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“Nunca se vence uma guerra lutando sozinho” 

RAUL SEIXAS  



 

 

RESUMO 

 

O Transtorno Bipolar (TB) é um transtorno crônico e recorrente, caracterizado por alterações 

de humor, o qual tem como marco clínico a presença de um ou mais episódios de mania. 

Estudos mostraram alterações no volume cerebral de pacientes com TB, que podem sofrer 

perda e/ou atrofia neuronal em regiões como córtex pré-frontal e hipocampo. Estudos também 

sugerem um envolvimento da enzima sódio-potássio de adenosina trifosfatase 

(Na+K+ATPase) na fisiopatologia do TB. A atividade da Na+K+ATPase pode ser inibida pela 

ouabaína (OUA), o que pode ativar cascatas de sinalização, como da glicogênio sintase 

quinase 3 (GSK-3). Além disso, pode induzir danos fisiológicos como estresse oxidativo. A 

modulação de GSK-3 pode atenuar alterações comportamentais em modelos animais. O AR-

A014418 (inibidor da GSK-3β) modula comportamentos em modelos animais em estudos de 

TB. Objetivou-se com o presente estudo investigar os efeitos do AR-A014418 sobre 

parâmetros comportamentais e bioquímicos em um modelo animal de mania induzido por 

OUA, assim como a atividade de GSK-3β e parâmetros de estresse oxidativo em células de 

pacientes com TB. O experimento foi dividido em duas etapas: Desenho experimental I (pré-

clínico), e desenho experimental II (clínico). No desenho experimental I, 32 ratos Wistar 

foram submetidos a um modelo animal de mania induzido por injeção intracerebroventricular 

(ICV) de OUA, e tratados com uma única injeção ICV de AR-A014418. Nesse protocolo, 

foram avaliadas as alterações comportamentais, assim como parâmetros de estresse oxidativo, 

sendo eles a produção de superóxido em partículas submitocondriais, níveis de hidroperóxido 

lipídico (LPH), 4-hidroxinonenal (4-HNE), 8-isoprostano (8-ISO), carbonilação de proteínas, 

3-nitrotirosina, assim como a atividade de superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), no córtex frontal e no hipocampo dos 

animais. No desenho experimental II, foram utilizados linfócitos de pacientes com TB e 

controles saudáveis, e posteriormente avaliados a atividade de GSK-3β e parâmetros de 

estresse oxidativo, sendo eles os níveis de 4-HNE e 8-ISO. No desenho experimental I, foi 

observado que a administração OUA induziu comportamento do tipo maníaco nos animais, o 

qual foi revertido pela administração de AR-A014418. Além disso, a OUA aumentou os 

níveis de superóxido de partículas submitocondriais, LPH, 4-HNE, 8-ISO, proteínas 

carboniladas, 3-nitrotirosina e atividade SOD, GPx, e GR no córtex frontal e hipocampo dos 

animais. Em geral, o tratamento com AR-A014418 reverteu os efeitos da OUA sobre todos os 

parâmetros avaliados, com exceção das atividades de GPx e GR. Além disso, a OUA 

diminuiu a atividade da CAT e o AR-A014418 aumentou a atividade dessa enzima em ambas 



 

 

as estruturas avaliadas. No desenho experimental II foram avaliados um total de 82 

participantes, sendo 46 do grupo controle e 36 pacientes com TB. Não foi observado 

diferença significativa na atividade de GSK-3β entre os pacientes e o grupo controle. No 

entanto, foi observado um aumento dos biomarcadores de dano oxidativo 4-HNE e 8-ISO nos 

pacientes com TB quando comparados ao grupo controle. Ao analisar a correlação estatística, 

observou-se uma correlação negativa entre os dois biomarcadores e a atividade da GSK-3β. 

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que a inibição da GSK-3β pode 

modular comportamento tipo-maníaco. Também pode ser sugerido que a inibição da GSK-3β 

pode ser efetiva contra estresse oxidativo. Apesar de não ter sido observado diferença 

significativa na atividade de GSK-3β entre pacientes e controles, o presente estudo permitiu 

observar a relação entre a sua atividade e alterações biológicas que acontecem nos pacientes 

com TB, bem como entender melhor a importância desses mecanismos. Entretanto mais 

estudos são necessários para melhor elucidar esses mecanismos, assim como são necessários 

para melhor caracterizar o papel da GSK-3β e sua influência no TB. 

 

Palavras-chave: Transtorno Bipolar; Ouabaína; GSK-3; AR-A014418; estresse oxidativo. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Bipolar disorder (BD) is a chronic and recurrent mood disorder, characterized by mood 

alterations, which the clinical mark is the presence of one or more manic episodes. Studies 

showed alterations in the volume of the brain of BD patients, which can show loss and/or 

neuronal atrophy in brain regions like the pre-frontal cortex and hippocampus. Studies also 

showed the involvement of sodium-potassium adenosine triphosphatase (Na+K+ATPase) in 

BD pathophysiology. The Na+K+ATPase activity can be inhibited by ouabain (OUA), which 

can activate signaling pathways, such as the glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) pathway. 

Moreover, can induce physiological damages like oxidative stress. The modulation of GSK-3 

can attenuate behavioral alterations in animal models. AR-A014418 (GSK-3 inhibitor) 

modulate behaviors in animal models of BD studies. The present study aimed to evaluate the 

effects of AR-A014418 on behavioral and biochemical parameters in an animal model of 

mania induced by OUA, as well as GSK-3β activity and oxidative stress parameters in cells of 

BD patients. This study was divided into two parts: experimental design I (preclinical) and 

experimental design II (clinical). In the experimental design I, 32 male wistar rats, 60 days 

old, were submitted to an animal model of mania induced by intracerebroventricular (ICV) 

administration of OUA, and treated with a single ICV injection of AR-A014418. In this 

protocol, was evaluated the behavioral alterations, as well as oxidative stress parameters, 

being them superoxide production in submitochondrial particles, levels of lipidic 

hydroperoxide (LPH), 4-hydroxinonenal (4-HNE), 8-isoprostane (8-ISO), protein carbonyl 

contents, 3-nitrotirosine, as well as activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR), in frontal cortex and 

hippocampus of the animals. In the experimental design II, were used lymphocytes of BD 

patients and healthy controls, and after evaluated the activity of GSK-3β and oxidative stress 

parameters, being them 4-HNE and 8-ISO levels. In the experimental design I, was observed 

that the administration of OUA induced manic-like behavior in the animals, which was 

reversed by administration of AR-A014418. Furthermore, OUA increased the superoxide 

production in submitochondrial particles, and levels of LPH, 4-HNE, 8-ISO, 3-nitrotirosine 

and protein carbonyl contents, as well as activities of SOD, GPx and GR in the frontal cortex 

and hippocampus of the animals. In general, the treatment with AR-A014418 reversed the 

effects of OUA on all parameters evaluated, except on the GPx and GR activities. In addition, 

OUA decreased the activity of CAT, and treatment with AR-A014418 reversed this effect in 

both structures evaluated. In the experimental design II were evaluated 82 participants, being 



 

 

46 healthy controls and 36 BD patients. Did not was observed significant difference in the 

GSK-3β activity between BD patients and healthy controls. However, was observed increases 

in the 4-HNE and 8-ISO levels in the BD patients when compared to healthy controls. When 

analyzing the statistical correlation, was observed a negative correlation between both 

biomarkers and activity of GSK-3β. In conclusion, the results founded in the present study 

suggest that the inhibition of GSK-3β can modulate manic-like behavior. Also, can be 

suggested that the inhibition of GSK-3β can be effective against oxidative stress. Although 

did not was observed significant difference in the GSK-3β activity between BD patients and 

healthy controls, the present study allowed observe the relationship of your activity and 

biological alterations in the BD patients, as well as understand better the importance of these 

mechanisms. However, more studies are necessary to characterize the role of GSK-3β and 

your influence in BD better. 

 

Keywords: Bipolar Disorder; Ouabain; GSK-3; AR-A014418; oxidative stress. 

  



 

 

LISTA DE ABREVIAÇÕES E SIGLAS 
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BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro (do inglês: brain-derived neurotrophic fator) 

CAT: catalase 

CMSP: células mononucleares do sangue periférico 
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ERK: quinase regulada por sinal extracelular (do inglês: extracellular signal-regulated 

kinases) 

ERN: espécies reativas de nitrogênio 

ERO: espécies reativas de oxigênio 

FDA: Food and Drug Administration 

GPx: glutationa peroxidase 

GR: glutationa redutase 

GSH: glutationa reduzida 

GSK-3: glicogênio sintase quinase 3 

GSSG: glutationa oxidada 

H2O2: peróxido de hidrogênio 

ICV: intracerebroventricular 

ISRS: inibidores seletivos da recaptação de serotonina 

Li: lítio 

LPH: Hidroperóxido lipídico (do inglês: lipid hydroperoxide) 

mTOR: proteína alvo da rapamicina em mamíferos (do inglês: mammalian target of 

rapamycin) 

Na+K+ATPase: sódio-potássio de adenosina trifosfatase 

OMS: Organização Mundial de Saúde 

ON: óxido nítrico 

ONOO: peroxinitrito 

OUA: ouabaína 

PKC: proteína quinase C (do inglês: protein kinase C) 
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SOD: superóxido dismutase 

TB: transtorno Bipolar 

UNESC: Universidade do Extremo Sul Catarinense 

VPA: valproato de sódio 

 

  



 

 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 14 

1.1 O TRANSTORNO BIPOLAR ....................................................................................... 14 

1.2 FISIOPATOLOGIA DO TRANSTORNO BIPOLAR ................................................... 15 

1.2.1 Na+K+ATPase ......................................................................................................... 15 

1.2.2 Estresse Oxidativo ................................................................................................. 16 

1.2.3 Sinalização celular e GSK-3 ................................................................................. 17 

1.3 TRATAMENTO DO TRANSTORNO BIPOLAR ........................................................ 19 

1.3.1 AR-A014418 ........................................................................................................... 20 

1.4 ESTUDOS PRÉ-CLÍNICOS DE TRANSTORNO BIPOLAR ...................................... 21 

1.4.1 Modelos animais de Transtornos Psiquiátricos .................................................. 21 

1.4.1.1 Modelo animal de mania induzido por ouabaína.............................................. 22 

1.5 JUSTIFICATIVA ........................................................................................................... 23 

2 OBJETIVOS ........................................................................................................................ 24 

2.1 OBJETIVO GERAL ....................................................................................................... 24 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ......................................................................................... 24 

3 MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................................... 25 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS ..................................................................................................... 25 

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL I – EXPERIMENTO PRÉ-CLÍNICO ......................... 25 

3.2.1 Animais ................................................................................................................... 25 

3.2.2 Procedimento Cirúrgico ........................................................................................ 25 

3.2.3 Administração e Tratamento ................................................................................ 26 

3.2.4 Teste do Campo Aberto ........................................................................................ 27 

3.2.5 Amostras Cerebrais ............................................................................................... 28 

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL II – EXPERIMENTO CLÍNICO ................................. 28 

3.3.1 Aspectos Éticos ....................................................................................................... 28 

3.3.2 Amostra .................................................................................................................. 28 

3.3.3 Local de Execução ................................................................................................. 29 

3.3.4 Triagem .................................................................................................................. 29 

3.3.4.1 Entrevista Clínica Estruturada para o DSM-IV Transtornos do Eixo I - SCID – 

I ..................................................................................................................................... 29 

3.3.4.2 Escala Young para mania ................................................................................. 29 

3.3.4.3 Escala de Hamilton para Depressão ................................................................. 30 

3.3.5 Critérios de Inclusão ............................................................................................. 30 



 

 

3.3.6 Critérios de Exclusão ............................................................................................ 30 

3.3.7 Eventos Adversos ................................................................................................... 30 

3.3.8 Registro e Armazenamento de Dados .................................................................. 31 

3.3.9 Término do Estudo ................................................................................................ 31 

3.3.10 Protocolo para isolamento de linfócitos ............................................................. 31 

3.4 ANÁLISES BIOQUÍMICAS ......................................................................................... 32 

3.4.1 Isolamento mitocondrial ....................................................................................... 32 

3.4.2 Produção de superóxido em partículas submitocondriais ................................. 32 

3.4.3 Mensuração de peroxidação lipídica ................................................................... 33 

3.4.4 Hidroperóxido lipídico (LPH) .............................................................................. 33 

3.4.5 Carbonilação de proteínas .................................................................................... 33 

3.4.6 3-Nitrotirosina (3-nitro) ........................................................................................ 34 

3.4.7 Atividade das enzimas antioxidantes ................................................................... 34 

3.4.8 Atividade de GSK-3 em linfócitos de pacientes com TB .................................... 35 

3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS ........................................................................................ 35 

4 RESULTADOS .................................................................................................................... 36 

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL I.................................................................................... 36 

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL II .................................................................................. 48 

5 DISCUSSÃO ........................................................................................................................ 53 

6 CONCLUSÃO ...................................................................................................................... 62 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 63 

APÊNDICES ........................................................................................................................... 82 

APÊNDICE A – TERMO DE CONSCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – TCLE

 .............................................................................................................................................. 83 

APÊNDICE B – DEVOLUÇÃO AOS PARTICIPANTES ................................................. 86 

ANEXOS ................................................................................................................................. 88 

ANEXO I – CARTA DE APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 

ANIMAIS ............................................................................................................................. 89 

ANEXO II – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA DE PESQUISA E 

HUMANOS .......................................................................................................................... 90 

 



14 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 O TRANSTORNO BIPOLAR  

 

O Transtorno Bipolar (TB) é um transtorno crônico e recorrente, caracterizado por 

alterações de humor, o qual pode ser subdividido em tipo I (episódios de mania intercalados 

por episódios de depressão) ou tipo II (episódios de hipomania intercalados por episódios de 

depressão), os quais podem ocorrer de forma mista ou isolada, assim como períodos de 

eutimia (Keck et al., 2001; Murray et al., 2011; American Psychiatric Association, 2013). 

Além disso, também existe o Transtorno Ciclotímico, onde o paciente apresenta sintomas 

hipomaníacos que não contemplam os critérios para diagnóstico de um episódio hipomaníaco, 

assim como sintomas depressivos que não contemplam os critérios para diagnosticar um 

episódio depressivo (American Psychiatric Association, 2013; Bosaipo et al., 2017).  

A idade média para o início dos sintomas é de 18 anos para o tipo I, enquanto para 

o tipo II é de 25 anos (Bosaipo et al., 2017). O TB afeta 1 a 3% da população mundial, 

apresentando no Brasil uma prevalência geral de 2,1%, sendo que do tipo I apresenta 

prevalência de 0,9%, enquanto o TB do tipo II prevalência de 0,2% (Viana e Andrade 2012; 

de la Vega et al., 2018). De acordo com o DSM-V (2013), a porcentagem dos pacientes com 

TB-II que acabam desenvolvendo um episódio de Mania e, consequentemente, têm o 

diagnóstico alterado para TB-I varia entre 5 e 15%. Segundo a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), ficando apenas atrás da depressão e esquizofrenia, o TB é a sexta maior causa de 

incapacidade e a terceira entre as doenças mentais (Costa, 2008). Além disso, por conta da 

troca constante entre os episódios de humor, o TB é acompanhado de danos ocupacionais e 

psicossociais (Yasuyama et al., 2017). 

O marco clínico para o diagnóstico do TB, segundo os critérios do DSM-V 

(2013), é a presença de um ou mais episódios de mania, onde o paciente apresenta humor 

elevado, irritável ou expansivo, autoestima elevada, redução da necessidade do sono, fuga de 

ideias, entre outras características, as quais devem persistir por um tempo mínimo de uma 

semana. Os sintomas dos episódios hipomaníacos se assemelham aos de um episódio 

maníaco, porém diferem na intensidade e duração de cada um, não causando prejuízo 

funcional e não havendo necessidade de hospitalização. Em contrapartida, durante um 

episódio depressivo, o paciente apresenta humor deprimido na maior parte do dia, diminuição 

de interesse ou prazer nas atividades, diminuição da capacidade de concentração, perda de 

energia, entre outras características (American Psychiatric Association, 2013). 
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1.2 FISIOPATOLOGIA DO TRANSTORNO BIPOLAR 

 

Apesar dos avanços nos estudos, a fisiopatologia do TB ainda não é totalmente 

compreendida. Estudos de neuroimagem estrutural mostraram alterações no volume cerebral 

de pacientes com TB, sugerindo que esses pacientes podem sofrer de perda e/ou atrofia 

neuronal em regiões como córtex pré-frontal e temporal, amígdalas, entre outras (Altshuler et 

al., 1991; Sheline et al., 1998; Blumberg et al., 1999; Frey et al., 2004). Além disso, são 

observadas anormalidades neuroanatomicas em pacientes com TB, tais como alargamento dos 

ventrículos e perda de massa cinzenta no hipocampo (Otten e Meeter, 2015; Hallahan et al., 

2016). 

O TB possui uma etiologia multifatorial, onde são encontrados fatores genéticos e 

ambientais, assim como sistemas e vias de sinalização intracelular que podem modular esse 

transtorno, e levando a diversas alterações fisiológicas, tais como disfunções mitocondriais, 

inflamação e estresse oxidativo (EO) (De Berardis et al., 2006; Fries et al., 2012; Schneider e 

Prvulovic, 2013; Hamdani et al., 2013; Erdem et al., 2014; Morris et al., 2017; Cikankova et 

al., 2017). Dentro disso, pode-se citar a teoria da disfunção monoaminérgica, assim como 

alterações epigenéticas (as quais incluem diversos mecanismos que podem alterar a expressão 

gênica sem modificar a sequência do DNA) (Haase e Brown, 2014; Jun et al., 2014; 

Guintivano e Kaminsky, 2014; Peña et al., 2014). Além dessas hipóteses, estudos também 

sugerem um envolvimento da sódio-potássio de adenosina trifosfatase (Na+K+ATPase) na 

fisiopatologia do TB (Traub e Lichtstein, 2000). 

 

1.2.1 Na+K+ATPase 

 

A Na+K+ATPase é uma enzima de membrana presente em células eucarióticas, 

responsável pelo transporte dos íons de potássio (K+) para o interior da célula, e 

bombeamento dos íons de sódio (Na+) para o meio extracelular (Clausen et al., 2017). Esta 

enzima é um hetero-oligômero composto por dois polipeptídeos principais, sendo eles as 

subunidades α e β (Blanco e Mercer, 1998). Estudos anteriores demonstraram que alterações 

nas isoformas α da Na+K+ATPase podem provocar mudanças comportamentais, tais como 

aumento (α1) ou diminuição (α2) de atividade locomotora, assim como aumento em 

comportamento do tipo ansioso em roedores (Moseley et al., 2007; Lingrel et al., 2007).  

A atividade da Na+K+ATPase pode ser inibida através de esteroides cardíacos, 

como por exemplo, a ouabaína (OUA) e a digoxina (Lichtstein et al., 2018). A inibição da 
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Na+K+ATPase pode resultar na ativação de cascatas de sinalização, como por exemplo, 

quinase regulada por sinal extracelular (ERK), Akt, glicogênio sintase quinase 3 (GSK-3), 

proteína alvo da rapamicina em mamíferos (m-TOR), entre outras (Kim et al., 2013; 

Lichtstein et al., 2018). Essas alterações podem levar a crescimento e proliferação celular, 

geração de espécies reativas de oxigênio (ERO), inflamação, entre outras alterações (Xie et 

al., 1993; Xie e Cai, 2003). 

 

1.2.2 Estresse Oxidativo 

 

As EROs são compostos químicos que possuem elétrons desemparelhados 

contendo uma molécula de oxigênio que atua como metabólitos reativos e radicais livres. 

Quando os níveis de ERO superam os mecanismos de defesa antioxidante do organismo, 

ocorre o chamado estresse oxidativo (EO), o que pode ser considerado uma ameaça para as 

células, levando a oxidação de proteínas e peroxidação lipídica (Chen et al., 2015; Rana e 

Singh, 2018). Esses danos celulares podem ser observados através de marcadores, como 4-

hydroxynonenal (4-HNE), 8-isoprostano (8-ISO) e morte celular (Lantos et al., 1994; 

Bavaresco et al., 2018). 

A mitocôndria exerce um papel importante na produção de energia para as células, 

e disfunções nessa organela são muito estudadas na fisiopatologia de transtornos 

psiquiátricos, como por exemplo, o TB (Halliwell e Gutteridge, 1999; Blass e Brown, 2000; 

Rollins et al., 2009; Steckert et al., 2010; Okusaga, 2013; Moylan et al., 2014). Na 

mitocôndria ocorre um fenômeno chamado fosforilação oxidativa, o qual leva a produção de 

ERO (Marnett, 1999; Berk et al., 2011). O óxido nítrico (ON) e o peroxinitrito (ONOO-) são 

exemplos de espécies reativas de nitrogênio (ERN), que também podem causar danos a 

biomoléculas (Eom e Jope, 2009; Barbosa et al., 2014). O produto mais nocivo para as 

células, resultante da reação do ânion superóxido e do ON, é biomarcador específico 3-

nitrotirosina (3-Nitro) (Beurel e Jope, 2006).  

Estudos sugerem que as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a 

glutationa são eficazes no sistema de defesa antioxidante primário (Figura 1) em transtornos 

psiquiátricos, como por exemplo no TB e na esquizofrenia (Okusaga, 2013). Além disso, 

dentre as principais enzimas envolvidas no sistema de defesa antioxidante encontram-se a 

glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR). A GPx oxida a glutationa reduzida 

(GSH), transformando-a em glutationa oxidada (GSSG) através da remoção do H2O2. Através 
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da utilização de NADPH como poder redutor, a GR faz a regeneração da GSH a partir da 

GSSG (Pero et al., 1990; Davies, 1995; de Sousa et al., 2014). 

 

 

Figura 1: Sistema de defesa antioxidante enzimático. A SOD catalisa a dismutação do radical superóxido (•O2) 

em peróxido de hidrogênio (H2O2). GPx neutraliza o H2O2, capturando hidrogênios de duas moléculas GSH, 

resultando em duas moléculas de água (H2O) e uma de GSSG. A GR regenera a GSH a partir da GSSG. A CAT 

transforma H2O2 em H2O. SOD = superóxido dismutase; CAT = catalase; GPx = glutationa peroxidase; GR = 

glutationa redutase; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada. Pandey e Rizvi (2010). 

 

As ERO geradas durante o processo de EO exercem funções intracelulares, 

através da modulação de cascatas de sinalização, como por exemplo vias de GSK-3. Esse 

processo ocorre quando as ERO impedem a ativação da Akt, fazendo com que a GSK-3 

permaneça ativada dentro da célula. Essa ação pode ter como consequência a fosforilação da 

proteína de ligação com elemento resposta de cAMP (CREB), alterando sua conformação e 

impedindo sua ligação com proteínas de ligação com CREB (CBP), o que leva a inibição da 

produção de citocinas anti-inflamatórias (Rana e Singh, 2018). 

 

1.2.3 Sinalização celular e GSK-3 

 

A resposta comportamental frente a diferentes estímulos envolve diferentes 

etapas, sendo elas: a identificação do estímulo, a produção de uma resposta afetiva frente a 
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este estímulo, e a regulação dessa resposta afetiva (Phillips et al., 2003). Para que esses 

processos ocorram é necessário que as células se comuniquem umas com as outras, através de 

um processo denominado sinalização celular. A sinalização celular nada mais é do que a 

interação de um ligante (enviado por uma célula) com um receptor (de outra célula), como 

ocorre, por exemplo, entre células neuronais. Essa comunicação promove processos de 

modulação de sistemas intracelulares, tais como ativação de cascatas de sinalização (Cooper, 

2001). Esses processos intracelulares ocorrem através de vias metabólicas, que podem ser 

ativadas ou desativadas através da atividade de enzimas que adicionam (quinases) ou retiram 

(fosfatases) grupamentos fosfatos (Idris et al., 2001; Schaan, 2003). 

A GSK-3 é uma serina/treonina quinase, inicialmente descoberta por atuar na 

síntese do glicogênio, que possui um funcionamento diferente da maioria das quinases, pois 

se encontra constantemente ativada dentro da célula. Existem duas isoformas de GSK-3 em 

mamíferos, sendo elas a GSK-3α e GSK-3β. Ambas atuam na regulação de processos de 

apoptose e de plasticidade celular (Crowder e Freemam, 2000; Zhao et al., 2007). A GSK-3β, 

quando fosforilada em serina 9, altera sua conformação, ligando a região N-terminal ao 

domínio catalítico, o que impede a ligação de um substrato e, consequentemente, inibe a sua 

atividade (Doble e Woodgett, 2003 Beurel et al., 2015). Esta enzima pode ser 

tradicionalmente encontrada no citosol. Porém, também pode ser encontrada em outros 

compartimentos intracelulares, como por exemplo, na mitocôndria e no núcleo (Beurel et al., 

2015). 

A literatura demonstra que uma atividade aumentada de GSK-3 pode induzir 

processos apoptóticos, assim como a inibição da sua atividade pode atenuar ou prevenir 

apoptose (Gould et al., 2006). Além disso, a GSK-3 pode interagir com diversas vias de 

sinalização, tais como PI3K/Akt, MAPK, Wnt, entre outras (Figura 2) (Doble e Woodgett, 

2003; Valvassori et al., 2017a).  

Estudos que demonstraram ação inibitória do lítio (Li) sobre a GSK-3β, 

despertaram um interesse em estudar essa enzima como alvo terapêutico para transtornos 

psiquiátricos (Klein e Melton, 1996). Evidências mostraram um envolvimento de atrofia 

celular e diminuição de plasticidade sináptica no TB, e que a administração de Li exerce 

efeitos protetores (Coyle e Duman, 2003). Além disso, modelos animais genéticos e 

farmacológicos vêm demonstrando que a manipulação de cascatas de sinalização de GSK-3β 

pode produzir efeitos antimaníacos e antidepressivos (Gould et al., 2004; Prickaerts et al., 

2006; Valvassori et al., 2017a). 
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Figura 2: Vias de sinalização PI3K/Akt, MAPK e Wnt interagindo com GSK-3. A Ativação de PI3K, Akt, 

MAPK e DSH, através de sinais enviados pelos receptores de insulina, fatores de crescimento e via Wnt 

modulam a atividade GSK-3. PI3K = fosfatidilinositol-3-quinase; AKT = Proteína quinase B; GSK-3 = 

glicogênio sintase kinase 3; MAPK = proteína kinase ativada por mitógeno; DSH = dishvelled. Do autor (2019).  

 

1.3 TRATAMENTO DO TRANSTORNO BIPOLAR  

 

Considerando a alternância entre os dois estados de humor presente no TB, o 

tratamento para os pacientes se torna uma tarefa altamente complexa por exigir estratégias 

distintas para cada fase do transtorno (Cheniaux, 2011). Segundo Cheniaux (2011), o Li, 

primeiro fármaco aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), é considerado o 

padrão ouro no tratamento para pacientes com TB. Os principais mecanismos de ação do Li 

que vêm sendo reportados são seus efeitos regulatórios sobre vias de GSK-3, níveis de fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), níveis de cálcio intracelular, efeitos antioxidantes, 

modulação de citocinas, neurotransmissores, apoptose, entre outros (Macêdo et al., 2013; 

Emamghoreishi et al., 2015; de Sousa et al., 2015; Won e Kim, 2017). Apesar de estar no 

mercado a mais de 60 anos, o lítio ainda é o principal tratamento para episódios agudos de 

mania, depressão e episódios mistos, tendo em vista seus diversos mecanismos de ação (Won 

e Kim, 2017). Além disso, é a primeira escolha para a manutenção do TB (Weisler et al., 

2011). 
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Além do Li, outros medicamentos podem ser usados no tratamento do TB, como 

por exemplo, clorpromazina, carbamazepina, valproato de sódio (VPA) entre outros para 

episódios de mania, e fluoxetina, quetiapina entre outros medicamentos para episódios 

depressivos (Azorin e Kaladjian 2009; Fountoulakis et al., 2007). Entretanto, ainda se nota 

uma limitação na eficácia dos tratamentos farmacológicos já existentes. Sendo assim, a busca 

por novos alvos terapêuticos para o tratamento do TB ainda é um grande desafio para os 

pesquisadores. Por isso, estudos pré-clinicos avaliando moléculas específicas como novos 

alvos terapêuticos vêm ganhando grande notoriedade na ciência. 

Estudos com animais mostraram que a superexpressão de GSK-3β proporcionou 

um comportamento de hiperatividade, o qual é considerado um comportamento do tipo 

maníaco (Prickaerts et al., 2006). O AR-A014418, um inibidor da GSK-3β, administrado de 

forma intracerebroventricular (ICV) reduziu a imobilidade no teste de nado forçado e atenuou 

a hiperatividade induzida por anfetamina em ratos (Gould et al., 2004). 

 

1.3.1 AR-A014418 

 

O N-(4-metoxibenzil)-N'-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-ureia (AR-A014418), obtido 

através da mistura de 2-amino-5-nitrothiazol, 4-methoxybenzylisocianato e N,N-

dimetilformamida (Figura 3) é um inibidor competitivo da atividade de GSK-3β. Este 

inibidor tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica e exercer efeitos no 

sistema nervoso central (SNC) (Bijur e Jope, 2003; Gould et al., 2006; Martins et al., 2011). É 

descrito que a inibição de GSK-3β pelo AR-A014418 resulta na inativação de diversas vias de 

sinalização, tais como AKT/mTOR, ERK/Mnk1, ou também pode promover ativações de vias 

como p38/MAPK (Lee et al., 2021). 

 

 

Figura 3: Fórmula estrutural do N-(4-metoxibenzil)-N'-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-ureia (AR-A014418). Martins et 

al. (2011). 

 

Estudos demonstram que o AR-A014418 pode possuir efeitos sobre a dor, uma 

vez que é capaz de atuar sobre condições como hiperalgesia. Além disso, também pode 
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prevenir apoptose, uma vez que inibe a atividade de GSK-3β (Rashvand et al., 2020). Além 

disso, estudos utilizando o AR-A014418 vêm ganhando grande espaço na área da psiquiatria, 

pois exerce efeitos significativos em modelos animais de transtornos psiquiátricos, atenuando 

comportamentos do tipo maníaco ou depressivo em modelos induzidos por anfetamina ou 

ouabaína, tornando-se extremamente interessante para estudos de TB (Gould et al., 2004; 

Ludka et al., 2016; Bali e Jaggi, 2017; Valvassori et al., 2017a).  

 

1.4 ESTUDOS PRÉ-CLÍNICOS DE TRANSTORNO BIPOLAR 

 

Após a descoberta, triagem e formulação de um novo composto, ele precisa ser 

testado. Porém, para que novas substâncias com potenciais terapêuticos possam ser 

administradas em seres humanos de forma segura, essas substâncias devem passar pela fase 

de pesquisa pré-clínica. Sendo assim, estudos pré-clínicos são aqueles que correspondem à 

aplicação de um novo composto em cultura de células (in vitro) e/ou em animais (in vivo), a 

fim de avaliar seu potencial terapêutico. Nesta fase são obtidas informações preliminares da 

segurança do novo composto e sobre a sua atividade farmacológica (Ferreira et al., 2009; 

Ministério da Saúde, 2011; Lavandeira, 2014). 

Dentro desse contexto, pesquisadores ao longo dos anos vêm testando efeitos de 

fármacos clássicos e também de novas substâncias em culturas de células e modelos animais, 

a fim de desenvolver medicamentos mais eficientes e avaliar novos alvos terapêuticos para o 

tratamento do TB. Estudos in vitro demonstraram, por exemplo, que o tratamento com Li 

aumenta os níveis de BDNF, assim como pode exercer efeitos antioxidantes, o que reforça a 

importância dessa fase da pesquisa (De-Paula et al., 2016; Gawlik-Kotelnicka et al., 2016). 

Entretanto, esses efeitos ainda necessitam ser testados em organismos mais complexos, por 

isso, há a necessidade da utilização de modelos animais (Ministério da Saúde, 2011; 

Lavandeira, 2014). 

 

1.4.1 Modelos animais de Transtornos Psiquiátricos 

 

Os novos avanços neurobiológicos, genéticos e farmacológicos vêm 

possibilitando o desenvolvimento de modelos animais para estudos de transtornos 

psiquiátricos, os quais vêm se mostrando uma importante ferramenta para uma melhor 

compreensão de sistemas intracelulares que podem estar envolvidos na fisiopatologia desses 

transtornos (Manji e Chen, 2002; Einat et al., 2003; Valvassori et al., 2017b). Entretanto, para 
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um modelo animal de transtorno psiquiátrico ser considerado cientificamente válido, ele 

precisa atender a três validades fundamentais, descritas previamente por Ellenbroek e Cools 

(1990): a primeira delas é a validade de face, a qual consiste em mimetizar os sintomas do 

transtorno a ser estudado; a segunda é a capacidade do modelo em reproduzir alguns aspectos 

fisiopatológicos observados no transtorno; e a terceira é a validade preditiva, a qual consiste 

na reversão dos sintomas induzidos no modelo, através da utilização de fármacos utilizados 

no tratamento do transtorno em questão. 

Apesar dos avanços nos estudos, até o momento, nenhum modelo animal, 

consegue mimetizar totalmente um determinado transtorno psiquiátrico. Principalmente o TB, 

considerando que esse transtorno apresenta um curso clínico com alterações de humor 

recorrentes e complexas, as quais incluem episódios maníacos, depressivos e mistos, o que 

acaba se tornando um desafio para o desenvolvimento de um modelo animal adequado 

(Machado-Vieira et al., 2004). 

 

1.4.1.1 Modelo animal de mania induzido por ouabaína 

 

O modelo animal de mania induzido pela administração ICV de OUA, um potente 

inibidor da Na+K+ATPase, já é bem caracterizado na literatura (El-Mallakh et al., 2003; 

Riegel et al., 2010; Jornada et al., 2011; Valvassori et al., 2017a). Além disso, os sintomas do 

tipo-maníaco (hiperatividade após a injeção ICV de OUA em ratos) permanecem por sete dias 

após uma única administração, conforme mostram estudos anteriores do grupo de pesquisa de 

TB do laboratório de psiquiatria translacional da UNESC (Riegel et al., 2010; Jornada et al., 

2011; Valvassori et al., 2017a), contemplando a validade de face do modelo. Estudos 

anteriores mostraram um aumento de OUA endógena (glicosídeo produzido pela adrenal e 

pelo hipotálamo) no córtex parietal de pacientes com TB quando comparado com controles 

saudáveis (Goldstein et al., 2006). Além disso, estudos anteriores demonstraram uma 

diminuição da atividade da Na+K+ATPase em pacientes com TB em ambos os episódios, o 

que contempla a validade de construção do modelo (Coppen et al., 1966; Looney e El-

Mallakh,1997; Li e El-Mallakh, 2004).  

Além da indução de hiperatividade, a administração de OUA após 14 dias induz 

aumento da imobilidade no teste de natação forçada, o que caracteriza desesperança, e 

também diminuição no teste de consumo de alimento doce, caracterizando anedonia, os quais 

são considerados comportamentos do tipo depressivo (Valvassori et al., 2019). Estes sintomas 

induzidos pela administração de OUA nos animais, podem ser prevenidos com a 
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administração de Li, contemplando a validade preditiva do modelo (Xue et al., 1997; Jornada 

et al., 2011; Valvassori et al., 2017a; Valvassori et al., 2017b). Considerando que o marco 

clínico do TB é a presença de pelo menos um episódio de mania, estudos pré-clínicos in vivo 

de TB utilizam primeiramente modelos de mania. Sendo assim, esses dados sugerem que o 

modelo animal induzido pela administração ICV de OUA pode ser considerado um bom 

modelo, pois contempla as três validades necessárias. 

 

1.5 JUSTIFICATIVA 

 

Apesar do TB ser um transtorno altamente incapacitante, que acomete grande 

parte da população, ainda se observa pouca evolução no seu tratamento desde sua descoberta, 

devido à carência de conhecimentos acerca da sua fisiopatologia. Há uma grande necessidade 

pela busca de novos alvos terapêuticos para o TB, tendo em vista a grande dificuldade no seu 

tratamento, pois a maioria deles visa tratar apenas os sintomas. Diante disso, uma grande 

variedade de estratégias para novos medicamentos e novos alvos terapêuticos ainda estão em 

desenvolvimento, buscando novos estabilizadores de humor com potencial terapêutico tanto 

para remissão de sintomas quanto proteção neuronal, porém necessitam de estudos mais 

elaborados. Tendo em vista o atual panorama do TB, além dos resultados significativos que a 

GSK-3 vem mostrando como possível alvo terapêutico, torna-se importante investigar os 

efeitos do AR-A014418 sobre parâmetros comportamentais e bioquímicos em um modelo 

animal de mania induzido por OUA, assim como a atividade de GSK-3, níveis de 4-HNE e 8-

ISO em linfócitos de pacientes com TB. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o envolvimento da glicogênio sintase quinase 3 com parâmetros 

comportamentais e bioquímicos no transtorno bipolar. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre parâmetros comportamentais de ratos submetidos a 

um modelo animal de mania induzido por OUA; 

- Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre a produção de superóxido em partículas 

submitocondriais em ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA; 

- Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre os níveis de LPO, 4-HNE, 8-Isoprostano, 

Carbonilação de proteínas e 3-nitrotirosina em ratos submetidos a um modelo animal de 

mania induzido por OUA; 

- Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, 

GPx e GR em ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA; 

- Avaliar os níveis de 4-HNE e 8-ISO, em linfócitos de pacientes com TB; 

- Avaliar a atividade da GSK-3 em linfócitos de pacientes com TB. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as 

recomendações internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratório, além das 

recomendações para o uso de animais do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). O projeto somente teve início após aprovação pela comissão de ética no 

uso de animais – CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense – UNESC, protocolo n° 

001/2016-1 (Anexo I). Além disso, também passou pela aprovação do comitê de ética em 

pesquisa e humanos – CEP da UNESC, protocolo nº 4.410.048 (Anexo II). 

 

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL I – EXPERIMENTO PRÉ-CLÍNICO 

 

3.2.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos com 60 dias (detalhamento descrito 

em seu respectivo desenho experimental), provenientes do biotério da UNESC. Os animais 

foram alocados em caixas de polipropileno (41x34x16 cm), distribuídos em cinco ratos por 

caixa, sob um ciclo claro/escuro de 12 horas (06:00h às 18:00h), com comida e água ad 

libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1º C.  

Os animais foram divididos em 08 animais por grupo, distribuídos em 04 grupos 

experimentais, totalizando 32 animais. 

 

3.2.2 Procedimento Cirúrgico 

 

Para a realização da cirurgia estereotáxica, os animais foram anestesiados por via 

intramuscular com cloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg). No aparelho 

estereotáxico, foi removida a pele na região craniana do animal. Foi implantada uma cânula 

guia - de 1 mm - no ventrículo lateral a partir das seguintes coordenadas: 0,9 mm para trás do 

bregma, 1,5 mm à direita do bregma e 2,6 mm de profundidade (Figura 4). Foi utilizado 

acrílico dental para a fixação da cânula. Os animais ficaram em recuperação durante três dias 

antes dos outros procedimentos experimentais. Para minimizar o sofrimento dos animais, 

foram realizados os seguintes procedimentos pós-operatórios: 1) foi colocado aquecedor para 
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evitar hipotermia, que pode ocorrer por conta do anestésico utilizado no presente estudo; 2) os 

animais foram observados até acordarem para não se machucarem após a cirurgia; 3) os 

animais receberam uma única injeção intramuscular do analgésico Tramadol (10mg/kg), o 

qual possui efeitos que perduram por sete dias. 

 

Figura 4: Corte histológico de localização da cânula. A: Representação esquemática da região administrada. A 

linha vertical preta representa a cânula guia implantada durante a cirurgia estereotáxica, e a linha vermelha 

representa a infusão da agulha no ventrículo lateral. B: Corte cerebral das áreas do ventrículo. Figura adaptada de 

Paxinos e Watson (2006). 

 

3.2.3 Administração e Tratamento 

 

Os animais receberam uma única injeção, via ICV, de 4µl de OUA 10-3M, 

dissolvida em líquido cefalorraquidiano artificial (ACSF), ou 4µl somente de aCSF. 

Juntamente com a administração dessas duas substâncias, os animais receberam 1µl de AR-

A014418 (Sigma, cod A3230) (1,2mM) ou 1µl de ACSF. As injeções ICV de OUA, ACSF ou 

AR-A014418 foram administradas 72 h após a cirurgia (Figura 5). Os grupos experimentais 

foram organizados da seguinte forma: ACSF + ACSF; ACSF + AR-A014418; OUA + ACSF; 

OUA + AR-A014418. Sete dias após o ICV, os animais foram submetidos ao teste do campo 

aberto. 

A dose de AR-A014418 utilizada no presente estudo (1,2mM) foi baseada em 

Gould et al. (2004). No estudo de Gould et al (2004), foi demonstrado que a administração de 

AR-A014418 na dose de 30mmol/kg (i.p.) resulta em uma concentração cerebral de 

aproximadamente 1,2mM. Essa concentração foi capaz de reverter a hiperatividade induzida 

por anfetamina nos animais. 
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Figura 5: Desenho experimental I. Foi realizada a cirurgia estereotáxica para a implantação da cânula no 

ventrículo lateral dos animais. Após 72h, os animais receberam OUA, AR-A014418 ou ACSF via ICV. Sete dias 

após o ICV, os animais foram submetidos ao teste do Campo Aberto. Logo após o teste comportamental, foram 

submetidos à decapitação por guilhotina. 
 

3.2.4 Teste do Campo Aberto 

 

Sete dias após a administração ICV, os animais foram submetidos ao teste do 

campo aberto a fim de avaliar a atividade locomotora. O aparelho para a realização deste teste 

comportamental consistiu em uma caixa com 60x60 cm de comprimento e 50 cm de altura, 

com as paredes laterais e do fundo em madeira, a parede da frente de vidro transparente, e o 

chão em madeira (dividido por linhas pretas formando nove quadrantes), com uma lâmina de 

vidro por cima, sem cobertura no teto. Os animais foram colocados na sala de realização do 

teste 30 minutos antes do início, para habituação com o local.  

O teste consistiu em colocar o animal dentro da caixa, no canto superior direito, 

permanecendo no aparelho durante 5 minutos. Neste teste foi avaliado: 1) o numero de vezes 

em que o animal cruzou cada quadrante com as quatro patas (crossing, parâmetro utilizado 

para avaliar atividade locomotora); 2) o número de vezes que o animal suspendeu o corpo 

sobre as patas traseiras (rearings, parâmetro utilizado para avaliar atividade exploratória); 3) 

número de vezes que o animal cruzou o quadrante central do aparato (visitas ao centro, 

parâmetro utilizado para avaliar comportamento de risco); 4) o número de vezes que o animal 

apresentou comportamento de limpeza do corpo (grooming, parâmetro utilizado para avaliar 

comportamento estereotípico) e; 5) o número de vezes que o animal apresentou 

comportamento de esfregar as vibrissas com as patas dianteiras (sniffing, parâmetro utilizado 

também para avaliar comportamento estereotípico). Foi realizada a limpeza do aparato entre 

um animal e outro, utilizando com álcool 10%. 
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3.2.5 Amostras Cerebrais 

 

Imediatamente após o teste do campo aberto, os animais foram submetidos à 

decapitação por guilhotina. O cérebro dos animais foi retirado e dissecado em córtex frontal e 

hipocampo, resfriados com nitrogênio líquido, e posteriormente armazenados a −80 °C. As 

amostras foram homogeneizadas com KCl KH2PO4 (12 mM KCl, 0.038 mM KH2PO4, pH = 

7.4). 

 

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL II – EXPERIMENTO CLÍNICO 

 

3.3.1 Aspectos Éticos 

 

As entrevistas ou coletas de amostra de sangue periférico foram realizadas 

somente após assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE (apêndice 

A). O pesquisador se compromete a publicar os resultados do presente estudo. 

 

3.3.2 Amostra 

 

O cálculo do tamanho mínimo da amostra foi realizado com base na fómula 

descrita por Medronho (2008): 

𝑛0 =
𝑧𝛼
2

2 × 𝑃 × (1 − 𝑃)

𝜀2
 

 

Em que z refere-se à estatística normal padronizada atrelada ao valor de α (0,05); 

P trata-se da proporção que maximiza o tamanho da amostra (0,5); ε refere-se ao erro amostral 

máximo tolerável (0,05); e n0 é o tamanho inicial da amostra. 

Em seguida o valor obtido inicialmente foi corrigido utilizando a fórmula descrita 

por Barbetta (2007): 

𝑛 =
𝑁 × 𝑛0
𝑁 + 𝑛0

 

 

Onde N refere-se ao tamanho da população e n trata-se do tamanho mínimo da 

amostra a ser investigada. Foram avaliados um total de 82 pacientes, sendo 46 do grupo 

controle e 36 pacientes bipolares. 
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3.3.3 Local de Execução 

 

As triagens, aplicação das escalas e retirada de sangue foram realizadas nas 

Clínicas Integradas da UNESC, no Ambulatório de Pesquisa de Transtorno Bipolar. O 

armazenamento das amostras de sangue e posteriores análises foram realizados no 

Laboratório de Psiquiatria Translacional da UNESC.  

 

3.3.4 Triagem 

 

Após a assinatura do TCLE, a confirmação do diagnóstico foi realizada através da 

Entrevista Clínica Estruturada para Transtornos do Eixo I do DSM-IV (SCID-I), aplicada por 

um avaliador treinado. Os pacientes foram recrutados a partir do Ambulatório de Psiquiatria 

das Clínicas Integradas da UNESC. Também foram verificados os prontuários da respectiva 

clínica. A duração prevista para do estudo ficou condicionada a inclusão do número de 

pacientes. Após a triagem, amostras de sangue foram coletadas por venopunção da região ante 

cubital para as análises bioquímicas propostas. 

 

3.3.4.1 Entrevista Clínica Estruturada para o DSM-IV Transtornos do Eixo I - SCID – I 

 

Trata-se de uma Entrevista Clínica Estruturada para o DSM-IV (SCID-IV), 

traduzida e adaptada para o português por Cristina Marta Del Bem, Antônio Waldo Zuardi, 

José Antônio Alves Vilela e José Alexandre de Souza Crippa que se caracterizam como um 

instrumento utilizado para a elaboração de diagnósticos clínicos psiquiátricos fundamentados 

no DSM-IV. A SCID é dividida em módulos que obedecem às categorias diagnósticas 

maiores. Os critérios diagnósticos estão presentes no próprio corpo do instrumento, 

promovendo a elaboração do diagnóstico conforme a entrevista progride (Del-Bem, 2001). 

 

3.3.4.2 Escala Young para mania 

 

A Escala Young de Mania do inglês Young Mania Rating Scale (YMRS) é uma 

das escalas de avaliação mais utilizadas para avaliar sintomas maníacos. A escala tem 11 itens 

e é baseado no relato subjetivo do paciente de sua condição clínica nos últimos 48 horas. 

Informação adicional baseia-se em observações clínicas efetuadas durante o decurso da 
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entrevista clínica. Os itens são selecionados com base em descrições publicadas dos principais 

sintomas de mania (Beigel et al., 1971; Vilela et al., 2005). 

 

3.3.4.3 Escala de Hamilton para Depressão 

 

Foi desenvolvida e elaborada por Hamilton no final da década de 50, atualmente é 

utilizado no mundo todo e é considerada “padrão ouro” na avaliação da depressão. Possui 21 

itens com perguntas relacionadas a humor, sentimentos, suicídio, insônia, sintomas, trabalhos 

e atividades, sendo mensuradas em escores (Neto et al., 2001). 

 

3.3.5 Critérios de Inclusão 

 

(a) Ser acometido pelo Transtorno Bipolar do Humor Tipo I, II com episódio atual maníaco, 

misto, depressivo ou eutímico (Pacientes); 

(b) Nenhum diagnóstico psiquiátrico de Eixo-I atual de acordo com o SCID-I (Controles); 

(c) Idade a partir de 18 anos; 

(d) Capacidade de entender e fornecer TCLE; 

(e) Coletar a amostra de sangue periférico; 

(f) Não estar em uso atual de psicofármaco e/ou substância psicoativa (Controles). 

 

3.3.6 Critérios de Exclusão 

 

(a) Negar-se em fornecer o TCLE; 

(b) Não conseguir se comunicar; 

(c) Acidente vascular cerebral prévio; 

(d) Problemas respiratório crônico; 

 

3.3.7 Eventos Adversos 

 

Os riscos mais comuns são relacionados à venopunção: hipotensão, sonolência, 

tontura e formação de área de equimose e hematoma no local. Os eventos adversos foram 

monitorados através da medida da pressão arterial e entrevista clínica, e todos os dados foram 

registrados nos documentos da pesquisa, podendo ocorrer outros riscos, tais como reações 

emocionais quanto à aplicação das escalas. Entretanto, esses eventos adversos não ocorreram, 
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não sendo necessário realizar acolhimento nem encaminhamento, apesar de estarem 

disponíveis (Apêndice B). 

Os benefícios se referem às elucidações dos mecanismos fisiopatológicos do TB, 

pois isso é de extrema importância para o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos e 

medicamentos a serem utilizados pelos pacientes.  

 

3.3.8 Registro e Armazenamento de Dados 

 

Os dados foram armazenados no Laboratório de Psiquiatria Translacional da 

UNESC, em armários chaveados com acesso somente aos pesquisadores diretamente ligados 

ao projeto. 

 

3.3.9 Término do Estudo 

 

Após a coleta da amostra de sangue periférico, os pacientes foram 

reencaminhados ao local de tratamento de origem (ambulatório de psiquiatria da UNESC). Os 

resultados serão publicados em forma de artigo científico. 

 

3.3.10 Protocolo para isolamento de linfócitos 

 

Neste protocolo, foram utilizados linfócitos de pacientes com TB e controles para 

o preparo das culturas. Amostra de sangue periférico num volume de 10 ml foram coletadas 

dos pacientes e controles, por venopunção da região ante cubital do braço direito ou esquerdo. 

O sangue foi coletado pela manhã (entre 8h e 10h) e os pacientes estavam em jejum. As 

amostras foram homogeneizadas em tampão correspondente à técnica a ser utilizada e 

armazenadas a –80° C. A proteína foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951) 

utilizando albumina sérica bovina como padrão. Este desenho experimental contou com 02 

grupos experimentais: Controle e Pacientes com TB 

Células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram isoladas usando 

centrifugação em gradiente de densidade Ficoll-Paque (GE Healthcare, EUA), de acordo com 

as instruções do fabricante. Foi adicionado solução tampão de fosfato (PBS) na suspensão de 

CMSP resultante, contendo principalmente linfócitos, e centrifugado a 1300 rotações por 

minuto (RPM) por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi ressuspenso 

em PBS (este procedimento foi repetido duas vezes). Foi centrifugado a 1200 RPM por 5 
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minutos e o sobrenadante foi removido e o pellet foi alocado em -80 ° C para análise posterior 

(Boyum, 1976). 

 

3.4 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

Os desenhos experimentais I e II utilizaram as mesmas técnicas para as análises 

bioquímicas de 4-HNE e 8-ISO. As técnicas de isolamento mitocondrial, produção de 

superóxido em partículas submitocondriais, LPH, carbonilação de proteínas, 3-nitrotirosina e 

atividade das enzimas antioxidantes são exclusivas do desenho experimental I. Já a atividade 

de GSK-3, é exclusiva do desenho experimental II.  

 

3.4.1 Isolamento mitocondrial 

 

Os homogenatos de cérebro dos animais foram centrifugados a 700 g durante 10 

min para eliminar núcleos e detritos celulares, e o sedimento foi lavado para enriquecer o 

sobrenadante, que foi centrifugado a 7000 g durante 10 min. O sedimento obtido, lavado e 

suspenso novamente no mesmo tampão, foi considerado como consistindo principalmente de 

mitocôndrias intactas capazes de realizar a fosforilação oxidativa. As os procedimentos foram 

realizados a 0-2 ° C. As partículas submitocondriais (PSM) foram obtidas por congelamento e 

descongelamento (três vezes) de mitocôndrias isoladas. Para as medições da produção de 

superóxido, as PSM foram lavadas duas vezes com 140 mM de KCl, 20 mM Tris-HCl (pH 

7,4) e suspensas no mesmo meio (Boveris et al., 1972). 

 

3.4.2 Produção de superóxido em partículas submitocondriais 

 

A produção de superóxido foi determinada em PSM de cérebros homogeneizados 

utilizando um ensaio espectrofotomrico baseado na oxidação de epinefrina dependente de 

superóxido ao adrenocromo a 37 (λ 480 nm = 4,0 mM-1 cm-1). O meio reacional consistiu 

em 0,23 M de manitol, 0,07 M de sacarose, 20 mM de Tris-HCl (pH 7,4), SMP (0,3-1,0 mg 

de proteína/ml), 0,1 m de CAT e 1 mM de epinefrina. NADH (50 μM) e succinato (7 mM) 

foram usados como substratos e rotenona (1 μM) e antimicina (1 μM) foram adicionados 

como inibidores específicos, respectivamente, para avaliar a produção de O2− na NADH 

desidrogenase e na região b de ubiquinona-citocromo. A SOD foi utilizada na concentração 

final de 0,1-0,3 μM para dar especificidade ao ensaio (Boveris, 1984). 
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3.4.3 Mensuração de peroxidação lipídica 

 

Foi utilizado kit commercial para avaliação de 4-HNE (Cell Biolabs, Inc., San 

Diego, CA, EUA; STA-338) e de 8-ISO (Cayman; Item No. 516351) seguindo as instruções 

do fabricante. 4-HNE: Adutos proteicos de 4-HNE formados por modificações em lisina, 

histidina, ou cisteína foram quantificados através de um kit ELISA sanduíche, utilizando um 

ensaio imunoenzimático, de acordo com Kimura et al. (2005). 8-ISO: 8-ISO foi quantificado 

usando um kit para ELISA do tipo competitivo. Este teste é baseado na competição entre 8-

ISO (analito) e 8-ISO-acetilcolinesterase (8-ISO-AChE) conjugado (analito marcado), por um 

número limitado de sítios de união (antissoro específicopara 8- ISO). Como o 8-ISO e o 8-

ISO-AChE competem por um número limitado de ligação ao antissoro, a intensidade da cor 

induzida pela ligação do analito marcado é inversamente proporcional à quantidade de 8-ISO. 

Por isso, foi realizado um ajuste da curva através de um modelo logístico de quatro 

parâmetros para a determinação da concentração real de 8-ISO. O 8-ISO foi quantificado em 

pg/ml. 

 

3.4.4 Hidroperóxido lipídico (LPH) 

 

Para avaliação de LPH foi utilizado kit comercial (Cayman, Cayman Chemical 

Company, Ann Arbor, MI, EUA, item No. 705003), e 8-ISO (Cayman; item No. 516351), 

seguindo instruções do fabricante. LPH: A LPH foi isolada a partir das amostras de tecido 

cerebral ou das culturas, utilizando uma solução de metanol com clorofórmio (0 °C, 1500g, 

5min). Logo após, as amostras foram incubadas a 21°C com 0,1 unidades de mistura de 

cromogênio por unidade de extrato de clorofórmio. As amostras foram aplicadas em placas 

para a leitura pela absorbância de 500nm. A absorbância foi comparada com uma curva 

padrão de hidroperóxido para determinar a quantidade de peroxidação lipídica nas amostras. 

A LPH foi quantificada em nmol. 

 

3.4.5 Carbonilação de proteínas 

 

Carbonilação de proteínas: O dano oxidativo a proteínas foi analisado através da 

mensuração da quantidade de proteína carbonila presentes na amostra, através de um kit 

ELISA de imunodetecção (OxiSelect™ Protein Carbonil ELISA Kit - STA-310). A 
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quantidade de grupamentos carbonila presentes na amostra foi determinada pela comparação 

da absorbância, a 450 nm, da amostra com a de uma curva padrão.  

 

3.4.6 3-Nitrotirosina (3-nitro) 

 

Nitração de proteínas: A nitração de proteínas foi analisada através de um kit 

ELISA (OxiSelect™ Nitrotyrosine ELISA Kit, STA305, Cell Biolabs, Inc., San Diego, EUA), 

competitivo, para a quantificação de 3-nitrotirosina. Após uma breve incubação da amostra 

em uma placa, um anticorpo anti-nitrotirosina é adicionado, seguido por um anticorpo 

secundário conjugado com HRP. A quantidade de 3-nitrotirosina presente na amostra foi 

determinada pela comparação com uma curva padrão. 

 

3.4.7 Atividade das enzimas antioxidantes 

 

SOD: O método consiste na utilização de xantina e xantina oxidase para gerar 

radicais superóxidos, que reagem com cloreto 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-

feniltratrazolio (INT), que forma o corante formazan que é analisado em  espectofotômetro a 

492nm a 37 °C. A inibição na produção do cromógeno é proporcional a atividade da SOD 

presente na amostra (Bannister e Calabrese, 1987). 

CAT: A atividade é baseada na taxa de degradação de H2O2, avaliada 

espectrofotometricamente em 240nm a 25 °C. A atividade de CAT foi calculada em relação 

aos micromols de H2O2 consumidos por miligrama de proteína, utilizando o coeficiente de 

extinção molar de 43.6M−1 cm−1 (Aebi, 1984).  

GPx: A GPx catalisa a redução do peróxido de hidrogênio, bem como de outros 

lipoperóxidos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como co-substrato para esta reação e 

produzindo glutationa oxidada (GSSG). A GSSG é reduzida pela glutationa redutase com o 

consumo de NADPH, que pode ser acompanhado espectrofotometricamente em 340 nm 

(Wendel, 1981).  

GR: A GR catalisa a redução da glutationa oxidada (GSSG) através da oxidação 

do NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG a enzima leva ao consumo de NADPH, que é 

acompanhado em 340 nm. A velocidade de consumo de NADPH, em condições de saturação, 

expressa a atividade enzimática (Carlberg e Mannervik, 1985). 
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3.4.8 Atividade de GSK-3 em linfócitos de pacientes com TB 

 

Foram quantificadas GSK-3β total e GSK-3β fosforilada com serina 9 em CMSPs 

isolados por Enzyme Immunometric Assay (EIA) (TiterZyme EIA - Assay Designs, Inc, MI, 

USA), de acordo com o procedimento do fabricante. A atividade de GSK-3β em CMSPs foi 

avaliada diretamente como os níveis de serina-9 (ser-9) GSK-3β fosforilada (pGSK-3β) e 

indiretamente, como a razão entre ser-9-pGSK-3β e o conteúdo total de GSK-3β em CMSPs 

(ser-9-pGSK-3β / GSK-3β total). Todas as amostras foram analisadas em duplicatas. 

 

3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Para os resultados com animais, foi utilizado o programa Statistica 7® para os 

cálculos, e para a construção dos gráficos foi utilizado o programa Graphpad Prism 5®. 

Todos os resultados foram apresentados como média ± erro padrão. Diferenças entre os 

grupos experimentais foram determinadas por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de 

Tukey. As correlações foram analisadas utilizando o teste de Pearson. O coeficiente de 

Pearson é utilizado para analisar a força da relação entre variáveis contínuas. 

Para resultados dos pacientes, os dados foram analisados por meio do software 

Statistical Package for Social Sciences (SPSS), versão 22.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, 

EUA). A normalidade da distribuição dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. 

Idade, escolaridade, escores da HDRS e YMRS foram avaliados usando o teste de Mann-

Whitney para identificar as diferenças entre os grupos. As variáveis sexo e tabagismo foram 

avaliadas por meio do teste qui-quadrado de Pearson. Para analisar a atividade da GSK-3 foi 

utilizado o teste de Mann-Whitney. Para analisar os níveis de 4-HNE e 8-ISO foi utilizado o 

teste T de Student independente dos grupos. As correlações foram analisadas utilizando o 

teste de Spearman. O coeficiente de Spearman avalia força da relação entre variáveis não-

paramétricas. Foram considerados significativos valores de P ≤ 0.05 para animais e pacientes.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL I 

 

A figura 6 mostra os efeitos do tratamento com AR-A014418 sobre o 

comportamento do tipo maníaco induzido pela administração ICV de OUA. É possível 

observar que a OUA aumentou a atividade locomotora e exploratória (6a), comportamento de 

risco (6b), e comportamentos estereotipados, observados através do tempo de autolimpeza e 

tempo de limpeza das vibrissas (6c), quando comparados ao grupo controle. Já o tratamento 

com AR-A014418 reverteu as alterações comportamentais induzidas pela OUA. É importante 

ressaltar que o AR-A014418 per se não alterou o comportamento dos animais, indicando que 

os efeitos do inibidor de GSK-3β não estão associados com sedação. 

 

Figura 6: Efeitos da administração do AR-A014418 sobre o número de cruzamentos e levantametos (a) visitar 

ao centro (b) e tempo de autolimpeza e limpeza das vibrissas (c) de animais submetidos a um modelo animal de 

mania induzido por OUA (n=10 por grupo). Dados analisados por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de 

Tukey quando F apresentou valor significativo. Valores expressos como média ± erro padrão. *p ≤ 0.05 

comparado ao grupo ACSF. #p ≤ 0.05 comparado ao grupo OUA. 
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Dados com ANOVA de duas vias revelaram os efeitos significativos da 

administração ICV de OUA [Crossing: F(1.20) = 53.11, p < 0.001; Rearing: F(1.20) = 9.02, 

p = 0.007; Risk-taking: F(1.20) = 49.78, p < 0.001; Grooming: F(1.20) = 16.85, p < 0.001; 

Sniffing: F(1.20) = 36.18, p < 0.001], do tratamento [Crossing: F(1.20) = 32.94, p < 0.001; 

Rearing: F(1.20) = 35.56, p < 0.001; Risk-taking: F(1.20) = 28.50, p < 0.001; Grooming: 

F(1.20) = 26.58, p < 0.001; Sniffing: F(1.20) = 67.28, p < 0.001] e interação significativa entre 

OUA e tratamento [Crossing: F(1.20) = 8.92, p = 0.007; Rearing: F(1.20) = 27.52, p < 0.001; 

Risk-taking: F(1.20) = 39.60, p < 0.001; Grooming: F(1.20) = 13.86, p = 0.001; Sniffing: 

F(1.20) = 90.53, p < 0.001]. 

A figura 7 mostra os efeitos da OUA e do tratamento com AR-A014418 sobre a 

produção de superóxido em partículas submitocondriais no córtex frontal e no hipocampo dos 

ratos. A OUA aumentou a produção de superóxido em ambas as estruturas avaliadas. Além 

disso, o tratamento com AR-A014418 reverteu o aumento na produção de superóxido em 

partículas submitocondriais induzido pela OUA no córtex frontal e no hipocampo dos 

animais. 

 

Figura 7: Efeitos da administração do AR-A014418 sobre a produção de superóxido em partículas 

submitocondriais no córtex frontal e hipocampo de ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por 

OUA (n = 6 por grupo). Dados analisados por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F 

apresentou valor significativo. Valores expressos como média ± erro padrão. *p ≤ 0.05 comparado ao grupo 

ACSF. #p ≤ 0.05 comparado ao grupo OUA. 
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Dados com ANOVA de duas vias revelaram os efeitos significativos da 

administração ICV de OUA [córtex frontal: F(1.20) = 30.90, p < 0.001; hipocampo: 

F(1.20) = 33.82, p < 0.001], tratamento [córtex frontal: F(1.20) = 23.28, p < 0.001; hipocampo: 

F(1.20) = 20.33, p < 0.001] e interação significativa entre OUA e tratamento [córtex frontal: 

F(1.20) = 24.86, p < 0.001; hipocampo: F(1.20) = 14.94, p < 0.001]. 

Na figura 8 podem ser observados os efeitos da OUA sobra parâmetros de dano 

oxidativo a lipídeos através dos marcadores LPH (8A), 4-HNE (8B) e 8-ISO (8C) no córtex 

frontal e hipocampo dos ratos. A administração de OUA aumentou os níveis de todos os 

parâmetros avaliados em ambas as estruturas. O tratamento com AR-A014418 foi capaz de 

reverter o aumento de LPH induzido pela OUA em ambas as estruturas. Além disso, foi capaz 

de reverter os danos induzidos pela OUA nos níveis de 4-HNE no hipocampo, e reverteu 

parcialmente no córtex frontal. Já em relação aos danos nos níveis de 8-ISO, o tratamento 

com AR-A014418 somente exerceu efeitos significativos no córtex frontal, não sendo capaz 

de reverter essas alterações no hipocampo dos animais. 

Dados com ANOVA de duas vias revelaram os efeitos significativos da 

administração ICV de OUA [LPH: córtex frontal: F(1.20) = 17.03, p < 0.001; hipocampo: 

F(1.20) = 11.73, p = 0.002; 4-HNE: córtex frontal: F(1.20) = 63.40, p < 0.001; hipocampo: 

F(1.20) = 35.62, p < 0.001; 8-ISO: córtex frontal: F(1.20) = 92.33, p < 0.001; hipocampo: 

F(1.20) = 34.85, p < 0.001], tratamento [LPH: córtex frontal: F(1.20) = 16.51, p < 0.001; 

hipocampo: F(1.20) = 7.95, p = 0.01; 4-HNE: córtex frontal: F(1.20) = 10.84, p = 0.003; 

hipocampo: F(1.20) = 18.26, p < 0.001; 8-ISO: córtex frontal: F(1.20) = 84.96, p < 0.001; 

hipocampo: F(1.20) = 15.40, p < 0.001] e interação entre OUA e tratamento [LPH: córtex 

frontal: F(1.20) = 19.58, p < 0.001; hipocampo: F(1.20) = 6.37, p = 0.02; 4-HNE: córtex 

frontal: F(1.20) = 37.97, p < 0.001; hipocampo: F(1.20) = 22.20, p < 0.001; 8-ISO: córtex 

frontal: F(1.20) = 85.39, p < 0.001; hipocampo: F(1.20) = 8.59, p = 0.008]. 
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Figura 8: Efeitos da administração do AR-A014418 sobre os níveis de LPH (a), 4-HNE (b) e 8-ISO (c) no 

córtex frontal e hipocampo de ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA (n = 6 por 

grupo). Dados analisados por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F apresentou valor 

significativo. Valores expressos como média ± erro padrão. *p ≤ 0.05 comparado ao grupo ACSF. #p ≤ 0.05 

comparado ao grupo OUA. 

 

A figura 9 mostra um aumento significativo dos níveis de proteínas carboniladas 

(9a) e 3-nitrotirosina (9b) após administração de OUA no córtex frontal e no hipocampo dos 

animais. O tratamento com AR-A014418 reverteu essas alterações induzidas pela OUA em 

ambas as estruturas avaliadas. 
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Figura 9: Efeitos da administração do AR-A014418 sobre os níveis de proteínas carboniladas (a) e 3-

nitrotirosina (b) no córtex frontal e hipocampo de ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por 

OUA (n = 6 por grupo). Dados analisados por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F 

apresentou valor significativo. Valores expressos como média ± erro padrão. *p ≤ 0.05 comparado ao grupo 

ACSF. #p ≤ 0.05 comparado ao grupo OUA. 

 

Dados com ANOVA de duas vias revelaram os efeitos significativos da 

administração ICV de OUA [Carbonil: córtex frontal: F(1.20) = 25.79, p < 0.001; hipocampo: 

F(1.20) = 20.51, p < 0.001; 3-nitrotirosina: córtex frontal: F(1.20) = 27.56, p < 0.001; 

hipocampo: F(1.20) = 10.68, p = 0.003], tratamento [Carbonil: córtex frontal: F(1.20) = 13.37, 

p = 0.001; hipocampo: F(1.20) = 8.36, p = 0.009; 3-nitrotirosina: córtex frontal: 

F(1.20) = 13.51, p = 0.001; hipocampo: F(1.20) = 3.84, p = 0.06] e interação entre OUA e 

tratamento [Carbonil: córtex frontal: F(1.20) = 5.99, p = 0.02; hipocampo: F(1.20) = 3,52, 

p = 0.07; 3-nitrotirosina: córtex frontal: F(1.20) = 8.89, p = 0.007; hipocampo: F(1.20) = 7.18, 

p = 0.014]. 
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As atividades das enzimas CAT e SOD são mostradas na figura 10. É possível 

observar que a administração de OUA provocou uma diminuição significativa na atividade da 

CAT no córtex frontal e no hipocampo dos animais (10a). Além disso, o tratamento com AR-

A014418 reverteu essas alterações induzidas pela OUA em ambas as estruturas avaliadas. Em 

contrapartida, a administração de OUA aumentou a atividade de SOD no córtex frontal e no 

hipocampo dos ratos (10b). A administração do AR-A014418 não teve efeitos significativos 

sobre os efeitos da OUA sobre os níveis de SOD no córtex frontal, porém, reverteu 

parcialmente essa alteração no hipocampo. 

 

Figura 10: Efeitos da administração do AR-A014418 sobre os níveis de CAT (a) e SOD (b) no córtex frontal e 

hipocampo de ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA (n = 6 por grupo). Dados 

analisados por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F apresentou valor significativo. 

Valores expressos como média ± erro padrão. *p ≤ 0.05 comparado ao grupo ACSF. #p ≤ 0.05 comparado ao 

grupo OUA. 
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Dados com ANOVA de duas vias revelaram os efeitos significativos da 

administração ICV de OUA [CAT: córtex frontal: F(1.20) = 13.94, p = 0,001; hipocampo: 

F(1.20) = 10.30, p = 0.004; SOD: córtex frontal: F(1.20) = 39.67, p < 0.001; hipocampo: 

F(1.20) = 85.92, p < 0.001], tratamento [CAT: córtex frontal: F(1.20) = 17.51, p < 0.001; 

hipocampo: F(1.20) = 24.51, p < 0.001; SOD: córtex frontal: F(1.20) = 0.48, p = 0.49; 

hipocampo: F(1.20) = 4.10, p = 0.06] e interação entre OUA e tratamento [CAT: córtex 

frontal: F(1.20) = 49.10, p < 0.001; hipocampo: F(1.20) = 24.52, p < 0.001; SOD: córtex 

frontal: F(1.20) = 1.48, p = 0.23; hipocampo: F(1.20) = 4.47, p = 0.047]. 

A figura 11 mostra os efeitos da OUA sobre a atividade da GPx (10a) e da GR 

(10b). A administração ICV de OUA aumentou a atividade de GPx e GR no córtex frontal e 

hipocampo dos ratos quando comparado ao grupo controle. O tratamento com AR-A014418 

diminuiu essa alteração induzida pela OUA sobre a atividade de GPx no córtex frontal dos 

animais, mas não teve efeito no hipocampo. Além disso, a administração de AR-A014418 

sobre as alterações da OUA sobre a atividade da GR em nenhuma das estruturas avaliadas. 

Dados com ANOVA de duas vias revelaram os efeitos significativos da 

administração ICV de OUA [GPx: córtex frontal: F(1.20) = 96.52, p < 0.001; hipocampo: 

F(1.20) = 41.42, p = 0.001; GR: córtex frontal: F(1.20) = 57.95, p < 0.001; hipocampo: 

F(1.20) = 32.85, p < 0.001], tratamento [GPx: córtex frontal: F(1.20) = 15.57, p < 0.001; 

hipocampo: F(1.20) = 1.05, p = 0.3; GR: córtex frontal: F(1.20) = 1.09, p = 0.3; hipocampo: 

F(1.20) = 0.13, p = 0.7] e interação entre OUA e tratamento [GPx: córtex frontal: 

F(1.20) = 14.16, p = 0.001; hipocampo: F(1.20) = 0.00, p = 0.93; GR: córtex frontal: 

F(1.20) = 0.74, p = 0.39; hipocampo: F(1.20) = 1.78, p = 0.19]. 
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Figura 11: Efeitos da administração do AR-A014418 sobre os níveis de GPx (a) e GR (b) no córtex frontal e 

hipocampo de ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA (n = 6 por grupo). Dados 

analisados por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F apresentou valor significativo. 

Valores expressos como média ± erro padrão. *p ≤ 0.05 comparado ao grupo ACSF. #p ≤ 0.05 comparado ao 

grupo OUA. 

 

A figura 12 mostra a correlação entre a atividade locomotora e a produção de 

superóxido em partículas submitocondriais (12a,b), e sobre os níveis de LPH (12c,d), 4-HNE 

(12e,f) e 8-ISO (12g,h) no córtex frontal e hipocampo dos ratos. A atividade locomotora 

apresentou uma correlação positiva com os parâmetros de dano oxidativo em ambas as 

estruturas avaliadas. 

Dados da correlação de Pearson do número de cruzamentos x produção de 

superóxido em partículas submitocondriais são mostrados a seguir: [córtex frontal (n = 24; 

r2 = 0.6007; p < 0.0001), hipocampo (n = 24; r2 = 0.6148; p < 0.0001)], LPH [córtex frontal 

(n = 24; r2 = 0.4707; p = 0.0002), hipocampo (n = 24; r2 = 0.4600; p = 0.0003)], 4-HNE [córtex 

frontal (n = 24; r2 = 0.6294; p < 0.0001), hipocampo (n = 24; r2 = 0.6448; p < 0.0001)], e 8-ISO 

[córtex frontal (n = 24; r2 = 0.6857; p < 0.0001), hipocampo (n = 24; r2 = 0.5578; p < 0.0001)]. 



44 

 

 

 

Figura 12: Correlação entre atividade locomotora (número de cruzamentos) e produção de superóxido em 

partículas submitocondriais no córtex frontal (a) e hipocampo (b); Correlação entre atividade locomotora 

(número de cruzamentos) e níveis de LPH no córtex frontal (c) e hipocampo (d); Correlação entre atividade 

locomotora (número de cruzamentos) e níveis de 4-HNE no córtex frontal (e) e hipocampo (f); Correlação entre 

atividade locomotora (número de cruzamentos) e níveis de 8-ISO no córtex frontal (g) e hipocampo (h) dos 

animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por OUA. Resultados analisados utilizando teste de 

correlação de Pearson. 
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A figura 13 mostra a correlação entre a atividade locomotora e dano a proteínas, 

através dos níveis de carbonil (13a,b) e 3-nitrotirosina (13 c,d) no córtex frontal e hipocampo 

dos ratos. Os danos oxidativos e nitrosativos apresentaram uma correlação positiva com a 

atividade locomotora. 

 

Figura 13: Correlação entre atividade locomotora (número de cruzamentos) e níveis de proteínas carboniladas 

no córtex frontal (a) e hipocampo (b); Correlação entre atividade locomotora (número de cruzamentos) e níveis 

de 3-nitrotirosina no córtex frontal (c) e hipocampo (d) dos animais submetidos ao modelo animal de mania 

induzido por OUA. Resultados analisados utilizando teste de correlação de Pearson. 

 

Dados da correlação de Pearson do número de cruzamentos x níveis de proteínas 

carboniladas são mostrados a seguir: [córtex frontal (n = 24; r2 = 0.6195; p < 0.0001), 

hipocampo (n = 24; r2 = 0.6280; p < 0.0001)], e 3-nitrotirosina [córtex frontal (n = 24; 

r2 = 0.4307; p = 0.0005), hipocampo (n = 24; r2 = 0.3132; p = 0.0045)]. 

A correlação entre atividade locomotora e atividade das enzimas antioxidantes é 

apresentada na figura 14. É possível observar que a CAT foi negativamente correlacionada 

com a atividade locomotora no córtex frontal (14a) e no hipocampo (14b) dos animais. 
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Entretanto, a atividade das enzimas SOD (14c,d), GPx (14e,f) e GR (14g,h) foram 

positivamente correlacionadas com a atividade locomotora em ambas as estruturas avaliadas. 

 

Figura 14: Correlação entre atividade locomotora (número de cruzamentos) e atividade das enzimas 

antioxidantes no córtex frontal e hipocampo dos animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por 

OUA: CAT (a,b), SOD (c,d), GPx (e,f) e GR (g,h). Resultados analisados utilizando teste de correlação de 

Pearson. 
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Dados da correlação de Pearson do número de cruzamentos x atividade de CAT: 

[córtex frontal (n = 24; r2 = 0.4335; p = 0.0005), hipocampo (n = 24; r2 = 0.6214; p < 0.0001)], 

SOD [córtex frontal (n = 24; r2 = 0.3518; p = 0.0023), hipocampo (n = 24; r2 = 0.5320; 

p < 0.0001)], GPx [córtex frontal (n = 24; r2 = 0.6233; p < 0.0001), hipocampo (n = 24; 

r2 = 0.4268; p = 0.0005)], GR [córtex frontal (n = 24; r2 = 0.1929; p = 0.0318), hipocampo 

(n = 24; r2 = 0.3473; p < 0.0024)]. 

A figura 15 mostra a correlação entre a produção de superóxido em partículas 

submitocondriais e dano oxidativo a lipídeos através dos níveis de LPH (15a,b) e dano 

oxidativo a proteínas através dos níveis de proteínas carboniladas (15c,d). O dano oxidativo a 

lipídeos e a proteínas foi positivamente correlacionado com a produção de superóxido em 

partículas submitocondriais.  

 

Figura 15: Correlação entre a produção de superóxido em partículas submitocondriais e níveis de LPH no córtex 

frontal (a) e hipocampo (b); Correlação entre a produção de superóxido em partículas submitocondriais e níveis 

de proteínas carboniladas no córtex frontal (c) e hipocampo (d) dos animais submetidos ao modelo animal de 

mania induzido por OUA. Resultados analisados utilizando teste de correlação de Pearson. 
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Dados da correlação de Pearson entre níveis de LPH x produção de superóxido 

em partículas submitocondriais: [córtex frontal (n = 24; r2 = 0.6095; p < 0.0001), hipocampo 

(n = 24; r2 = 0.3778; p = 0.0014)], níveis proteínas carboniladas [córtex frontal (n = 24; 

r2 = 0.6098; p < 0.0001), hipocampo (n = 24; r2 = 0.4024; p = 0.0002)]. 

 

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL II 

 

A tabela 1 mostra as características encontradas nos participantes da pesquisa. 

Após a triageme as entrevistas, considerando os critérios de inclusão e exclusão, no total, 

foram utilizados 82 participantes, sendo 46 no grupo controle e 36 pacientes. O grupo 

controle se dividiu em 36 do sexo feminino e 10 do sexo masculino, apresentando uma média 

de idade de 35 anos, com 15 anos de estudo, sendo 8 (17,4%) fumantes. Já o grupo composto 

pelos Pacientes com TB se dividiu em 29 do sexo feminino e 7 do sexo masculino, com uma 

média de idade de 45,5 anos, com 12,5 anos de estudo, sendo 11 (30,6%) fumantes. Além 

disso, dentre os Pacientes com TB, 3 se apresentavam características de um episódio de 

mania, 23 apresentaram características de um episódio depressivo, 3 apresentaram 

características mistas e 7 se encontravam em período eutímico. A média de idade para início 

do transtorno nos pacientes foi de 31,44 anos, os quais possuem o transtorno em um tempo 

médio de 12,5 anos. 

A tabela 1 também mostra os dados referentes ao uso de medicação pelos 

Pacientes com TB que participaram da pesquisa. Pode-se observar que dentre os 

medicamentos mais utilizados pelos pacientes, encontravam-se o lítio (30,6%), o Clonazepam 

(27,8%) e a Quetiapina (22,2%). É importante ressaltar que normalmente o tratamento do TB 

pode envolver o uso simultâneo de diferentes medicamentos, portanto, o mesmo paciente 

pode estar fazendo o uso de mais de um medicamento. Alguns pacientes também relataram o 

uso de anticonvulsivantes, tais como Carbamazepina (13,9%), Ácido valpróico (8,3%) e 

Lamotrigina (13,9%). Já os pacientes que utilizavam antidepressivos, 8,3% relataram o uso de 

Bupropiona assim como a mesma porcentagem relatou o uso de Venlafaxina, enquanto 16,7 

% relataram o uso de Sertralina, 13,9% o uso de Citalopram, 13,9% Fluoxetina, 2,8% 

Imipramina e 2,8% Amitriptilina. Além disso, alguns pacientes relataram o uso de 

antipsicóticos. Foi relatado para os antipsicóticos atípicos, 11,1 % do uso de Olanzapina, 

22,2% de Quetiapina e 11,1% de Risperidona, enquanto no uso de antipsicóticos típicos, foi 

relatado o uso de Clorpromazina (8,3%) e Levomepromazina (2,8%). Também foi relatado o 
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uso de benzodiazepíonicos, tais como Alprazolam (19,9%), Diazepam (8,3%) e Clonazepam 

(27,8%). E por fim, 2,8% dos pacientes relataram o uso de Biperideno.  

 

Tabela 1 - Características das amostras 

  Controles (n = 46) Pacientes com TB (n = 36) 

Valor de 

P 

Idade (anos) mediana  (IQR) 35 (44) 45.5 (42) 0.161ª 

Escolaridade (anos), mediana (IQR) 15 (38) 12.5 (25) 0.069ª 

Sexo (F/M) (36/10) (29/7) 0.799b 

Fumante n (%) 8 (17.4) (11) 30.6 0.161b 

Hamilton, n (média ± SD) 46 (1.04 ± 2.24) 

Eutímico: 7 (6.28 ± 4.64)   

Depressivo: 23 (19.82 ± 6.47)  

Maníaco: 3 (7.33 ± 5.13)  

Misto: 3 (17.67 ± 5.03)   

YMRS, n (média ± SD) 46 (0.22 ± 0.72) 

Eutímico: 7 (2 ± 2.88)   

Depressivo: 23 (2.26 ± 2.88)  

Maníaco: 3 (9.33 ± 3.21)  

Misto: 3 (12.66 ± 4.5)   

Idade de início (anos), média ± SD   31.44 ± 11.18   

Duração da condição (anos), mediana (IQR)   12.5 (36)   

Uso de medicação n (%) Pacientes com TB 

Lítio 11 (30.6) 

Anticonvulsivantes 

Carbamazepina: 5 (13.9) 

Ácido Valpróico: 3 (8.3) 

Lamotrigina: 5 (13.9)  

Antidepressivos 

Bupropiona: 3 (8.3) 

Venlafaxina: 3 (8.3) 

Sertralina: 6 (16.7) 

Citalopram: 5 (13.9) 

Fluoxetina: 5 (13.9) 

Imipramina: 1 (2.8) 

Amitriptilina: 1 (2.8) 

Antipsicóticos atípicos 

Olanzapina: 4 (11.1) 

Quetiapina: 8 (22.2) 

Risperidona: 4 (11.1) 

Antipsicóticos típicos 
Clorpromazina: 3 (8.3) 

Levomepromazina: 1 (2.8) 

Benzodiazepínicos 

Alprazolam: 5 (13.9) 

Diazepam: 3 (8.3) 

Clonazepam: 10 (27.8)  

Biperideno  1 (2.8) 

Metilfenidato 2 (5,6) 

Tabela 1: Características sociodemográficas dos pacientes, Scores das escalas de Hamilton e Young, e 

medicações usadas pelos pacientes. 
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A figura 16 mostrou a atividade da GSK-3β nos pacientes com TB quando 

comparados ao grupo controle. É possível observar que não houve diferença significativa 

entre os grupos avaliados. 

 

Figura 16: Atividade de GSK-3β em linfócitos de pacientes com TB e controles saudáveis. Dados avaliados 

através do teste de Mann-Whitney. 

 

Os níveis de 4-HNE em linfócitos de pacientes com TB e controles saudáveis 

podem ser observados na figura 17. É possível observar que houve um aumento nos níveis de 

4-HNE nos pacientes com TB quando comparados ao grupo controle.  

 

  

Figura 17: Níveis de 4-HNE em linfócitos de pacientes com TB e controles saudáveis. Dados avaliados através 

do teste de T de student. *p ≤ 0.05 comparado ao grupo controle. 
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Na figura 18 é possível observar os níveis de 8-ISO em linfócitos de pacientes 

com TB e controles saudáveis. Os pacientes com TB mostraram aumentos nos níveis de 8-

ISO quando comparados ao grupo controle.  

  

Figura 18: Níveis de 8-ISO em linfócitos de pacientes com TB e controles saudáveis. Dados avaliados através 

do teste de T de Student. *p ≤ 0.05 comparado ao grupo controle. 

 

A figura 19 mostra a correlação entre a atividade de GSK-3β e os níveis de 4-

HNE em linfócitos de pacientes com TB e controles saudáveis. Através da análise de 

correlação de Spearman, foi possível observar uma correlação negativa entre esses dois 

parâmetros. Dados da correlação de Spearman entre atividade de GSK-3β x níveis de 4-HNE: 

n = 72; r = 0.6374; p < 0.0001. 

É possível observar na figura 20 a correlação entre a atividade de GSK-3β e os 

níveis de 8-ISO em linfócitos de pacientes com TB e controles saudáveis. É possível observar 

que, através da análise de correlação de Spearman, houve também uma correlação negativa 

entre esses dois parâmetros. Dados da correlação de Spearman entre atividade de GSK-3β x 

níveis de 8-ISO: n = 72; r = 0.6737; p < 0.0001. 
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Figura 19: Correlação entre a atividade de GSK-3β e níveis de 4-HNE em linfócitos de pacientes com TB e 

controles saudáveis. Dados avaliados através do teste de correlação de Spearman. 

 

 

Figura 20: Correlação entre a atividade de GSK-3β e níveis de 8-ISO em linfócitos de pacientes com TB e 

controles saudáveis. Dados avaliados através do teste de correlação de Spearman. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Estudos demonstraram a importância da Na+K+ATPase na fisiopatologia do TB 

(Naylor 1980; Johnston et al., 1980; Reddy et al., 1992). A OUA, um inibidor da 

Na+K+ATPase, induz comportamento do tipo maníaco em ratos, e é considerado um bom 

modelo animal de mania. No presente estudo, o comportamento do tipo maníaco observado 

nos ratos foi através dos aumentos no número de cruzamentos e levantamentos (atividade 

locomotora e exploratória), comportamento de risco (visitas ao centro do campo aberto), e 

comportamentos estereotipados (autolimpeza e limpeza das vibrissas). Além disso, a 

administração do AR-A014418, um inibidor de GSK-3β, reverteu essas alterações 

comportamentais induzidas pela OUA. Resultados semelhantes foram observados em um 

outro estudo de nosso grupo de pesquisa, o qual demonstrou que o AR-A014418 preveniu 

aumentos na atividade locomotora e exploratória de ratos wistar (Valvassori et al., 2017). 

Entretanto, o presente estudo é o primeiro a mostrar os efeitos do AR-A014418 sobre o 

comportamento de risco e comportamentos estereotipados em um modelo animal de mania 

induzido por OUA. No estudo anterior, foi sugerido que os efeitos da OUA são associados 

com a ativação da GSK-3β e que o Li e o VPA exercem efeitos protetores sobre a OUA 

através da inibição de vias de GSK-3β (Valvassori et al., 2017). Diversos estudos têm 

reportado o envolvimento da GSK-3β em comportamentos do tipo maníaco induzidos por 

psicoestimulantes, tais como anfetamina (Chalecka-Franaszek e Chuang, 1999; Beaulieu et 

al., 2004; Xing et al., 2015). Um estudo anterior mostrou que o aumento da neurotransmissão 

dopaminérgica resulta em uma inativação da Akt, e concomitantemente a ativação de GSK-3α 

e GSK-3β. Além disso, inibições genéticas ou farmacológicas de GSK-3 reduz 

significativamente comportamentos locomotores dependentes de dopamina (Beaulieu et al., 

2004). Sui e colaboradores (2013) demonstraram, através de experimentos eletroquímicos, 

que a administração ICV de OUA aumenta a liberação de dopamina no cérebro de ratos. 

Portanto, a inibição de GSK-3β, e consequente modulação do sistema dopaminérgico pode ser 

o mecanismo pelo qual o AR-A014418 está agindo sobre o comportamento do tipo maníaco 

observado no presente estudo. É importante enfatizar que o Li e o VPA, medicamentos padrão 

ouro no tratamento do TB, inibem GSK-3β (Klein e Melton, 1996; Stambolic et al., 1996; 

Hong et al., 1997; Zarate et al., 2006; Maqbool et al., 2015). Juntos, esses estudos sugerem 

que a GSK-3β é um importante alvo para o tratamento do TB. 

No presente estudo, a administração de OUA aumentou os níveis de superóxido 

em partículas submitocondriais no córtex frontal e no hipocampo dos animais. Corroborando 
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com os presentes resultados, outros autores também mostraram que a OUA aumenta os níveis 

de superóxido em partículas submitocondriais (Riegel et al., 2009; Jornada et al., 2011; 

Valvassori et al., 2015). O aumento nos níveis de superóxido em partículas submitocondriais 

induzidos pela OUA podem explicar, ao menos em parte, o dano oxidativo induzido nos 

lipídeos e proteínas observados no presente estudo. Dentro disso, houve uma correlação 

positiva entre o dano oxidativo a lipídeos e proteínas com a produção de superóxido em 

partículas submitocondriais em ambas as estruturas avaliadas. Em acordo com esses 

resultados, estudos anteriores demonstraram que a OUA aumenta os níveis de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e carbonilação de proteínas, marcadores de 

oxidação a lipídeos e proteínas (Riegel et al., 2010; Jornada et al., 2011). Esses resultados 

anteriores, em conjunto com o presente estudo, sugerem que produção de superóxido e dano a 

membrana mitocondrial induzidos pela OUA, afetam a célula por inteiro, podendo levar a 

dano tecidual. 

O presente estudo mostrou que o tratamento com o inibidor de GSK-3β, AR-

A014418, diminuiu o aumento de superóxido em partículas submitocondriais induzido pela 

OUA. Portanto, pode sugerir que há uma relação entre alterações na Na+K+ATPase e dano 

mitocondrial, ambos observados em pacientes com TB. Além de ser encontrada no citosol, a 

GSK-3β também está presente no núcleo celular e na mitocôndria (Hoshi et al., 1996; Diehl et 

al., 1998; Bijur e Jope, 2001). Yan e colaboradores (2015) demonstraram que a fosforilação 

de proteína relacionada a dinamina 1 (Drp1) em serina 40 e serina44, dependente de GSK-3β, 

aumenta a atividade de Drp1 GTPase, induzindo fragmentação mitocondrial. No mesmo 

estudo, os autores mostraram que a inibição da GSK-3β com AR-A014418 diminui a 

fragmentação mitocondrial no cérebro de ratos. É bem descrito na literatura que alterações 

mitocondriais têm um papel essencial em processos de estresse oxidativo (McBride et al., 

2006; Rowlands, 2016). Portanto, pode-se sugerir que o AR-A014418 pode estar protegendo 

a mitocôndria e, consequentemente, diminuindo o aumento nos níveis de superóxido em 

partículas submitocondriais induzidos pela OUA. 

O tratamento com AR-A014418 diminuiu os níveis de LPH e 4-HNE no córtex 

frontal e no hipocampo dos ratos, e os níveis de 8-ISO somente no córtex frontal. É bem 

descrito na literatura que Li e VPA, os quais são inibidores de GSK-3β, também possuem 

propriedades antioxidantes (Li et al., 2016; Valvassori et al., 2017). Estudos anteriores 

demonstraram que o tratamento com Li diminui os níveis de 8-ISO e 4-HNE no cérebro de 

animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por privação do sono (Valvassori et 

al., 2017). É importante ressaltar que o Li e o VPA possuem outros mecanismos de ação; 
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entretanto, pode-se sugerir que os efeitos antioxidantes desses medicamentos podem ser, ao 

menos em parte, através da inibição de GSK-3β. Um estudo in vitro demonstrou que a 

inibição de GSK-3β diminui o estresse oxidativo em células L02 de fígado submetidas ao 

dano oxidativo induzido por H2O2, levando a um aumento da sobrevivência celular (Xing et 

al., 2015). No presente estudo, a inibição de GSK-3β, além de promover efeitos antimaníacos, 

também protegeu o cérebro contra o dano oxidativo a lipídeos. É importante enfatizar que, 

através da correlação de Pearson, foi demonstrada uma correlação positiva entre os níveis de 

superóxido, LPH, 4-HNE, 8-ISO, carbonilação de proteínas e 3-nitrotirosina com 

comportamento do tipo maníaco. 

Pode-se observar que a OUA induz importantes alterações nos sistemas 

antioxidantes enzimáticos. A OUA diminuiu a atividade de CAT e aumentou a atividade de 

SOD, GPx e GR no córtex frontal e hipocampo dos ratos. No presente estudo, houve uma 

associação entre as alterações enzimáticas e comportamentos do tipo maníaco. Foi observada 

uma correlação negativa entre a atividade de CAT e o número de cruzamentos no teste do 

campo aberto; porém, houve uma correlação positiva entre a atividade de SOD, GPx, e GR 

com a atividade locomotora. Em acordo com os resultados do presente estudo, estudos 

anteriores demonstraram que a OUA diminuiu a atividade da CAT e aumentou a atividade de 

SOD no hipocampo e córtex frontal de animais submetidos a um modelo animal de mania 

(Jornada et al., 2011; Brüning et al., 2012; Souza et al., 2014). Ao contrário dos resultados 

observados no presente estudo, Souza et al. (2014) mostraram uma diminuição na atividade da 

GPx após a administração ICV de OUA. Entretanto, é importante observar que no estudo de 

Souza et al. (2014) os efeitos da administração de OUA foram avaliados imediatamente após 

o ICV, ao contrário do presente estudo, que avaliou os efeitos da OUA 7 dias após o ICV. 

Brüning e sua equipe (2012), assim como Brocardo e colaboradores (2010) também 

encontraram resultados diferentes do presente estudo, onde Brüning demonstrou que não 

houve alterações na atividade de GPx e GR após o ICV de OUA, e Brocardo mostrou que 

após o ICV de OUA a atividade de GPx e GR diminuíram. Porém, essas diferenças nos 

resultados podem ser explicadas por diferenças metodológicas, onde no presente estudo as 

análises foram feitas 7 dias após o ICV, e nos outros experimentos foram analisados logo após 

a administração ICV. 

Sabe-se que a GPx e GR estão entre as principais enzimas antioxidantes, as quais 

estão diretamente envolvidas na neutralização das ERO. A GPx remove o H2O2, oxidando a 

GSH reduzida em GSSG (Valko et al., 2007; Andreazza et al., 2012; Birden et al., 2012). Já a 

SOD tem ação por transformar o ânion O2
- em H2O2, e a CAT metaboliza o H2O2, produzindo 
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O2 + H2O, diminuindo o estado redox intracelular (Andreazza et al., 2008). No presente 

estudo, o aumento na atividade de SOD induzido pela OUA pode ser explicado pelo aumento 

na produção de superóxido mitocondrial e, consequentemente, aumentando a atividade de 

GPx. É importante salientar que a OUA aumentou a atividade de GR, que regenera GSH a 

partir de GSSG, com NADPH como fonte de poder redutor. Entretanto, foi demonstrado que 

a OUA diminuiu a atividade de CAT no córtex frontal e hipocampo dos animais. Apesar da 

OUA aumentar os níveis de SOD, GPx e GR, essas enzimas não foram capazes de reverter o 

dano oxidativo a lipídeos e a proteínas induzidos pela OUA. É importante observar que o AR-

A014418 protegeu contra a diminuição na atividade de CAT induzida pela OUA, mas não 

alterou o aumento nas atividades de SOD, GPx e GR induzidos pela OUA. Portanto, pode-se 

sugerir que os efeitos antioxidantes do AR-A014418 sobre a OUA podem estar associados 

com a modulação da atividade de CAT no córtex frontal e hipocampo dos ratos. As enzimas 

antioxidantes parecem trabalhar em conjunto para reverter os danos oxidativos induzidos pela 

OUA. 

Apesar do TB ter início entre a adolescência e início da vida adulta, o diagnóstico 

correto é difícil, demorado e necessita de acompanhamento. Além disso, é comum a 

ocorrência de erros de diagnóstico, onde o paciente bipolar é previamente diagnosticado com 

depressão unipolar. Dentre os pacientes com TB que buscam auxílio profissional durante um 

episódio depressivo, apenas 20% recebem um diagnóstico correto para TB (Goldberg et al., 

2001; Hirschfeld, 2014; Grande et al., 2016). Também é descrito que pode haver um 

aparecimento tardio do transtorno em pacientes do sexo feminino (Leibenluft, 1996; Arnold, 

2003; Guerra e Cali, 2005). Portanto, esses dados podem explicar, ao menos em parte, o 

aparecimento mais tardio do TB encontrado no presente estudo, levando em consideração a 

presença de um maior número de pacientes do sexo feminino na amostra. Além disso, 

também é descrito que os episódios depressivos são mais frequentes do que os episódios de 

mania em pacientes com TB. Também é descrito que pacientes do sexo feminino possuem 

episódios depressivos com uma maior frequência e maior duração do que pacientes do sexo 

masculino (Guerra e Cali, 2005; Silva et al., 2017) corroborando com o presente estudo, que 

apresentou um maior número de pacientes com características de depressão. Porém, deve-se 

levar em consideração o tamanho da amostra antes de obter conclusões mais precisas. Sendo 

assim, mais estudos são necessários para melhor observar a ocorrência, frequência e duração 

de cada episódio em ambos os sexos. 

O tratamento do TB envolve a confirmação de diagnóstico de mania ou 

hipomania, assim como definir o estado de humor em que o paciente se encontra. Além disso, 
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diversos fatores podem interferir no tratamento psicológico e farmacológico do paciente, tais 

como comorbidades e efeitos colaterais dos medicamentos (Grande et al., 2014). Os 

medicamentos mais comuns para o tratamento agudo de mania e depressão são os 

estabilizadores de humor e antipsicóticos, sendo que os antipsicóticos podem possuir um 

início de ação mais rápida quando comparados a outros medicamentos (Grande e Vieta, 2015; 

Goikolea et al., 2013). É descrito na literatura que o Li (estabilizador de humor) e a quetiapina 

(antipsicótico) são altamente recomendados também no tratamento a longo prazo para 

pacientes com TB (Miura et al., 2014). Corroborando com esses dados, no presente estudo foi 

observado que, dentre os três medicamentos mais utilizados pelos pacientes, encontravam-se 

o Li e a quetiapina. Outro medicamento que se encontrou entre os três mais usados no 

presente estudo, foi o clonazepam. Apesar da controvérsia sobre os riscos e benefícios do uso 

de benzodiazepínicos, esses medicamentos são usados em 25-90% dos pacientes com TB 

(Perlis et al., 2010; Bjorklund et al., 2016). Entretanto, é descrito que pacientes que fazem uso 

prolongado de benzodiazepínicos, como o clonazepam, podem se tornar dependentes, 

sugerindo que o tratamento com essa classe de medicamentos deve acontecer de forma 

restritiva (Wingard et al., 2018). 

Assim como já citado anteriormente, vem sendo descrito que a GSK-3 está 

envolvida na patogênese do TB. Klein e Melton (1996) descreveram que a GSK-3β é um dos 

alvos de ação do Li, através de um mecanismo de inibição por competição de magnésio. São 

descritos pelo menos 50 substratos de GSK-3β que são moduladores chave em diversos 

processos relacionados com função neuronal, sendo o mais proeminente deles as moléculas 

Wnt (Jones et al., 2020). A via Wnt (figura 21) facilita processos como diferenciação e 

proliferação neuronal através de inibição da GSK-3β, o que leva a uma translocação nuclear 

de β-catenina e uma subsequente ativação de diversos fatores de transcrição envolvidos em 

síntese de BDNF, modulação de processos inflamatórios e regulação do ritmo circadiano 

(Valvezan e Klein, 2012). Pandey et al. (2015) observou uma diminuição de mRNA β-

catenina em regiões pré-frontais dorsolaterais e temporais de pacientes com TB. O presente 

estudo avaliou a atividade de GSK-3β em pacientes com TB, entretanto não observou 

diferença significativa quando comparado ao grupo controle. É descrito na literatura que o 

tratamento com Li leva a inibição de GSK-3β em CMSP de pacientes com TB (Souza et al., 

2015a,b). Além disso, outros medicamentos, como o VPA, carbamazepina, assim como 

antipsicóticos atípicos, possuem ação modulatória sobre a GSK-3β (Pandey et al., 2015; 

Muneer, 2017; Jones et al., 2020). Em adição, antidepressivos da classe dos inibidores 

seletivos da recaptação de serotonina (ISRS) mostraram interagir com cascatas de Wnt/GSK-



58 

 

3β (Pilar-Cúellar et al., 2014). No presente estudo, os pacientes se encontravam em 

tratamento com um ou mais medicamentos, tais como o Li, VPA, carbamazepina, 

antipsicóticos atípicos como quetiapina e olanzapina, e também ISRS como risperidona, 

fluoxetina e sertralina. Essas informações podem explicar, ao menos em parte, o fato de não 

ter sido observado diferença significativa na atividade da GSK-3β entre os pacientes com TB 

e o grupo controle. 

 

Figura 21: Via Wnt/GSK-3. Tem início no meio extracelular, através do ligante WNT, se propagando para o 

meio intracelular através de processos de sinalização envolvendo participantes representados acima. Vários 

estímulos, tais como o WNT, podem induzir a dissociação da β-Catenina, como também o seu transporte para 

dentro do núcleo. No interior do núcleo, a β-Catenina associada aos fatores de transcrição TCF4 e ao cofator 

CBP, tem a capacidade de estimular a transcrição gênica. Na presença do alelo TCF4-DN (uma mutação do 

TCF4), pode inibir a transcrição gênica. Louro et al., 2004. 

 

Conforme já descrito anteriormente quando os níveis de ERO superam os 

mecanismos de defesa antioxidante do organismo, ocorre EO, o que pode levar a oxidação de 

proteínas e peroxidação lipídica, se tornando uma ameaça para as células, pois pode levar a 

morte celular (Chen et al., 2015; Rana e Singh, 2018). Essas alterações celulares levam a 

formação de substâncias, que podem ser consideradas biomarcadores para a presença de dano 

oxidativo, tais como 4-HNE e 8-ISO (Lantos et al., 1994). 
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Estudos em humanos e animais têm demonstrado a presença de EO associado com 

as mudanças de humor observadas no TB. Marcadores com 4-HNE, 8-ISO e carbonilação de 

proteínas normalmente encontram-se aumentados em pacientes com TB durante um episódio 

de mania quando comparados com controles saudáveis (Sigitova et al., 2017). O mesmo se 

observa em níveis de malondialdeído (uma substância reativa ao ácido tiobarbitúrico) e 

hidroperóxido lipídico (LPH), os quais se observa um aumento durante episódios de mania 

em pacientes com TB (Rowland et al., 2018). Esses resultados se apresentam de forma similar 

quando realizados estudos utilizando modelos animais de mania (Jornada et al., 2010; Dal-

Pont et al., 2019). Estudos vêm sugerindo que a GSK-3β possui um papel importante no 

estresse oxidativo (Beurel et al., 2014). O presente estudo mostrou uma correlação entre a 

modulação de GSK-3β, observada através do tratamento com AR-A014418, e os parâmetros 

de estresse oxidativo avaliados nos animais. Além disso, presente estudo encontrou um 

aumento nos níveis de 4-HNE e 8-ISO no sangue dos pacientes, sugerindo a presença de dano 

oxidativo. Entretanto, quando os níveis de 4-HNE e 8-ISO foram correlacionados com a 

atividade de GSK-3β, o que se observou foi uma correlação negativa, ou seja, quando um 

aumenta, o outro diminui. É descrito na literatura que outros mecanismos podem levar a dano 

oxidativo, tais como vias de proteína quinase C (PKC) (Steckert et al., 2012; Dal-Pont et al., 

2019).  

A PKC possui um papel fundamental na regulação e liberação de 

neurotransmissores, assim como na excitabilidade neuronal, o que a torna extremamente 

importante na modulação da plasticidade sináptica e da expressão gênica (Diazgranados e 

Zarate, 2008; Abrial et al., 2011). Abrial et al. (2013) descreve que a ativação da PKC induz 

comportamentos do tipo maníaco, assim como sua inibição produz efeitos antimaníacos. A 

inibição da enzima Sódio-Potássio de Adenosina Trifosfatase (Na+/K+-ATPase) através da 

administração intracerebroventricular de ouabaína (OUA) induz a despolarização e 

subsequente excitação neuronal, o que leva a um aumento dos níveis de Ca2+ intracelular via 

sistema de troca Na+–Ca2+ e liberação de neurotransmissores (Scheiner-Bobis, 2002; Albers e 

Siegel, 2012). Essas alterações na Na+/K+-ATPase podem ativar cascatas de sinalização, como 

por exemplo PKC e GSK-3, as quais podem modular alterações comportamentais em roedores 

(Valvassori et al., 2017; Dal-Pont et al., 2019). Esses eventos moleculares podem estar 

associados com a hiperatividade em ratos e episódios de mania em pacientes com TB 

(Jornada et al., 2011; Banerjee et al., 2012; Dal-Pont et al., 2019). A quercetina é um flavonol 

que contém uma estrutura polifenólica que elimina os radicais livres e, portanto, atua como 

antioxidante, além de exibir inibição pleiotrópica inespecífica da PKC (Russo et al., 2014). 
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Kanazawa et al. (2016) mostraram que a administração de querectina é capaz de reverter 

aumento de peroxidação lipídica no cérebro de roedores submetidos a um modelo animal de 

mania. A administração de TMX em modelos animais de mania é capaz de reverter e prevenir 

EO, sugerindo que a presença de EO pode estar mesmo relacionada com efeitos originados de 

cascatas de sinalização de PKC (Steckert et al., 2012). Portanto, os pesquisadores acreditam 

que, apesar da influência da GSK-3β em mecanismos de estresse oxidativo, no presente 

estudo essas alterações nos níveis de 4-HNE e 8-ISO nos pacientes não estejam associadas, ou 

pelo menos não somente associadas, com alterações na atividade de GSK-3β, mas sim com 

outras vias de sinalização, como por exemplo, vias de PKC. 

A tabela 2 mostra uma breve comparação entre os dois experimentos realizados 

no presente estudo. 

 

Tabela 2: Resultados do experimento relacionado aos efeitos do AR-A014418 sobre parâmetros 

comportamentais e bioquímicos em ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido por OUA; Resultados 

do experimento avaliando atividade de GSK-3β e parâmetros de dano oxidativo em pacientes com TB. 
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De forma geral, foi observado nos animais alterações comportamentais similares a 

um episódio de mania, assim como um aumento nos parâmetros de estresse oxidativo. Nos 

pacientes com TB, apesar de não ter sido encontrado diferença significativa na atividade de 

GSK-3β quando comparados ao grupo controle, foi observado níveis aumentados de 4-HNE e 

8-ISO, indicando a presença de dano oxidativo. Os animais, quando tratados com o inibidor 

de GSK-3β, AR-A014418, mostraram uma normalização tanto dos parâmetros 

comportamentais, quanto dos parâmetros de estresse oxidativo de forma geral, sugerindo um 

envolvimento da GSK-3β nesses mecanismos. Já os pacientes, mesmo sem diferença 

significativa na atividade da GSK-3β quando comparados com o grupo controle, ainda sim 

apresentaram aumentos nos níveis dos dois biomarcadores de dano oxidativo avaliados, 

sugerindo que neste caso, possa haver outras vias de sinalização envolvidas nesses 

mecanismos, conforme especulado, vias de PKC. Entretanto, sabe-se que no organismo não 

existe apenas uma via trabalhando, mas sim, vários sistemas que trabalham em conjunto para 

um bom funcionamento do organismo.  

Como limitações do estudo, existem alguns pontos importantes, que talvez 

possam ser abordados em uma outra pesquisa, como: a inclusão de fêmeas, que hoje em dia se 

sabe da importância de avaliar ambos os sexos nas pesquisas, entretanto, no início do estudo 

ainda era costume utilizar apenas machos para maior homogeneidade da amostra; e avaliar os 

efeitos da OUA após 14 dias sobre os parâmetros avaliados, uma vez que é descrito que a 

OUA após 14 dias induz comportamentos do tipo depressivo nos animais, caracterizando o 

outro episódio do TB. 

Portanto, apesar de não ter sido encontrado uma correlação da atividade de GSK-

3β com os biomarcadores de dano oxidativo nos pacientes, e com algumas limitações que 

podemos encontrar no estudo, não se pode descartar esta enzima como um possível alvo 

terapêutico para o TB. Sendo assim, é de extrema importância que se façam mais estudos 

avaliando esses mecanismos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Na parte pré-clínica do presente estudo, foi observado que a OUA levou a 

alterações comportamentais nos animais, semelhantes às de um episódio de mania, assim 

como favoreceu o estresse oxidativo. Foi observado que o tratamento com o AR-A014418 

normalizou essas alterações induzidas pela OUA, sugerindo um envolvimento da GSK-3β 

nesses mecanismos. Cabe ressaltar que esse foi o primeiro estudo avaliando os efeitos do AR-

A014418 sobre parâmetros de estresse oxidativo em um modelo animal de mania induzido 

por OUA. Já na parte clínica, não foi observado diferença significativa na atividade de GSK-

3β entre os pacientes com TB e os controles saudáveis. Esse fato pode ser associado ao 

tratamento com diferentes medicações, as quais podem modular a atividade da GSK-3β. Além 

disso, foi observado um aumento nos biomarcadores de dano oxidativo nos pacientes, o qual 

pode ser atribuído a outros mecanismos intracelulares, paralelos a GSK-3β. Entretanto, isso 

não descarta a importância de se estudar a GSK-3β como um possível alvo terapêutico para o 

TB. 

O presente estudo permitiu caracterizar melhor a influência da GSK-3β em 

alterações comportamentais e bioquímicas envolvidas no TB. Compreender mecanismos 

fisiológicos envolvidos em transtornos psiquiátricos é uma tarefa extremamente difícil, que 

demanda de muito esforço e recursos. Sendo assim, é de extrema importância que se façam 

mais estudos para melhor caracterizar esses mecanismos. 
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APÊNDICE A – TERMO DE CONSCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – TCLE 

 

Título da Pesquisa: Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre parâmetros comportamentais e 

bioquímicos no Transtorno Bipolar. 

 

 

Objetivo: Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre parâmetros comportamentais e 

bioquímicos no Transtorno Bipolar. 

 

Período da coleta de dados: 10/02/2017 a 30/06/2020 

Tempo estimado para cada coleta: 1 hora 30 minutos 

Local da coleta: Clínicas Integradas da UNESC  

 

Pesquisador/Orientador: Samira da Silva Valvassori Telefone: 48 3431-2792 

Pesquisador/Acadêmico: Gustavo Colombo Dal Pont Telefone: 48 3431-2643 
 

 

Como convidado(a) para participar voluntariamente da pesquisa acima intitulada e 

aceitando participar do estudo, declaro que: 

Poderei desistir a qualquer momento, bastando informar minha decisão diretamente 

ao pesquisador responsável ou à pessoa que está efetuando a pesquisa. 

Por ser uma participação voluntária e sem interesse financeiro, não haverá nenhuma 

remuneração, bem como não terei despesas para com a mesma. No entanto, fui orientado(a) 

da garantia de ressarcimento de gastos relacionados ao estudo. Como prevê o item IV.3.g da 

Resolução CNS 466/2012, foi garantido a mim (participante de pesquisa) e ao meu 

acompanhante (quando necessário) o ressarcimento de despesas decorrentes da participação 

no estudo, tais como transporte, alimentação e hospedagem (quando necessário) nos dias em 

que for necessária minha presença para consultas ou exames. 

Foi expresso de modo claro e afirmativo o direito de assistência integral gratuita 

devido a danos diretos/ indiretos e imediatos/ tardios pelo tempo que for necessário a mim 

(participante da pesquisa), garantido pelo(a) pesquisador(a) responsável (Itens II.3.1 e II.3.2, 

da Resolução CNS nº 466 de 2012). 

Estou ciente da garantia ao direito à indenização diante de eventuais danos 

decorrentes da pesquisa (Item IV.3.h, da Resolução CNS nº 466 de 2012). 

Os dados referentes a mim serão sigilosos e privados, preceitos estes assegurados 

pela Resolução nº 466/2012 do CNS - Conselho Nacional de Saúde - podendo eu solicitar 

informações durante todas as fases da pesquisa, inclusive após a publicação dos dados obtidos 

a partir desta. 

 

Para tanto, fui esclarecido(a) também sobre os procedimentos, riscos e benefícios, a 

saber: 
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DETALHES DOS PROCEDIMENTOS QUE SERÃO UTILIZADOS NA PESQUISA 

Na triagem será realizado uma entrevista estruturada para dados de identificação, 

sociodemográficos, nascimento e desenvolvimento infantil, histórico de doenças e hábitos de 

vida, em seguida será confirmado o diagnostico pela SCID-I. Será coletado 10 ml de sangue 

periférico para a avaliações laboratoriais bioquímicas. 

 

RISCOS 

Os eventos adversos mais comuns são relacionados à venopunção, tais como hipotensão, 

sonolência, tontura e formação de hematoma no local. Também podem surgir reações 

emocionais devido as perguntas das escalas. Em caso de necessidade de acolhimento e escuta 

qualificada, este será providenciado pelos pesquisadores responsáveis pela pesquisa, e serão 

feito os encaminhamentos necessários. 

 

BENEFÍCIOS 

Sem benefícios direto para o paciente. 

 

Declaro ainda, que tive tempo adequado para poder refletir sobre minha participação 

na pesquisa, consultando, se necessário, meus familiares ou outras pessoas que possam me 

ajudar na tomada de decisão livre e esclarecida, conforme a resolução CNS 466/2012 item 

IV.1.C. 

 

Diante de tudo o que até agora fora demonstrado, declaro que todos os 

procedimentos metodológicos e os possíveis riscos, detalhados acima, bem como as minhas 

dúvidas, foram devidamente esclarecidos, sendo que, para tanto, firmo ao final a presente 

declaração, em duas vias de igual teor e forma, ficando na posse de uma e outra sido entregue 

ao(à) pesquisador(a) responsável (o presente documento será obrigatoriamente assinado na 

última página e rubricado em todas as páginas pelo(a) pesquisador(a) responsável/pessoa por 

ele(a) delegada e pelo(a) participante/responsável legal).  

 

Em caso de dúvidas, sugestões e/ou emergências relacionadas à pesquisa, favor 

entrar em contato com o(a) pesquisador(a) Gustavo Colombo Dal Pont pelo telefone 48 3431-

2643 e/ou pelo e-mail bipolar@unesc.net  

 

Em caso de denúncias, favor entrar em contato com o Comitê de Ética – 

CEP/UNESC (endereço no rodapé da página). 

 

O Comitê de Ética em Pesquisa em Humanos (CEP) da Unesc pronuncia-se, no 

aspecto ético, sobre todos os trabalhos de pesquisa realizados, envolvendo seres humanos. 

Para que a ética se faça presente, o CEP/UNESC revisa todos os protocolos de pesquisa 

envolvendo seres humanos. Cabe ao CEP/UNESC a responsabilidade primária pelas decisões 

sobre a ética da pesquisa a ser desenvolvida na Instituição, de modo a garantir e resguardar a 

integridade e os direitos dos voluntários participantes nas referidas pesquisas. Tem também 

papel consultivo e educativo, de forma a fomentar a reflexão em torno da ética na ciência, 

bem como a atribuição de receber denúncias e requerer a sua apuração. 
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ASSINATURAS 

Voluntário(a)/Participante 

 

 

 

 

_____________________________________

_ 

Assinatura 

 

Nome: 

_________________________________ 

CPF: ______.______.______ - ____ 

Pesquisador(a) Responsável 

 

 

 

 

_____________________________________

_ 

Assinatura 

 

Nome: 

_________________________________ 

CPF: ______.______.______ - ____ 

 

Criciúma (SC), ___ de _______________ de 20___. 
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APÊNDICE B – DEVOLUÇÃO AOS PARTICIPANTES 

 

APÊNDICE - F 

 

 

 

 

 

AMBULATÓRIO DE PESQUISA EM TRANSTORNO BIPOLAR 

 

Declaramos que ____________________________________ esteve presente nas 

Clinicas Integradas da UNESC no dia ____ do mês de ________________de 201__ 

participou como voluntário(a) em pesquisa do Ambulatório de Transtorno Bipolar. 

Após a aplicação dos procedimentos descritos e apresentados no Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido com base na resolução nº 466 de 2012, o 

paciente demonstrou interesse e/ou necessidade de encaminhamento para 

atendimento__________________________________________________________

_________________________. 

 

Criciúma, ___ de ____________ de 201__. 

 

 
____________________________              ____________________________ 
         Acadêmico responsável                                      Voluntário 

 
 

_________________________________ 

Professor Responsável 
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AMBULATÓRIO DE PESQUISA EM TRANSTORNO BIPOLAR 

 

Declaramos que ____________________________________ esteve presente 

nas Clinicas Integradas da UNESC no dia ____ do mês de 

________________de 201__ participou como voluntário(a) em pesquisa do 

Ambulatório de Transtorno Bipolar. Após a aplicação dos procedimentos 

descritos e apresentados no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o 

paciente não apresentou necessidade de encaminhamento ou abordagem 

emergencial, com base na resolução nº 466 de 2012.  

 

 

 

 

Criciúma, ___ de ____________ de 201__. 

 

 
____________________________              ____________________________ 
         Acadêmico responsável                                      Voluntário 

 
 
 

_________________________________ 

Professor Responsável 
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ANEXO I – CARTA DE APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 

ANIMAIS 
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ANEXO II – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA DE PESQUISA E 

HUMANOS 
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UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE – UNESC 

PRÓ-REITORIA ACADÊMICA - PROACAD 

DIRETORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde (Mestrado e Doutorado) 

Recomendado pela CAPES – Homologado pelo CNE – Portaria Nº 609 de 14.03.2019 
 

 
 

PARECER 
 

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado de Coordenação do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde (Mestrado e Doutorado) reuniram-se para 

realizar a arguição da Tese de DOUTORADO apresentada pelo candidato Gustavo Colombo 

Dal Pont, sob o título “ENVOLVIMENTO DA GLICOGÊNIO SINTASE QUINASE 3 

NO TRANSTORNO BIPOLAR: UMA PESQUISA TRANSLACIONAL” do Curso de 

Pós-graduação em Ciências da Saúde da Universidade do Extremo Sul Catarinense – UNESC. 

Após haver analisado o referido trabalho e arguido o candidato, os membros são de 

parecer pela “APROVAÇÃO” da Tese. 

 

Criciúma, SC, 30 de março de 2021. 

 

___________________________________________________________ 

Profa. Dra. ALEXANDRA IOPPI ZUGNO 

Membro Relator – UNESC 

 

 
___________________________________________________________ 

Profa. Dra. JOSIANE BUDNI 

Membro Interno – UNESC 

 
__________________________________________________________ 

Profa. Dra. DANIELLE MACEDO 

Membro Externo – UFC 

 

 
___________________________________________________________ 

Prof. Dr. IVES CAVALCANTE PASSOS 

Membro Externo – UFRGS 
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_________________________________                                        

  Profa. Dra. Samira da Silva Valvassori                       Prof. Dr. Felipe Dal Pizzol 

         Orientadora                                               Coordenador do PPGCS 

 


