doenca. Em alguns paises esta taxa é ainda maior,
como no caso dos Estados Unidos da América. Em relacdo ao espectro bipolar,
estima-se que 3 a 7 % da populacdo mundial seja acometida (Bauer e Pfenning,
2005; Merikangas et al., 2007; Merikangas et al., 2011).

Com relacédo a etiologia do TB, este tem um forte componente genético. Os
fatores genéticos explicam 60-85% de risco de desenvolver a doenca, enquanto que
os fatores ambientais parecem ter menos influéncia. O risco de recorréncia para TB
em parentes de primeiro grau de pacientes é de cerca de 9%, indice dez vezes
maior do que na populacdo em geral (Smoller e Finn, 2003; Barnett e Smoller,
2009). O inicio dos sintomas parece ser consequéncia de uma interacdo entre
fatores genéticos e ambientais. Dentre os fatores ambientais, o relacionamento no
ambiente familiar é de extrema importancia. Essa interacdo gene/ambiente é bem
demonstrada, no qual individuos que sofreram algum trauma na infancia parecem ter
a idade de inicio da doenca antecipada e maiores taxas de suicidio (Pitchot et al.,

2012).

1.1.2 Sintomatologia

Na fase depressiva do TB, o0 paciente tende a apresentar perda do interesse e
do sentimento de prazer no desenvolvimento de atividades, a anedonia. O paciente
bipolar tende a ter dificuldade de relacionamento com amigos, familia e colegas de
trabalho, isolando-se socialmente (Nilsson, 2012; Clements et al.,, 2013). O

pensamento de morte frequente nesta fase muitas vezes acaba levando ao suicidio
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(Kaplan e Sadock, 1999), caracterizando assim o TB como um disturbio afetivo
associado a um maior risco de suicidio (Angst et al., 2002; Gonda et al., 2012).
Episodios depressivos costumam ser mais longos do que a média de episodios
maniacos, mesmo na vigéncia de tratamento (Kalin, 1996; Kimura et al., 2013). A
fase eutimica é definida como a remissédo dos sintomas, periodo no qual o paciente
estd sem sintomas e reintegrado funcionalmente em suas atividades de rotina
(Fagiolini et al., 2003). Na fase hipomaniaca, o paciente comeca a apresentar
sintomas eufdricos acentuados, diminuicdo da necessidade de sono, inquietacdo e
leve irritabilidade (Bowden, 2008).

No episédio maniaco ocorre uma elevacdo do humor, deixando o paciente
extremamente agitado, expansivo e irritavel. Autoconfianca € a principal
caracteristica desta fase. Pacientes geralmente apresentam autoestima grandiosa,
aumento da atividade motora, grande vigor fisico acompanhado de diminuicdo da
necessidade de sono, energia abundante e facilidade em se distrair. S&do mais
propensos a enfrentar tarefas dificeis e tém dificuldade de reconhecer situacfes de
perigo. Muitas vezes h& o envolvimento excessivo em atividades prazerosas como o
envolvimento em surtos incontidos de compras, além de grande estimulo sexual.
Esta fase pode estar diretamente relacionada a sintomas psicoticos (Johnson et al.,
2000; Bourin e Thibaut, 2013).

Grande parte dos pacientes apresenta comorbidades associadas ao TB
(Evans e Charney, 2003; Mcintyre et al., 2007). Pacientes bipolares parecem ter um
ritmo circadiano mais instavel e maior sensibilidade a alguns tipos de dores crénicas,
dores de cabeca e dores psicogénicas (Jones et al., 2005; Birgenheir et al., 2013).
Transtorno de ansiedade e transtorno obsessivo compulsivo séo frequentemente

associados ao TB (Gorwood, 2004). A comorbidade com transtornos de
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personalidade esta associada a um curso mais dificil do TB, com maiores tracos de
agressividade e ideacao suicida (Faraone et al., 2003; Latalova et al., 2013; Wessa

et al., 2013).

1.1.3 Estresse oxidativo

Pode-se definir um radical livre como uma espécie quimica altamente reativa,
contendo um ou mais elétrons desemparelhados. Utiliza-se o termo espécies
reativas (ER) para designar espécies radicalares e ndo radicalares, que sejam
agentes oxidantes ou prontamente convertidas em radicais (Halliwell e Gutteridge,
2007a). O radical anion superoxido (02_) e o0 peroxido de hidrogénio (H,0O;) séo
produtos cruciais na formacdo de outras ER. Nas células o O, é formado
principalmente pela acdo de complexos da cadeia respiratoria mitocondrial, por
lipoxigenases e ciclooxigenases apdés a ativacao de citocinas, pela xantina oxidase e
NADPH oxidase. O anion O, pode reagir com o 6xido nitrico (NO), gerando o
radical peroxinitrito (ONOQO’) que é extremamente deletério, ou ainda pode ser
convertido em H,O, que, na presenca de ions como o cobre ou ferro, origina o
radical hidroxila (OH") com elevada toxicidade (Veronesi et al., 2002).

Devido a alta reatividade, as ER atacam moléculas como lipideos, proteinas e
DNA. O tecido cerebral é altamente suscetivel ao dano oxidativo, visto que possui
alta taxa de consumo de oxigénio e baixos niveis de defesas antioxidantes (Davila et
al., 2008). Os radicais livres sdo formados normalmente no metabolismo celular. As
defesas antioxidantes, enzimaticas e nao enzimaticas, atuam contra a toxicidade
dessas espécies e sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase entre a

producéo e a eliminacéo de radicais livres. No entanto, em determinadas condicdes
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patolégicas pode haver um desequilibrio entre a producdo de ER e as defesas
antioxidantes, favorecendo a ocorréncia do estresse oxidativo (Nowak, 2013).

Denomina-se peroxidacgao lipidica o processo através do qual as ER reagem
com os acidos graxos (AG) poli-insaturados dos fosfolipideos das membranas. A
peroxidacao lipidica € uma reacdo de auto-propagacdo, deste modo, a oxidacao
inicial de algumas moléculas de lipideos pode causar um dano significativo no
tecido. Os efeitos gerais da peroxidacao lipidica incluem: diminuicdo da fluidez da
membrana; danos a proteinas; inativacao de receptores, enzimas e canais ibnicos;
além do aumento da permeabilidade da membrana a substancias que
fisiologicamente ndo atravessariam. A destruicdo de lipideos de membrana forma
produtos que sdo especialmente téxicos para as células, como o malondialdeido
(MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE) (Halliwell e Gutteridge, 1984; Mylonas e
Kouretas, 1999).

O dano oxidativo a proteinas da origem a grupos carbonila. Proteinas
carboniladas sédo geralmente menos ativas e menos termoestaveis. O aumento do
nivel de proteinas carbonil pode ocasionar efeitos deletérios sobre funcdes
organicas, visto que promovem mudancas conformacionais na estrutura proteica e
causam perda de funcado catalitica nas proteinas afetadas (Stadtman e Levine, 2003;

Baraibar et al., 2012).

1.1.4 Fisiopatologia

A fisiopatologia do TB ainda néo esta elucidade totalmente, mas uma gama

de evidéncias sugere uma interacdo complexa entre os genes de suscetibilidade,

estressores ambientais e mecanismos bioquimicos (Barbosa et al., 2013).
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O dano oxidativo parece contribuir em parte para a fisiopatologia do TB
(Steckert et al., 2010). Estudos tém demonstrado um aumento do dano oxidativo a
biomoléculas e alteracbes em enzimas antioxidantes em pacientes com TB (Kuloglu
et al., 2002; Ross et al., 2011). Demonstra-se um aumento da peroxidacao lipidica
em pacientes bipolares (Andreazza et al., 2008; Wang et al., 2009) especialmente
na fase maniaca (Kunz et al., 2008). Che et al. (2010) demonstraram dano oxidativo
em subregides do hipocampo de pacientes bipolares. Além disso, pacientes
bipolares apresentaram niveis significativamente diminuidos de glutationa (GSH), a
principal defesa antioxidante ndo enzimatica do organismo (Gawryluk et al., 2011).
Utilizada como modelo animal de mania, a administracdo de metaanfetamina induziu
estresse oxidativo, e essa condicdo foi prevenida e revertida pelos estabilizadores
de humor carbonato de litio e valproato de sodio, reforcando evidéncias de que o
estresse oxidativo esteja ligado a fisiopatologia do TB (Frey et al., 2006a).

Alteracdes nos circuitos cerebrais associados a regulagcdo do humor estédo
envolvidas no TB, principalmente quanto a neurotransmissédo (Balanza-Martinez et
al.,, 2011). A serotonina modula atividades neuronais regulando processos
funcionais como o controle de impulsos, a agressividade e tendéncia suicida. Logo,
uma deficiéncia na sua neurotransmissao configura tanto estados maniacos quanto
depressivos, uma vez que a diminuicdo na liberacdo e atividade da serotonina pode
levar ao suicidio (Shiah e Yatham, 2000; Rezin et al., 2008; Hammer et al., 2012)
Sugere-se que mutacdes no gene do receptor da serotonina 5-HT possam estar
associadas ao TB (Kishi et al., 2013).

A dopamina esta envolvida diretamente com a neurobiologia do TB,
principalmente na fase maniaca. O aumento da liberacdo de dopamina, a reducao

da capacidade de armazenamento da vesicula sinaptica ou a elevada sensibilidade
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do receptor dopaminérgico sdo responsaveis por sintomas maniacos. Uma reducéo
nesta atividade esta relacionada com sintomas depressivos (Avissar et al., 1988;
Ackenheil, 2001). A dopamina tem papel crucial no controle motor, enddcrino e
principalmente em aspectos comportamentais (Salomone et al., 1997; Knutson et al.,
2001). Alteracbes em DAT, gene que codifica o transportador de dopamina, foram
encontradas em necropsias de pacientes bipolares, sugerindo um papel deste
neurotransmissor na fisiopatologia do TB (Pinsonneault et al., 2011).

A noradrenalina é outro neurotransmissor possivelmente envolvido na
fisiopatologia do TB (Kapczinski et al., 2004). Ela € fundamental na regulacdo do
estado de vigilia e alerta em seres humanos. E também responséavel pelo controle
da pressao arterial e regulacdo do humor. Sugere-se que uma menor sensibilidade
dos receptores noradrenérgicos contribua para o estado depressivo. Deste modo,
uma funcdo noradrenérgica aumentada pode estar envolvida na génese da mania
(Bielau et al., 2012).

O acido gama-amino-butirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitorio
no SNC de mamiferos. A disfuncdo de GABA parece levar a estados maniacos e
depressivos, visto que pacientes bipolares apresentam niveis plasmaticos de GABA
alterados, sugerindo uma possivel associa¢do da diminui¢cao da inibicado de GABA a
fisiopatologia do TB (Rajkowska, 2002; Kapczinski et al., 2004).

O sistema glutamatérgico, responsavel pela neurotransmissédo excitatoria do
SNC, apresenta-se associado ao TB, uma vez que alguns estabilizadores de humor
atuam nesta via (Kapczinski et al., 2004). O oxido nitrico (NO) & um importante
mensageiro na sinalizagdo do SNC e influencia a neurotransmisséo glutamatérgica e

monoaminérgica. Pacientes bipolares apresentam niveis de NO reduzidos no SNC.
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Sugere-se que esta alteracdo seja resultado de uma compensacgéo para o aumento
da atividade glutamatérgica (Bielau et al., 2012).

Estudos de neuroimagem em pacientes bipolares fornecem evidéncias de
alteracdes do metabolismo da glicose e diminuicdo do fluxo sanguineo em regides
corticais e subcorticais, bem como reducado da integridade de feixes de fibras que
ligam estas estruturas (Stoll et al., 2001; Wessa et al., 2013).

Sugere-se que alteracbes em sistemas de sinalizac&o intracelular associados
a plasticidade e sobrevivéncia neuronal também estejam envolvidos no TB (Bowden,
2008; Balanza-Martinez et al., 2011). A GSK-3 (Glicogénio Sintase Quinase 3) e a
PKC (Proteina Quinase C) sdo proteinas de papel fundamental na sinalizacéo
celular e que parecem estar envolvidas na génese do TB (Hahn et al., 2005; Luykx
et al., 2010).

Sugere-se que a modulacdo dos niveis do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), seja um dos principais mecanismos envolvidos na fisiopatologia do
TB. O BDNF é uma neurotrofina envolvida na neuroprotecao, arborizacdo dendritica,
plasticidade sinptica e neurodesenvolvimento (Post, 2007). Parece exercer papel
na regulacdo do humor, principalmente em relacéo a sintomas depressivos (Castren
e Rantamaki, 2010). Huang et al. (2012) demonstraram que pacientes com episédios
maniacos recorrentes tiveram os niveis protéicos de tropomiosina quinase B (TrkB) -
receptor de BDNF - mais elevados, sugerindo que este receptor exerca um papel
importante na fisiopatologia do TB.

Adicionalmente, pacientes bipolares apresentam niveis elevados de
marcadores pro-inflamatorios; tais como TNFa, IL-1 e IL-6, com consequente
ativacado de caspases e do processo de morte celular por apoptose. Elevados niveis

sanguineos de IL-1 sdo observados durante a fase maniaca, demonstrando um
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possivel papel do processo inflamatério neste transtorno (Berk et al., 2011; Tsai et
al., 2012).

Evidéncias apontam a correlacdo direta entre o TB e disfuncdo mitocondrial,
sugerindo que pacientes bipolares apresentem alteragcdes na morfologia e mutacdes
em proteinas envolvidas na respiracdo mitocondrial (Clay et al., 2011; Gigante et al.,
2011). A disfuncdo mitocondrial produz mais ER, e consequente oxidacdo de
biomoléculas. Desta forma, pode-se observar que inUmeros mecanismos contribuem

para a fisiopatologia do TB (Berk et al., 2011).

1.1.5 Terapia farmacoldgica

Atualmente a terapia farmacoldgica do TB consiste principalmente no uso de
estabilizadores de humor, como o carbonato de litio. O litio é estabelecido como um
tratamento parcialmente eficaz nas fases de mania aguda do TB e também na
depressao unipolar. Entretanto seu mecanismo de acdo ndo esta totalmente
elucidado. Sugere-se que ele atue alterando o transporte do sédio nos neurénios e
células musculares, estabilizando a neurotransmissdo. Além disso, evidéncias
indicam um papel neuroprotetor deste farmaco (Manji e Duman, 2001; Tsaltas et al.,
2009; Ghanizadeh e Berk, 2013).

Na terapia do TB, o litio pode ser associado a farmacos anticonvulsivantes
como o valproato de sodio e carbamazepina. O valproato de sddio € muito utilizado
em pacientes resistentes ao tratamento com litio. Novas opc¢des terapéuticas, como
a lamotrigina, e antipsicoticos atipicos como a olanzapina, quetiapina, risperidona,
aripiprazol e assenapina também vém sendo utilizados. Embora sejam variadas as

opcOes terapéuticas atuais, mais de 70 % dos pacientes apresentam recidivas,



21

mesmo na vigéncia do tratamento (Price e Marzani-Nissen, 2012; Walpoth-
Niederwanger et al., 2012; Bourin e Thibaut, 2013). Grande parte dos pacientes
tratados demonstra incapacidade funcional e um grande numero de comorbidades
(Zarate et al., 2006; Nierenberg et al., 2012).

Os efeitos colaterais dos medicamentos utilizados - que parecem ser mais
perceptiveis em pacientes jovens - contribuem para que uma grande parcela dos
pacientes ndo consiga aderir ao tratamento (Leclerc et al., 2013). Estabilizadores de
humor, por exemplo, podem exercer efeitos teratogénicos em mulheres em idade
fértil (Price e Marzani-Nissen, 2012).

Considerando-se a eficacia variavel dos medicamentos ja consolidados na
terapia do TB, somada a baixa adesao de grande parte dos pacientes ao tratamento,
torna-se imprescindivel o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para

este disturbio (Shaltiel et al., 2007; Severino et al., 2013).

1.2 Modelo animal de mania induzido pelo femproporex

Um modelo animal em transtornos psiquiatricos, para ser valido, deve ser
hébil para reproduzir aspectos fisiopatoldégicos, mimetizar os sintomas da doencga, e
demonstrar reversdo de tais sintomas através de alternativas terapéuticas
consolidadas (Ellenbroek e Cools, 1990). O modelo animal de mania induzido por
psicoestimulantes é muito utilizado atualmente, visto que reproduz de modo
satisfatorio os sintomas caracteristicos desta fase do TB (Frey et al., 2006a; Frey et
al., 2006b; Valvassori et al., 2008; Nestler e Hyman, 2010). Os principais efeitos dos
psicoestimulantes incluem euforia, aumento das atividades motoras, diminuicdo da

necessidade de sono e da sensacdo de fadiga, aléem do aumento da frequéncia
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respiratoria (Brunton e Parker, 2010). Neste contexto, psicoestimulantes induzem
sintomas maniacos em pacientes com TB, bem como em voluntarios saudaveis
(Joyce et al., 1995; Anand et al., 2000). Estes sintomas parecem estar relacionados
principalmente & hiperatividade dopaminérgica (Park e Kang, 2013).

O cloridrato de femproporex (DCB N° 03849) é um farmaco psicoestimulante,
sintetizado a partir de modificacdes na estrutura quimica da anfetamina (a-metil--
fenetilamina), produzindo derivados b-fenetilaminicos com influéncia na
neurotransmissdo. Quando ingerido, € rapidamente convertido a anfetamina e
metaanfetamina no organismo, assim o seu efeito torna-se semelhante ao da
anfetamina, incluindo estimulacdo do SNC, onde age diretamente na vesicula pré-
sinaptica aumentando a liberacdo de dopamina e noradrenalina, e bloqueando a
recaptacdo de dopamina, elevando os niveis destes neurotransmissores na fenda
sinaptica (Coutts et al., 1986; Brunton e Parker, 2010). A reducdo da ingestdo de
alimentos causada pelo femproporex ocorre por alteracdo no controle quimico da
transmissdo do impulso nervoso. No caso da dopamina, sabe-se que ela
desempenha funcdes anorexigenas em regides especificas do SNC, como no caso
do nucleo accumbens. A neurotransmissdo noradrenérgica elevada também é
responsavel pelo efeito anorexigeno deste farmaco (Mattei e Carlini, 1996; Brunton e
Parker, 2010).

Devido a sua acao anorexigena o femproporex foi utilizado como adjuvante
no tratamento da obesidade até 2011 no Brasil. Atualmente ndo pode mais ser
comercializado. A proibicdo, determinada pela Diretoria Colegiada da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), entrou em vigor no Brasil em dezembro
de 2011, e consta sob a Resolucdo RDC 52/2011. Nesta RDC, fica instituido que

além do femproporex, mazindol e anfepramona também n&o podem mais ser
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produzidos, comercializados e manipulados. Em nota técnica sobre a eficacia e
seguranca dos medicamentos inibidores do apetite a ANVISA alegou que, por serem
estimulantes do SNC, os medicamentos tipo anfetaminicos eram comumente
desviados de seu uso clinico. Desta forma, foram reavaliados por estudos sobre
eficacia e seguranca, e apresentaram varios efeitos adversos graves que
dificultavam seu uso clinico (ANVISA, 2011).

Neste contexto, estudos do laboratorio de bioenergética desta universidade
vém investigando efeitos do femproporex em animais. Goncalves et al. (2013)
demonstraram que a administracdo de femproporex aumentou indices de dano ao
DNA em ratos jovens e adultos. Em outro estudo, o femproporex inibiu a atividade
da enzima acetilcolinesterase em cérebro de ratos (Rezin et al., 2012). Demonstrou-
se também que a administracdo aguda e cronica de femproporex alterou alguns
parametros do metabolismo energético de animais, sugerindo uma disfuncéo
mitocondrial induzida por este farmaco (Rezin et al., 2011).

Em estudo de Moreira et al. (2005) ratas gravidas foram tratadas com
femproporex e seus filhotes apresentaram-se mais ativos e agitados em testes
comportamentais. Mattei e Carlini (1996) demonstraram que a administracdo de
femproporex induziu o comportamento estereotipado e locomotor de machos e
fémeas. Em estudo anterior do laboratério de bioenergética desta universidade, a
administracdo aguda e cronica de femproporex também aumentou o comportamento
locomotor e exploratério de ratos adultos, sugerindo seu uso como ferramenta para

inducéo de mania (Dados nédo publicados).
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1.3Acidos graxos 6mega-3

Acidos graxos (AG) sdo cadeias de carbono, usualmente de 12 a 24, que
apresentam um radical alfa (acido carboxilico) e um émega (metila). Os AG poli-
insaturados 6mega-3 e 6mega-6 sdo termos que se referem a um conjunto de
lipideos que apresentam a primeira insaturacdo nas posicoes 3 ou 6 das cadeias de
carbono, a partir do 6mega, respectivamente (Wall et al., 2010). Omega-3 esta
presente em vegetais como a linhaga, canola e soja; e principalmente em peixes e
frutos do mar. Sdo imprescindievis no metabolismo de mamiferos e devem ser
ingeridos na dieta, pois ndo podem ser sintetizados no organismo. AG 6mega-3
competem com AG Omega-6 pela enzima 6 A dessaturase, chave metabdlica
classica, que apresenta maior afinidade pelos substratos altamente insaturados.
Logo, um acido graxo pode interferir no metabolismo do outro, apresentando
implicagcdes nutricionais. De um modo geral, AG dmega-3 parecem exercer efeitos
antiinflamatérios, ao passo que os AG 6mega-6 sao responsaveis por mecanismos
pré-inflamatérios. Desta forma é necessario um equilibrio da ingestéo entre 6mega-3
e 6mega-6 (Infante e Huszagh, 1997; Koletzko et al., 2009; Baker et al., 2012).

O acido graxo a-linolénico (ALA) é o precursor da sintese dos AG 6mega-3.
Ele precisa da acdo das enzimas 6 A dessaturase e 5 A dessaturase para ser
convertido a acido eicosapentandico (EPA). EPA é um intermediario, que necessita
de alongamento e oxidacdo para ser convertido ao produto biologicamente ativo
mais importante, o acido decosahexanoico (DHA) (Infante e Huszagh, 1997; Fekete
e Decsi, 2010). O metabolismo dos AG 6mega-3 ocorre no reticulo endoplasmatico,
com excecdo da w -oxidacdo, que ocorre em peroxissomas (Nowak, 2013). A taxa

de conversdao de ALA em DHA é extremamente baixa em humanos, sendo estimada
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em aproximadamente 6%. E ideal que estes AG sejam obtidos a partir da dieta ou
de suplementos, como capsulas de 6leo de peixe (Van de Rest et al., 2012). O
figado é o tecido mais ativo nessa tarefa de conversdo, e exerce um papel
fundamental no fornecimento de DHA para o cérebro e outros tecidos (Bezard et al.,
1994; Emken et al., 1994).

A capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica € uma importante
propriedade destes AG (Guest et al.,, 2013). DHA e EPA estdo concentrados no
SNC, na retina, coracdo e musculo esquelético (Chalon et al., 1998; Fekete e Decsi,
2010). O DHA parece aumentar a fluidez, flexibilidade e permeabilidade das
membranas celulares. Além disso, atua como um facilitador da ligacdo de
neurotransmissores, hormonios, fatores de crescimento e proteinas com seus
receptores, sendo fundamental para a transmissdo do impulso nervoso,
diferenciacéo e sobrevivéncia neuronal (Wu et al., 2008; Kim et al., 2010). Também
parece ser um facilitador de vias de transducao de sinal (Wood, 1990).

AG 6mega-3 parecem de modular receptores acoplados a proteina G, bem
como a atividade da enzima fosfolipase, exercendo potentes efeitos anti-
inflamatérios (Oh DY et al.,, 2010; Smesny et al.,, 2013). Em relacdo aos efeitos
metabdlicos, destaca-se a sensibilizacdo a insulina (Oh DY et al, 2010), a
diminuicdo dos niveis de triglicerideos (McKenney e Sica, 2007; Skulas-Ray et al.,
2011) e prevencéo de doencgas cardiovasculares (Radosinska et al., 2013).

Estudos recentes demonstram os efeitos benéficos da suplementagéo de AG
Omega-3 em diversos disturbios neurologicos e psiquiatricos. Na esquizofrenia
parece ser eficaz em prevenir surtos psicoticos (Amminger et al., 2010; Mossaheb et
al., 2013). Demonstra ainda importante papel na prevencdo da doenca de Alzheimer

e acidente vascular cerebral (Siegel e Ermilov, 2012). Em pacientes com depresséo
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maior, contribui para uma melhora dos sintomas, além da potencializacao
farmacoldgica de antidepressivos (Gertsik et al., 2012; Krawczyk e Rybakowski,
2012).

Neste contexto, estudos demonstram que populagcbes com caréncia
nutricional de AG dmega-3 parecem ter uma maior propensdo ao TB. Noaghiul e
Hibbeln (2003) demonstraram maior prevaléncia de TB em populacfes deficientes
de peixes e frutos do mar. McNamara et al. (2010) encontraram niveis reduzidos de
DHA em eritrocitos de pacientes bipolares, em comparacdo com pacientes
saudaveis.

Uma importante propriedade dos AG 6mega-3 no SNC parece ser a protecao
da membrana lipidica frente ao ataque das espécies reativas (Wall et al., 2010;
Nowak, 2013). Estes efeitos antioxidantes sdo observados em condi¢des variadas,
gue vao desde disturbios metabdlicos - como no caso da diabetes tipo 2 (Hajianfar et
al., 2013) - até disturbios psiquiatricos como esquizofrenia (Mahadik et al., 2006). A
suplementacdo com AG dmega-3 parece promover uma diminuicdo significativa do
nivel de peroxidacdo lipidica (Kesavulu et al., 2002). Assim, compostos com
propriedades antioxidantes podem ser extramamente benéficos no SNC,
considerando o papel do estresse oxidativo nos mecanismos fisiopatolégicos do TB
(Steckert et al., 2010).

Considerando a necessidade de novas opcOes terapéuticas para o TB,
somados ao alto dano oxidativo presente neste disturbio e ao papel crucial do
omega-3 no SNC, este estudo propBe avaliar os efeitos comportamentais e
neuroquimicos do 6mega-3 em ratos submetidos a um modelo de mania pelo

femproporex.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krawczyk%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23214161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rybakowski%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23214161
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos neuroquimicos e comportamentais da administracao

cronica de 6mega-3 em ratos adultos submetidos a um modelo de mania pelo

femproporex.

2.2. Especificos

Avaliar o comportamento locomotor e exploratério de ratos adultos
submetidos a um modelo de mania pelo femproporex através do teste de

habituacdo ao campo aberto.

Avaliar o papel preventivo e reversivo do 6mega-3 no comportamento
locomotor e exploratério de ratos adultos submetidos a um modelo de mania

pelo femproporex.

Avaliar o efeito da administracdo preventiva e reversiva do 6mega-3 em
relacdo a dano oxidativo a proteinas em hipocampo, cortex pré-
frontal,estriado e cortex cerebral de ratos submetidos a modelo de mania

pelo femproporex.

Avaliar o efeito da administracdo preventiva e reversiva do 6mega-3 sobre o
dano oxidativo a lipideos em hipocampo, cortex pré-frontal, estriado e cortex

de cerebral ratos submetidos a modelo de mania pelo femproporex.
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3 METODO

Todos os experimentos foram realizados na Universidade do Extremo Sul
Catarinense — UNESC - no Laboratério de Bioenergética e no Laboratério de
Neurociéncias. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo
com as recomendacdes internacionais para o cuidado e o uso de animais de
laboratorio (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos da América, NIH, publicacdo nimero 85-23, revisada em 1996),
além das recomendacBes para o uso de animais do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). A utilizagdo dos animais seguiu um protocolo
experimental aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade

do Extremo Sul Catarinense sob o protocolo nimero 039/2013.

3.1 Animais Experimentais

Foram utilizados 120 ratos machos da linhagem Wistar, com 60 dias de
vida, pesando entre 300-350 g, provenientes do biotério da Universidade do Extremo
Sul Catarinense. Os animais foram acondicionados em grupos de cinco animais por
caixa, em um ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 7h), a uma

temperatura de 22 + 1 °C, com livre acesso a agua e comida.

3.2 Preparo das administracdes

O cloridrato de femproporex utilizado no experimento era comercializado no

Brasil até 2011, com o nome comercial de Desobesi-M ® do laboratério Aché. O
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medicamento foi adquirido antes da proibicdo de sua utilizacdo. Cada capsula de
Desobesi-M ® continha 25 mg de cloridrato de femproporex. As cépsulas foram
moidas em um gral de porcelana com auxilio de pistilo e diluidas em Tween 2%
(diluido previamente em agua destilada), em volume proporcional a dose de
femproporex.

O Omega-3 utilizado no experimento € comercializado em capsulas
gelatinosas pelo nome de Omega-3 Oleo de peixe ®, do laboratério Mercofarma.
Cada porcéo de 4,7 g (3 capsulas) contém 0,5 g de EPA e 0,4 g de DHA. O 6mega-3

foi retirado das capsulas com auxilio de agulha de seringa de 5 mL.

3.3 Desenho experimental

O experimento foi dividido em duas etapas, prevencao e reversao. Os animais
foram divididos em 4 grupos, cada grupo composto por 15 animais. Desta forma
utilizamos um n minimo necessario para realizacdo de testes comportamentais.
Sendo assim, utilizamos 60 animais para cada etapa, e 120 animais no total.

Os animais foram submetidos a administracéo de:

— Salina 0,9 % via intragastrica, com auxilio de agulha de gavagem. O volume

foi proporcional ao de 6mega-3 administrado;

— Solvente tween a 2 % via intraperitoneal. O volume foi proporcional ao de

femproporex administrado;

— Omega-3 na dose de 0,8 g /kg peso corporal (Ozyurt et al., 2007) via

intragastrica com auxilio de agulha de gavagem;
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— Cloridrato de femproporex na dose de 12,5 mg/kg peso corporal via
intraperitoneal. Esta dose foi utilizada anteriormente em estudo do

laboratorio de bioenergética desta universidade (dados néo publicados).

3.3.1 Experimento crbénico de prevencéo

Os animais foram divididos em grupo controle, grupo Omega-3, grupo
femproporex e grupo 6mega-3 + femproporex (Figura 1).
— O grupo controle recebeu salina + Tween durante 14 dias;

— O grupo dmega-3 + Tween recebeu 6mega-3 do primeiro ao décimo quarto
dia de tratamento, e, a partir do oitavo dia os animais receberam também

Tween, estendendo-se até o décimo quarto dia de tratamento;

— O grupo salina + femproporex recebeu salina do primeiro ao décimo quarto
dia de tratamento, e, a partir do oitavo dia, os animais receberam também

femproporex, estendendo-se até o décimo quarto dia de tratamento;

— O grupo dmega-3 + femproporex recebeu 6mega-3 do primeiro ao décimo
guarto dia de tratamento, e a partir do oitavo dia 0s animais receberam
também cloridrato de femproporex, estendendo-se até o décimo quarto dia

de tratamento.
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Femproporex (12,5 mg/kg)
ou
Tween 2%

4 A

1° dia 8° dia 14° dia

\ j 2 horas
Y

Omega-3 (0,8 g/kg)
ou
Salina 0,9%

Habituagéo ao
campo aberto

Figura 1. Regime de tratamento no protocolo de prevencéo.

3.3.2 Experimento crdnico de reversao

Os animais foram divididos em grupo controle, grupo Omega-3, grupo
femproporex e grupo femproporex+6mega-3.

— O grupo controle recebeu Tween +salina durante 14 dias;

— O grupo 6mega-3 + Tween recebeu Tween do primeiro ao décimo quarto dia

de tratamento, e a partir do oitavo dia foi introduzida a administracdo de

6mega-3 estendendo-se até o décimo quarto dia de tratamento;

— O grupo salina + femproporex recebeu cloridrato de femproporex do primeiro
ao décimo quarto dia de tratamento, e a partir do oitavo dia foi introduzida a

administracao de salina até o décimo quarto dia de tratamento;

— O grupo femproporex + dmega-3 recebeu cloridrato de femproporex do

primeiro ao décimo quarto dia de tratamento, e a partir do oitavo dia foi
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introduzida a administracdo de Omega-3 até o décimo quarto dia de

tratamento.
Omega-3 (0,8 g/kg)
ou
Salina 0,9%
l |
I I
1° dia 8° dia 14° dia

K j 2 horas
Y

Femproporex (12,5 mglkg) Habituagéo a0

ou campo aberto
Tween 2%

Figura 2. Regime de tratamento no protocolo de reversao.

3.4 Teste comportamental: Habituagcdo ao campo aberto

Duas horas ap6s a ultima administracdo de femproporex em ambos o0s
protocolos (prevencdo e reversdo) os animais foram submetidos ao teste de
habituacdo ao campo aberto. A atividade locomotora e exploratéria foi executada em
uma caixa de 40 x 60 cm, cercada por paredes de 50 cm de altura, feitas de madeira
compensada, com uma parede de vidro frontal e assoalho dividido em 12 retangulos
iguais por linhas pretas. Os animais foram colocados delicadamente no quadrante
posterior esquerdo, ficando livres para que explorassem a arena por 5 minutos, onde
foram contados os cruzamentos entre as linhas pretas ou “crossings” (atividade
locomotora atividade horizontal) e a quantidade de vezes em que o animal levantou-
se a fim de explorar o ambiente ou “rearings” (atividade exploratéria/atividade

vertical) (Barros et al., 2002; Frey et al., 2006a).
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Posteriormente, os animais foram mortos por decapitacdo e o cérebro foi
removido. O cortex pré-frontal, hipocampo, estriado e cortex cerebral foram
rapidamente isolados e homogeneizados em tampdes especificos para cada técnica.
O homogeneizado obtido foi levado a centrifugacéo por rotacdo e tempo segundo
protocolos especificos das técnicas utilizadas. O sobrenadante obtido foi separado e
armazenado a - 80°C para as dosagens de dano oxidativo, e dosados dentro de um

periodo maximo de 30 dias.

3.5 Determinacéo de Proteina Carbonilada

O dano oxidativo em proteinas foi determinado pela medida de grupos
carbonil conforme descrito por Levine et al. (1994). Brevemente, as amostras obtidas
foram precipitadas pela adicdo de acido cloridrico (HCI, Vetec®) e as proteinas
dissolvidas com 2,4 - dinitrofenilidrazina (DNPH, Sigma-Aldrich®). Os grupamentos
carbonila formados pela reacdo (base de Schiff) foram medidos em
espectrofotdmetro pela absorbancia em 370 nm. Os resultados foram expressos por

grupamentos carbonila por miligrama de proteina.

3.6 Determinacédo de Peroxidacgéo Lipidica (TBARS)

As amostras foram homogeneizadas em tampdo PBS gelado (pH 7,4) até
obtencdo de um homogeneizado de hipocampo, cértex pré-frontal, estriado e cortex
cerebral. O homogeneizado foi precipitado por meio de uma reagéo acida, com &acido
tricloroacético (TCA, Vetec®) a 12% e agitado vigorosamente durante cerca de 5
segundos. Em seguida, foi incubado em tampéo Tris-HCI 60 mM, pH 7,4 (0,1 mM

DTPA), Sigma-Aldrich® e acido tiobarbitirico (TBA, Sigma-Aldrich®) 0,73% durante
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60 min a 100°C. Apés, o material foi resfriado durante 15 min a 5°C, centrifugado (5
min a 5000 r.p.m) e a absorbancia do croméforo de cor rosea foi medida em 535nm,
sendo os valores expressos em malondialdeido (MDA) por miligrama de proteina
(nmol.g™?). A avaliacdo da peroxidacao lipidica endégena foi realizada em triplicata,
com mono feixe, através da deteccdo por absorbéancia dos derivados de seus
produtos de oxidacdo, através de substancias que reagem com o &cido
tiobarbiturico, destacando-se o malondialdeido, produzindo uma base de Shiff (Bird e

Draper, 1984).

3.7 Determinacéao de Proteinas

O método de determinacdo de proteinas totais utilizado foi o proposto por
Lowry et al. (1951). O principio do método baseia-se numa mistura contendo
molibdato, tungstato e acido fosférico, (reagente Folin-Ciocalteau, Fator 1®), que
sofre uma reducdo quando reage com proteinas, na presenca do catalisador cobre

(), produzindo um composto com absor¢cdo maxima em 750 nm.

3.8 Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média + desvio padrdo. A diferenca
entre os grupos foi avaliada pela andlise de variancia de uma-via (para parametros
de dano oxidativo) e duas vias (para parametro comportamental) (ANOVA). Quando
o valor de F foi significativo, comparacdes post hoc foram feitas pelo teste de Tukey,
utilizando-se o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). Em
todas as andlises, o valor de p foi considerado significativo quando menor do que

0,05.
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4 RESULTADOS

No teste comportamental de habituacdo ao campo aberto do protocolo de
prevencdo, houve diminuicdo do numero de cruzamentos no grupo Omega-3.
Ocorreu ainda aumento do numero de cruzamentos no grupo femproporex,
confirmando a inducdo de comportamento maniaco neste grupo. Nenhum efeito
significativo foi observado no grupo Omega-3 + femproporex em relacdo a
locomocdo quando comparado ao grupo controle, demonstrando que neste grupo
nao houve a inducdo de comportamento maniaco e sugerindo que a administracao

de émega-3 tenha prevenido este efeito. Nenhum efeito foi avaliado em relacédo a

exploracéo.
150+
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Figura 3. Efeitos do dmega-3 sobre pardmetros comportamentais de animais submetidos ao
modelo de mania por femproporex. NOmero de cruzamentos e exploragdo no protocolo de
prevencéo. Os animais foram avaliados durante 5 minutos a tarefa de campo aberto. Valores
expressos como média +/- desvio padrdo. Dados foram avaliados por anélise de duas-vias ANOVA

seguido pelo teste Tukey quando F foi significativo. *Diferente do grupo controle; p <0,05.

No protocolo de reversdo, houve aumento do numero de cruzamentos no

grupo femproporex e no grupo femproporex + émega-3, confirmando a inducdo de
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comportamento maniaco nos dois grupos. Nenhum efeito foi avaliado em relacao a

exploracao.
,, Uty * Tween + Salina
% g0 * Tween + Omega-3
s E= Femproporex + Salina
2 60- EX Femproporex + Omega-3
:
§ 40
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Figura 4: Efeitos do 6mega-3 sobre parametros comportamentais de animais submetidos ao
modelo de mania por femproporex. NUmero de cruzamentos e explora¢cdo no protocolo de
reversdo. Os animais foram avaliados durante 5 minutos a tarefa de campo aberto. Valores
expressos como média +/- desvio padrdo Dados foram avaliados por analise de duas-vias ANOVA

seguido pelo teste Tukey quando F foi significativo. *Diferente do grupo controle; p <0,05.

Em relacdo aos parametros de dano oxidativo, no protocolo de prevencédo
houve um aumento na carbonilacdo de proteinas no grupo salina+femproporex
apenas no cortex cerebral, e administracdo de 6mega-3 preveniu tal aumento. Além
disso, a administracdo isolada de O6mega-3 reduziu os niveis de proteinas
carboniladas em cortex pré-frontal. Por outro lado, a administracdo de 6mega-3 +
femproporex também causou uma reducdo na carbonilacdo de proteinas em cortex,

hipocampo e estriado.
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Figura 5. Efeitos do 6mega-3 sobre os niveis de formacao de proteina carbonil em cérebro de
animais submetidos ao modelo de mania por femproporex no protocolo de prevencéo. Valores
expressos como média +/- desvio padrdo. Dados foram avaliados por analise de uma-via ANOVA
seguido pelo teste Tukey quando F for significativo. *Diferente do grupo controle; p <0,05. * Diferente
do grupo femproporex; p <0,05.

No protocolo de reverséao, no grupo femproporex + salina houve aumento do
contetdo de grupamentos carbonil em relacdo ao grupo controle, em cortex pré-
frontal e cortex cerebral, e a administracdo de dmega-3 reverteu tal dano. Além
disso, a administracdo isolada de ©6mega-3 reduziu os nives de proteinas
carboniladas no cortex cerebral. Por outro lado, a administracdo de

femproporex+6mega-3 também causou uma reducdo na carbonilagdo de proteinas

no estriado.
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Figura 6. Efeitos do 6mega-3 sobre os niveis de formacédo de proteina carbonil em cérebro de
animias submetidos ao modelo de mania por femproporex no protocolo de reversdo. Valores
expressos como média +/- desvio padrdo Dados foram avaliados por andlise de uma-via ANOVA
seguido pelo teste Tukey quando F foi significativo. *Diferente do grupo controle; p <0,05. * Diferente
do grupo femproporex; p <0,05.

Em relacdo aos niveis de TBARS, no protocolo de prevencédo houve aumento
de TBARS no grupo salina+femproporex em todas as estruturas, e a administracao
de 6mega-3 preveniu esse dano em hipocampo, estriado e cértex cerebral. A
administrac@o isolada de 6mega-3 reduziu os niveis de TBARS em estriado. No

grupo Omega-3+femproporex nao houve alteragdo na formacdo de TBARS em

relacdo ao controle.
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Figura 7. Efeitos do 6mega-3 sobre 0s niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitirico em

cérebro de animais submetidos ao modelo de mania por femproporex no protocolo de

prevencéo. Valores expressos como média +/- desvio padrdo. Dados foram avaliados por analise de

uma-via ANOVA seguido pelo teste Tukey quando F for significativo. *Diferente do grupo controle; p

<0,05. * Diferente do grupo femproporex; p <0,05.

No protocolo de reversdo, houve aumento dos niveis de TBARS no grupo

femproporex+salina em todas as estruturas avaliadas e a administragao de 6mega-3

conseguiu reverter esse dano no hipocampo. A administracdo isolada de 6mega-3

aumentou niveis de TBARS em hipocampo. Além disso, a administracdo de

femproporex+dmega-3 aumentou formacdo de TBARS em estriado.
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Figura 8. Efeitos do 6mega-3 sobre 0s niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitirico em
cérebro de animais submetidos ao modelo de mania por femproporex no protocolo de
reversdo. Valores expressos como média +/- desvio padrdo Dados foram avaliados por andlise de
uma-via ANOVA seguido pelo teste Tukey quando F foi significativo. *Diferente do grupo controle; p
<0,05. * Diferente do grupo femproporex; p <0,05.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, como ferramenta farmacolégica para a inducdo de mania,
utilizou-se a administracdo de cloridrato de femproporex, cujo efeito assemelha-se
ao da anfetamina, pois quando administrado é rapidamente convertido em
anfetamina no organismo. Ele atua no SNC, diretamente na vesicula pré-sinaptica,
aumentando a liberacdo de dopamina e noradrenalina e bloqueando a recaptacao
de dopamina. Desse modo, eleva 0s niveis destes neurotransmissores na fenda
sinaptica (Mattei e Carlini, 1996; Brunton e Parker, 2010). A dopamina exerce papel
crucial no controle motor, enddcrino e principalmente em aspectos comportamentais.
No SNC, o sistema de recompensa determina as sensacfes de prazer, sendo que
os neurdnios dopaminérgicos participam ativamente desta via. Drogas de abuso, por
exemplo, participam direta ou indiretamente neste circuito de recompensa,
potencializando a neurotransmissdo dopaminérgica (Salomone et al., 1997; Knutson
et al., 2001).

No teste comportamental, a administracdo de femproporex aumentou o
comportamento locomotor dos animais no grupo femproporex nas duas etapas do
experimento. Este resultado foi também observado no grupo femproporex+6mega-3,
na etapa de reversdo. Em um estudo anterior do laboratdrio de bioenergética desta
universidade (dados nao publicados) a administracdo aguda e cronica de
femproporex nas doses de 6,25 mg; 12,5mg; e 25mg /kg de peso corporal
aumentou tanto o nimero de cruzamentos quanto o comportamento exploratorio dos
animais, efeito caracteristico da neurotransmissao noradrenérgica e dopaminérgica
aumentada (Couts et al., 1986; Brunton e Parker, 2010). Contudo, neste trabalho,

nenhum efeito foi observado em relacdo ao comportamento exploratério dos
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animais. Este resultado assemelha-se a um estudo de Frey et al. (2006b), no qual
um tratamento agudo e crénico com dextroanfetamina aumentou o comportamento
locomotor de animais.Entretanto, em relacdo ao comportamento exploratorio
nenhum efeito foi observado. Taghzouti et al. (1986) sugerem que varios
mecanismos envolvidos na neurotransmissdo podem mediar 0 comportamento
exploratorio de animais induzido por anfetaminas, como por exemplo a
neurotransmissdo noradrenérgica promovida pelo locus cereulus. Logo, as
diferencas individuais em parametros comportamentais parecem estar associadas
com maior ou menor sensibilidade ao efeito farmacolégico das anfetaminas. Esta
hipétese poderia explicar porque foram observadas alteragcdes somente em relagéo
ao comportamento locomotor dos animais, sugerindo que as areas cerebrais
envolvidas com o comportamento exploratorio tenham sido menos sensiveis ao
efeito do femproporex. Outro parametro que poderia explicar as variantes
comportamentais em modelos animais de mania com psicoestimulantes € a poténcia
destes farmacos. As diversas substancias anfetaminicas disponiveis no mercado
parecem ter poténcia farmacoldgica diferente quanto a estimulagdo do SNC. Em
estudo de Feier et al. (2012), a metanfetamina em doses elevadas aumentou o
comportamento estereotipado de roedores, sugerindo um maior efeito
psicoestimulante desse farmaco, quando comparado a dextroanfetamina.

Na etapa de reversédo, o aumento do comportamento locomotor observado no
grupo femproporex+émega-3 sugere que estes AG ndo conseguiram reverter os
efeitos comportamentais promovidos pelo femproporex. Ja na etapa de prevencao,
foi demonstrado que o grupo émega-3 apresentou uma diminuicdo do numero de
cruzamentos em relagdo ao controle. Em paralelo, Lavialle et al. (2008)

demonstraram que uma dieta deficiente de 6mega-3 induziu aumento na atividade
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locomotora de hamsters. Esses dados sugerem a importancia do 6mega-3 no
equilibrio da neurotransmissdo excitatoria e inibitéria no SNC. Estes AG parecem
potencializar os efeitos do GABA, principal neurotransmissor inibitério do SNC (EI-
Ansary et al., 2011), e exercer funcdo direta na modulacdo de receptores
gabaérgicos (Sogaard et al., 2006). Esta potencializacdo dos efeitos gabaérgicos
pode ser uma explicacdo para o que ocorreu nos animais do grupo 6mega-3, no qual
ocorreu uma diminuicdo do comportamento locomotor. Cabe destacar que o papel
dos AG 6mega-3 é fundamental no equilibrio da neurotransmissdo no SNC, como
um todo (Chalon et al., 2006; Kuperstein et al., 2008).

Na etapa de prevencdo, o grupo 6mega-3 e femproporex ndo demonstrou
aumento significativo no nimero de cruzamentos em relacdo ao grupo controle,
demonstrando que ndo houve a inducdo de comportamento maniaco neste grupo.
Pode-se sugerir que a administracdo de Omega-3 preveniu a inducdo de
comportamento maniaco nestes animais, através de mecanismos diversos no SNC.
Estudos avaliando o potencial do 6mega-3 em modelos animais de mania induzidos
por psicoestimulantes ainda sdo escassos. Macédo et al. (2012) demonstraram que
a suplementacdo com &cido alfa-lipbico preveniu e reverteu o aumento do
comportamento locomotor de animais tratados com dextroanfetamina. O &cido alfa-
lipbico é encontrado naturalmente no organismo humano. Embora apresente
algumas propriedades semelhantes aos AG 6mega-3, como possivel potencial
antioxidante, o acido alfa-lipdico parece exercer menor diversidade de mecanismos
no SNC.

Varios mecanismos distintintos vém sendo investigado acerca dos beneficios
promovidos pelos AG 6mega-3 em parametros de humor e comportamento. Animais

privados de DHA demonstram reducdo na quantidade de dopamina e serotonina
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livre, bem como diminucdo na quantidade de receptores de dopamina (Delion et al.,
1996; Kuperstein et al., 2008). A deficiéncia de DHA esta associada a disfuncdes na
neurotransmissdo de serotonina, norepinefrina e dopamina no SNC,
correlacionando-se diretamente com alteracbes no humor (Zimmer et al., 1998; Du
Bois et al., 2006; Wu et al., 2008). Ao encontro destas evidéncias, a suplementacao
de AG dmega-3 parece estar diretamente relacionada com a melhora de sintomas
da fase maniaca. Sagduyu et al. (2005) demonstraram que a suplementacdo com
AG 6mega-3 melhorou a irritabilidade de jovens bipolares, sintoma comum na fase
maniaca da doenca. Estudo de Clayton et al. (2009) mostrou que jovens bipolares
tiveram reducdo de sintomas depressivos e maniacos apos a suplementacdo com
6mega-3. Neste sentido, pacientes bipolares suplementados com DHA parecem ser
menos suscetiveis as recidivas da doenca (Stoll et al.,1999).

O DHA é incorporado rapidamente no tecido cerebral e na retina durante o
surto de crescimento do cérebro, que ocorre principalmente a partir do Ultimo
trimestre da gravidez, até os dois anos de idade. Desde modo, atua primeiramente
no desenvolvimento cerebral (Van de Rest et al., 2012). Além disso, os AG émega-3
parecem ser estabilizadores naturais de membranas, estabilizando os canais de
calcio dependentes de voltagem, mecanismo de importancia particular para o TB
(Leaf, 2001). Evidéncias apontam um potencial neuroprotetor dos AG 6mega-3,
sugerindo que protejam sinapses de componentes neurotoxicos (Ryback, 2001; Bate
et al.,, 2010), atuando principalmente na normalizacdo de niveis de BDNF (Wu et
al., 2004). Bhatia et al. (2011) verificaram que a deficiéncia de AG dmega-3 reduziu
os niveis de ativacdo do BDNF em roedores. Neste contexto, foi demonstrado que
0s AG 6mega-3 parecem aumentar a plasticidade sinaptica, memoria e aprendizado,

através da ativagcdo de CREB no hipocampo de animais (Wu et al., 2008). O papel
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dos AG O6mega-3 na modulacdo de BDNF € de especial importancia no TB,
considerando que a morte neuronal intensa ocorrida na fase inicial do disturbio
parece estar relacionada principalmente com niveis diminuidos de BDNF (Barbosa
et al., 2013).

Sabe-se que o sistema limbico tem papel direto na diversidade de sintomas
do TB, como a instabilidade afetiva, impulsividade e sintomas psicéticos.
(Cummings, 1993). O hipocampo é um importante componente do sistema limbico,
responsavel principalmente pela memoria e processamento de informacdes.
Pacientes bipolares demonstram uma ativacdo anormal no hipocampo em testes de
emocao, atencdo e memoria, sugerindo que tais pacientes tenham prejuizo nestes
parametros (Chen et al., 2006). Estudos que evidenciam a disfuncdo cognitiva em
pacientes bipolares sugerem que a fase maniaca seja a principal responsavel por
um agravamento deste quadro (Phillips et al., 2003; Tsai et al., 2007; Sheffield et al.,
2012). Diante deste fato, o hipocampo parece ser muito protegido pela agdo do
Omega-3. Além disso, a exposicdo aos AG Omega-3 aumenta a neurogénese
hipocampal associada com 0s processos cognitivos e comportamentais, promove a
plasticidade sinaptica e modula a expressdo proteica para estimular a arborizacéo
dendritica neuronal (Crupi et al., 2013; Kang e Gleanson, 2013). De um modo geral,
demonstra-se que suplementacdo de AG dmega-3 em pacientes bipolares parece
promover uma maior densidade e integridade neuronal (Frangou et al., 2007),
favorecendo a fluidez das membranas celulares em todo o SNC (Hirashima et al.,
2004).

Em relacdo aos parametros de dano oxidativo, os niveis de TBARS foram
aumentados no grupo femproporex em todas as estruturas avaliadas, tanto na etapa

de prevencdo quanto na etapa de reversdo. Além disso, a administracdo de
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femproporex aumentou a carbonilacdo de proteinas apenas no cértex cerebral, no
experimento de prevencdo.Ja na etapa de reversdo esse efeito foi observado em
cortex pré-frontal e cortex cerebral. Estudos utilizando anfetaminas para a inducéo
de mania demonstram que a hiperatividade induzida cronicamente nos animais esta
associada a graves danos cerebrais por um aumento na formacao de radicais livres,
e de lipideos e proteinas oxidados (Robinson e Kolb, 1997; Frey et al., 2006b; Riegel
et al., 2009). O aumento da liberacdo de dopamina, principal caracteristica da fase
maniaca, aumenta o processo da sua metabolizacéo através da monoamina oxidase
(MAO) levando a producdo de ER. Além disso, a dopamina pode sofrer auto-
oxidacdo pela reacdo com ferro (Fe?"). Na reacdo com o Fe?* gerando um radical
livre extremamente reativo, o radical hidroxila (OH-), que pode induzir a oxidacéo de
DNA, proteinas e lipideos (Berk et al., 2011). Em estudo anterior do laboratério de
bioenergética desta universidade, Rezin et al. (2011) demonstraram que a
administracdo aguda e crbnica de femproporex em ratos jovens aumentou a
atividade das enzimas citrato sintase, malato desidrogenase e succinato
desidrogenase . As atividades de CK e dos complexos I, I, 1I-lll e IV da cadeia
respiratéria mitocondrial também aumentaram, sugerindo alteracbes no metabolismo
energético provocado por este psicoestimulante, o que pode promover um maior
indice de radicais livres e consequente estresse oxidativo.

Os resultados deste trabalho demonstraram um grande potencial antioxidante
dos AG 6mega-3 em relacdo a peroxidacao lipidica e carbonilagdo proteica.
Especialmente em relacdo ao efeito preventivo. No grupo 6mega-3+ femproporex, a
diminuicdo de TBARS em relacdo ao grupo femproporex foi demonstrada em
hipocampo, estriado e cortex. Quanto a carbonilagdo de proteinas, o efeito

preventivo foi observado em todas as estruturas analisadas.
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O efeito reversivo do 6mega-3 também foi demonstrado nos resultados deste
trabalho. Quanto a formacédo de TBARS, ele foi observado apenas no hipocampo.
Neste contexto, evidéncias atuais demonstram que a exposicdo aos AG dmega-3
promove neurogénese e aumenta a plasticidade no hipocampo (Crupi et al., 2013;
Kang e Gleanson, 2013). Quanto a carbonilacdo de proteinas no experimento de
reversao, a capacidade do 6mega-3 em reverter o dano oxidativo foi observada em
cortex pré-frontal, estriado e cértex cerebral. De uma forma geral, pode-se dizer que
a administracdo de 6mega-3 reverteu o dano oxidativo a lipideos e proteinas,
mesmo que parcialmente.

Compostos com atividade antioxidante sao de fundamental interesse no TB,
visto que pacientes bipolares demonstram um maior indice de dano oxidativo (Ross
et al., 2011), principalmente na fase maniaca, na qual a taxa de peroxidacéao lipidica
€ muito elevada (Kunz et al., 2008) e a capacidade de defesa antioxidante esta
prejudicada (Kuloglu et al., 2002). A superdxido dismutase, importante enzima
antioxidante, aparece elevada em pacientes maniacos croénicos, sugerindo uma
possivel resposta compensatéria ao estresse oxidativo, que ocorre durante a fase
aguda de episddios bipolares (Kunz et al., 2008). Estudo de Andreazza et al. (2013)
demonstrou um maior indice de carbonilacdo de proteinas em sinaptossomas -
terminais sinapticos isolados - de pacientes bipolares. Nesse mesmo estudo, foi
demonstrado um elevado dano nitrosativo nas mitocondrias destes pacientes,
sugerindo que as mitocondrias de pacientes bipolares sejam mais suscetiveis a
danos nitrosativos reversiveis, enquanto que o dano oxidativo mais intenso ocorra
nas proteinas sinapticas destes pacientes.

A morte neuronal pode envolver, direta ou indiretamente, o ataque das ER.

Os alvos das ER incluem &cidos nucléicos, proteinas, citoesqueleto, matriz
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extracelular e especialmente AG poli-insaturados de membrana (Bourre, 1988;
Nowak, 2013). O DHA, devido a presenca das seis ligacdes duplas entre atomos de
carbono na sua cadeia de polieno (C=C), é extremamente sensivel a danos
oxidativos (Nowak, 2013). Ele atua nesse caso como um agente de sacrificio, ou
seja, € uma molécula preferencialmente oxidada por ER para preservar
biomoléculas que sdo fundamentais para o organismo (Halliwell e Gutteridge,
2007b). Além de exercer potencial antioxidante devido ao seu aspecto estrutural, o
DHA parece se ligar a fatores de transcricdo que afetam a expressao génica, e desta
forma modular a resposta ao estresse oxidativo e a capacidade antioxidante
(Lapillonne et al., 2004). Efeitos dos AG dmega-3 sobre parametros de estresse
oxidativo incluem diminuicdo do dano oxidativo a proteinas (Wu et al.,, 2004),
diminuicdo do nivel de peroxidacédo lipidica (Kesavulu et al., 2002) e aumento da
disponibilidade da glutationa, principal antioxidante endégeno ndo enzimatico dos
seres humanos (Berger et al., 2008).

Além de suas propriedades antioxidantes, AG 6mega-3 vém demonstrando
importantes propriedades antiinflamatorias, exercendo papel em mecanismos de
defesa do sistema imune (Hulbert et al., 2005; Serebruany et al.,, 2011). O EPA
aumenta o fornecimento de oxigénio e glicose para o cérebro (Katsumata et al.,
1999), previne a agregacado de plaquetas e inibe a conversdo do acido araquidénico
em tromboxano (Bas et al., 2007). A suplementacdo com AG 6mega-3 resulta num
decréscimo significativo da atividade da fosfolipase A2, enzima que inicia a via
metabolica da cascata do acido araquiddnico, importante no processo inflamatorio
(Smesny et al., 2013). O efeito do 6mega-3 na cascata do acido araquiddnico parece

ser de particular relevancia, visto que estabilizadores de humor também parecem
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atuar nesta via (Rao et al., 2008). Por fim, o DHA atua impedindo a apoptose
neuronal e suprimindo a producao de citocinas pré-inflamatérias (Das, 2008).

Os AG 6mega-3 tém sido propostos como uma opc¢ao nutricional adjuvante
em diversas condicbes patoldogicas. Aléem das propriedades benéficas citadas ao
longo deste trabalho, esses AG possuem baixissima taxa de toxicidade,
teratogenicidade e efeitos colaterais. Deste modo, ndo oferecem riscos a criancas,
mulheres em idade fértil, gestantes e lactantes (Le-Niculescu et al., 2011). Contudo,
considerando a heterogeneidade genética e biolégica do TB, € possivel que nem
todos os pacientes respondam igualmente ao tratamento com DHA. Além disso, a
dose apropriada € ainda algo a ser definido futuramente. Os trabalhos publicados
até agora ndo tém um padrdo de dose para experimentacdo em animais, e tao
pouco para testes clinicos em humanos (Prior e Galduréz, 2012).

Este trabalho demonstrou que o 6mega-3 teve um efeito na prevencdo do
comportamento do tipo maniaco nos animais. Além disso, preveniu e reverteu o
dano oxidativo a lipideos e proteinas.

Considerando que a natureza do TB implica um processo ativo de morte
neuronal que parece ser mediado principalmente por estresse oxidativo, inflamacgéo
e alteracOes na neurogénese (Berk et al., 2013), os resultados demonstrados neste
trabalho, complementados por demais estudos ja existentes, fortalecem a ideia de
que os AG Omega-3 tem um papel importante na modulacdo de parametros
comportamentais, além de exercer mecanismos antioxidantes no SNC. Estas
evidéncias tornam os AG dmega-3 uma ferramenta importantissima que pode ter

papel relevante como coadjuvante na terapia do TB.
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6 PERSPECTIVAS

— Avaliar as enzimas antioxidantes, enzimas do ciclo de Krebs e complexos da
cadeia respiratéria mitocondrial de animais submetidos ao modelo animal de

mania induzido pelo femproporex tratados com AG 6mega-3;

— Avaliar niveis de BDNF e NGF em animais submetidos ao modelo animal de

mania induzido pelo femproporex tratados com AG 6mega-3;

— Avaliar parametros inflamatorios em animais submetidos ao modelo animal de

mania induzido pelo femproporex tratados com AG 6mega-3;

— Avaliar o efeito dos AG 6mega-3 em animais submetidos ao modelo animal
de mania induzido pelo femproporex, comparado e associado a

estabilizadores de humor ja consolidados na terapia do TB.
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A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolucdo n.
02/2011/Camara Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 039/2013

Professor Responsdvel: Emilio Luiz Streck.
Equipe: Lara Mezari Gomes, Camila Sebastido Model e Gabriela Kozuchovski Ferreira.

Titulo: “Avaliagdo dos efeitos neuroquimicos e comportamentais da administragdo de
omega-3 em modelo animal de mania induzido pelo femproporex.”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos. Toda e qualquer
alteragdo do Projeto deverd ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagdo no total de
594 Ratos Wistar 60 300g. Os membros da CEUA ndo participaram do processo de avaliagdo
dos projetos em que constam como pesquisadores. Para demais duvidas, contatar a CEUA

pelo e-mail ceua@unesc.net.

The animal research Ethics Commitee, sanctioned by the resolution number
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794, has analyzed the
following Project:

Protocol number: 039/2013

Principal Investigator: Emilio Luiz Streck.
Researchers: Lara Mezari Gomes, Camila Sebastido Model e Gabriela Kozuchovski Ferreira.

Project title: “Evaluation of neurochemical and behavioral effects with administration of
omega-3 in animal model of mania induced by fenproporex.”.

The project was Approved is its ethical and methodological aspects. Any alteration of
the oriinal version of this project must be previously submitted to the Commitee for further
analyzes. May you have further questions, please contact uso n www.unesc.net/propex/ceua or
by e-mail: ceua@unesc.net.

Criciuma, 14 de maio de 201 3.
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