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RESUMO

O Transtorno Bipolar (TB) é um transtorno crénico e recorrente, caracterizado por alteracfes
de humor, o qual tem como marco clinico a presenca de um ou mais episodios de mania.
Estudos mostraram alteragdes no volume cerebral de pacientes com TB, que podem sofrer
perda e/ou atrofia neuronal em regiGes como cortex pré-frontal e hipocampo. Estudos também
sugerem um envolvimento da enzima sodio-potassio de adenosina trifosfatase
(Na"K*ATPase) na fisiopatologia do TB. A atividade da Na*K*ATPase pode ser inibida pela
ouabaina (OUA), o que pode ativar cascatas de sinalizacdo, como da glicogénio sintase
quinase 3 (GSK-3). Além disso, pode induzir danos fisioldgicos como estresse oxidativo. A
modulacdo de GSK-3 pode atenuar alteracdes comportamentais em modelos animais. O AR-
A014418 (inibidor da GSK-3) modula comportamentos em modelos animais em estudos de
TB. Objetivou-se com o presente estudo investigar os efeitos do AR-A014418 sobre
parametros comportamentais e bioquimicos em um modelo animal de mania induzido por
OUA, assim como a atividade de GSK-3f3 e parametros de estresse oxidativo em células de
pacientes com TB. O experimento foi dividido em duas etapas: Desenho experimental | (pré-
clinico), e desenho experimental Il (clinico). No desenho experimental I, 32 ratos Wistar
foram submetidos a um modelo animal de mania induzido por injegéo intracerebroventricular
(ICV) de OUA, e tratados com uma Unica injecdo ICV de AR-A014418. Nesse protocolo,
foram avaliadas as alteracdes comportamentais, assim como parametros de estresse oxidativo,
sendo eles a producao de superoxido em particulas submitocondriais, niveis de hidroperéxido
lipidico (LPH), 4-hidroxinonenal (4-HNE), 8-isoprostano (8-1SO), carbonilacdo de proteinas,
3-nitrotirosina, assim como a atividade de superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), no cértex frontal e no hipocampo dos
animais. No desenho experimental Il, foram utilizados linfocitos de pacientes com TB e
controles saudaveis, e posteriormente avaliados a atividade de GSK-3p e parametros de
estresse oxidativo, sendo eles os niveis de 4-HNE e 8-1SO. No desenho experimental I, foi
observado que a administracdo OUA induziu comportamento do tipo maniaco nos animais, o
qual foi revertido pela administracdo de AR-A014418. Além disso, a OUA aumentou 0s
niveis de superoxido de particulas submitocondriais, LPH, 4-HNE, 8-1SO, proteinas
carboniladas, 3-nitrotirosina e atividade SOD, GPx, e GR no cértex frontal e hipocampo dos
animais. Em geral, o tratamento com AR-A014418 reverteu os efeitos da OUA sobre todos os
pardmetros avaliados, com excecdo das atividades de GPx e GR. Além disso, a OUA

diminuiu a atividade da CAT e o0 AR-A014418 aumentou a atividade dessa enzima em ambas



as estruturas avaliadas. No desenho experimental Il foram avaliados um total de 82
participantes, sendo 46 do grupo controle e 36 pacientes com TB. N&ao foi observado
diferenca significativa na atividade de GSK-3pB entre os pacientes e o grupo controle. No
entanto, foi observado um aumento dos biomarcadores de dano oxidativo 4-HNE e 8-1SO nos
pacientes com TB quando comparados ao grupo controle. Ao analisar a correlacéo estatistica,
observou-se uma correlagdo negativa entre os dois biomarcadores e a atividade da GSK-3p.
Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que a inibicdo da GSK-3B pode
modular comportamento tipo-maniaco. Também pode ser sugerido que a inibicdo da GSK-3f3
pode ser efetiva contra estresse oxidativo. Apesar de ndo ter sido observado diferenca
significativa na atividade de GSK-3p entre pacientes e controles, o presente estudo permitiu
observar a relacdo entre a sua atividade e alteracdes biologicas que acontecem nos pacientes
com TB, bem como entender melhor a importancia desses mecanismos. Entretanto mais
estudos sdo necessarios para melhor elucidar esses mecanismos, assim como Sa0 Necessarios

para melhor caracterizar o papel da GSK-3p e sua influéncia no TB.

Palavras-chave: Transtorno Bipolar; Ouabaina; 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-3p activity and oxidative stress parameters in cells of
BD patients. This study was divided into two parts: experimental design | (preclinical) and
experimental design Il (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 (8-1SO), 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 Il, were used lymphocytes of BD
patients and healthy controls, and after evaluated the activity of GSK-3p and oxidative stress
parameters, being them 4-HNE and 8-I1SO 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, 8-1SO, 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 Il were evaluated 82 participants, being



46 healthy controls and 36 BD patients. Did not was observed significant difference in the
GSK-3p activity between BD patients and healthy controls. However, was observed increases
in the 4-HNE and 8-1SO 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-3p. In conclusion, the results founded in the present study
suggest that the inhibition of GSK-3B can modulate manic-like behavior. Also, can be
suggested that the inhibition of GSK-3B can be effective against oxidative stress. Although
did not was observed significant difference in the GSK-3p 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-3p and

your influence in BD better.

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



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

3-Nitro: 3-nitrotirosina

4-HNE: 4-hydroxynonenal

8-1SO: 8-isoprostano

ACSF: liquido cefalorraquidiano artificial (do inglés: artificial cerebropsinal fluid)
AR-A014418: N-(4-metoxibenzil)-N'-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-ureia

BDNF: fator neurotrofico derivado do cérebro (do inglés: brain-derived neurotrophic fator)
CAT: catalase

CMSP: células mononucleares do sangue periférico

EO: estresse oxidativo

ERK: quinase regulada por sinal extracelular (do inglés: extracellular signal-regulated
kinases)

ERN: espécies reativas de nitrogénio

ERO: espécies reativas de oxigénio

FDA: Food and Drug Administration

GPx: glutationa peroxidase

GR: glutationa redutase

GSH: glutationa reduzida

GSK-3: glicogénio sintase quinase 3

GSSG: glutationa oxidada

H>0>: peréxido de hidrogénio

ICV: intracerebroventricular

ISRS: inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina

Li: litio

LPH: Hidroperdxido lipidico (do inglés: lipid hydroperoxide)

mTOR: proteina alvo da rapamicina em mamiferos (do inglés: mammalian target of
rapamycin)

Na*K*ATPase: sddio-potassio de adenosina trifosfatase

OMS: Organizagdo Mundial de Saude

ON: Oxido nitrico

ONOO: peroxinitrito

OUA: ouabaina

PKC: proteina quinase C (do inglés: protein kinase C)



SNC: sistema nervoso central

SOD: superoxido dismutase

TB: transtorno Bipolar

UNESC: Universidade do Extremo Sul Catarinense

VPA: valproato de sddio
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1 INTRODUCAO

1.1 O TRANSTORNO BIPOLAR

O Transtorno Bipolar (TB) € um transtorno cronico e recorrente, caracterizado por
alteracbes de humor, o qual pode ser subdividido em tipo | (episddios de mania intercalados
por episodios de depressao) ou tipo Il (episédios de hipomania intercalados por episodios de
depressdo), os quais podem ocorrer de forma mista ou isolada, assim como periodos de
eutimia (Keck et al., 2001; Murray et al., 2011; American Psychiatric Association, 2013).
Além disso, também existe o Transtorno Ciclotimico, onde o paciente apresenta sintomas
hipomaniacos que ndo contemplam os critérios para diagnostico de um episddio hipomaniaco,
assim como sintomas depressivos que ndo contemplam os critérios para diagnosticar um
episodio depressivo (American Psychiatric Association, 2013; Bosaipo et al., 2017).

A idade média para o inicio dos sintomas é de 18 anos para o tipo |, enquanto para
o tipo Il é de 25 anos (Bosaipo et al., 2017). O TB afeta 1 a 3% da populacdo mundial,
apresentando no Brasil uma prevaléncia geral de 2,1%, sendo que do tipo | apresenta
prevaléncia de 0,9%, enquanto o TB do tipo Il prevaléncia 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-Il que acabam desenvolvendo um episédio de Mania e, consequentemente, tém o
diagnostico alterado para TB-I varia entre 5 e 15%. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), ficando apenas atrds da depressdo e esquizofrenia, o0 TB é a sexta maior causa de
incapacidade e a terceira entre as doencas mentais (Costa, 2008). Além disso, por conta da
troca constante entre os episddios de humor, o TB é acompanhado de danos ocupacionais e
psicossociais (Yasuyama et al., 2017).

O marco clinico para o diagndstico do TB, segundo os critérios do DSM-V
(2013), é a presenca de um ou mais episodios de mania, onde o paciente apresenta humor
elevado, irritdvel ou expansivo, autoestima elevada, reducdo da necessidade do sono, fuga de
ideias, entre outras caracteristicas, as quais devem persistir por um tempo minimo de uma
semana. Os sintomas dos episddios hipomaniacos se assemelham aos de um episddio
maniaco, porém diferem na intensidade e duracdo de cada um, ndo causando prejuizo
funcional e ndo havendo necessidade de hospitalizacdo. Em contrapartida, durante um
episodio depressivo, 0 paciente apresenta humor deprimido na maior parte do dia, diminuigdo
de interesse ou prazer nas atividades, diminuicdo da capacidade de concentragdo, perda de

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

Apesar dos avancos nos estudos, a fisiopatologia do TB ainda ndo é totalmente
compreendida. Estudos de neuroimagem estrutural mostraram alteragdes no volume cerebral
de pacientes com TB, sugerindo que esses pacientes podem sofrer de perda e/ou atrofia
neuronal em regides como cortex pré-frontal e temporal, amigdalas, entre outras (Altshuler et
al., 1991; Sheline et al., 1998; Blumberg et al., 1999; Frey et al., 2004). Além disso, sdo
observadas anormalidades neuroanatomicas em pacientes com TB, tais como alargamento dos
ventriculos e perda de massa cinzenta no hipocampo (Otten e Meeter, 2015; Hallahan et al.,
2016).

O TB possui uma etiologia multifatorial, onde sdo encontrados fatores genéticos e
ambientais, assim como sistemas e vias de sinalizacdo intracelular que podem modular esse
transtorno, e levando a diversas alteragdes fisiologicas, tais como disfung¢fes mitocondriais,
inflamacéo 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 disfuncdo monoaminérgica, assim como
alteragOes epigenéticas (as quais incluem diversos mecanismos que podem alterar a expressao
génica sem modificar a sequéncia do DNA) (Haase e Brown, 2014; Jun et al., 2014,
Guintivano e Kaminsky, 2014; Pefia et al., 2014). Além dessas hipdteses, estudos também
sugerem um envolvimento da sodio-potassio de adenosina trifosfatase (Na*K*ATPase) na
fisiopatologia do TB (Traub e Lichtstein, 2000).

1.2.1 Na*K*ATPase

A Na'K*ATPase ¢ uma enzima de membrana presente em células eucari6ticas,
responsavel pelo transporte dos ions de potassio (K*) para o interior da célula, e
bombeamento dos ions de sédio (Na*) para o meio extracelular (Clausen et al., 2017). Esta
enzima € um hetero-oligbmero composto por dois polipeptideos principais, sendo eles as
subunidades o e 3 (Blanco e Mercer, 1998). Estudos anteriores demonstraram que alteragoes
nas isoformas a da Na*K*ATPase podem provocar mudangas comportamentais, tais como
aumento (al) ou diminuicdo (a2) 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 cardiacos,

como por exemplo, a ouabaina (OUA) e a digoxina (Lichtstein et al., 2018). A inibicdo da
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Na*K*ATPase pode resultar na ativacdo de cascatas de sinalizagdo, como por exemplo,
quinase regulada por sinal extracelular (ERK), Akt, glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3),
proteina alvo da rapamicina em mamiferos (m-TOR), entre outras (Kim et al., 2013;
Lichtstein et al., 2018). Essas alteracbes podem levar a crescimento e proliferacdo celular,
geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), inflamacéo, entre outras alteracdes (Xie et
al., 1993; Xie e Cai, 2003).

1.2.2 Estresse Oxidativo

As EROs sdo compostos quimicos que possuem elétrons desemparelhados
contendo uma molécula de oxigénio que atua como metabdlitos reativos e radicais livres.
Quando os niveis de ERO superam os mecanismos de defesa antioxidante do organismo,
ocorre 0 chamado estresse oxidativo (EO), o que pode ser considerado uma ameaga para as
células, levando a oxidacdo de proteinas e peroxidacdo lipidica (Chen et al., 2015; Rana e
Singh, 2018). Esses danos celulares podem ser observados através de marcadores, como 4-
hydroxynonenal (4-HNE), 8-isoprostano (8-1SO) e morte celular (Lantos et al., 1994;
Bavaresco et al., 2018).

A mitocdndria exerce um papel importante na producédo de energia para as células,
e disfuncbes nessa organela sd&o muito estudadas na fisiopatologia de transtornos
psiquiatricos, 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
mitocondria ocorre um fendmeno chamado fosforilacdo oxidativa, o qual leva a producédo de
ERO (Marnett, 1999; Berk et al., 2011). O 6xido nitrico (ON) e o peroxinitrito (ONOO") sdo
exemplos de espécies reativas de nitrogénio (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 reacdo do anion superoxido e do ON, é biomarcador especifico 3-
nitrotirosina (3-Nitro) (Beurel e Jope, 2006).

Estudos sugerem que as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a
glutationa sdo eficazes no sistema de defesa antioxidante primario (Figura 1) em transtornos
psiquiatricos, 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 remoc¢éo do H.O». Através
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da utilizacdo de NADPH como poder redutor, a GR faz a regeneracdo da GSH a partir da
GSSG (Pero et al., 1990; Davies, 1995; de Sousa et al., 2014).

0,

|

Mitochondria
P 450 oxidases

\

02.

X

CAT "

o c
OH*
|
H,0

Figura 1: Sistema de defesa antioxidante enziméatico. A SOD catalisa a dismutagdo do radical superoxido (+O2)
em peroxido de hidrogénio (H202). GPx neutraliza o H»O,, capturando hidrogénios de duas moléculas GSH,
resultando em duas moléculas de 4gua (H20) e uma de GSSG. A GR regenera a GSH a partir da GSSG. A CAT
transforma H,O, em H,0. SOD = superdxido dismutase; CAT = catalase; GPx = glutationa peroxidase; GR =
glutationa redutase; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada. Pandey e Rizvi (2010).

GR
\ GSSG /

As ERO geradas durante o processo de EO exercem funcdes intracelulares,
através da modulacdo de cascatas de sinalizacdo, como por exemplo vias de GSK-3. Esse
processo ocorre quando as ERO impedem a ativacdo da Akt, fazendo com que a GSK-3
permaneca ativada dentro da célula. Essa acdo pode ter como consequéncia a fosforilacdo da
proteina de ligacdo com elemento resposta de CAMP (CREB), alterando sua conformacao e
impedindo sua ligacdo com proteinas de ligacdo com CREB (CBP), o que leva a inibicdo da

producéo de citocinas anti-inflamatorias (Rana e Singh, 2018).

1.2.3 Sinalizagéo celular e GSK-3

A resposta comportamental frente a diferentes estimulos envolve diferentes

etapas, sendo elas: a identificacdo do estimulo, a produgdo de uma resposta afetiva frente a
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este estimulo, e a regulacdo dessa resposta afetiva (Phillips et al., 2003). Para que esses
processos ocorram € necessario que as células se comuniquem umas com as outras, através de
um processo denominado sinalizacdo celular. A sinalizagdo celular nada mais é do que a
interacdo de um ligante (enviado por uma célula) com um receptor (de outra célula), como
ocorre, por exemplo, entre células neuronais. Essa comunicagd0 promove processos de
modulacgéo de sistemas intracelulares, tais como ativacdo de cascatas de sinalizacdo (Cooper,
2001). Esses processos intracelulares ocorrem atraves de vias metabolicas, 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
sintese do glicogénio, que possui um funcionamento diferente da maioria das quinases, pois
se encontra constantemente ativada dentro da célula. Existem duas isoformas de GSK-3 em
mamiferos, sendo elas a GSK-3a ¢ GSK-3B. Ambas atuam na regulacdo de processos de
apoptose e de plasticidade celular (Crowder e Freemam, 2000; Zhao et al., 2007). A GSK-3,
guando fosforilada em serina 9, altera sua conformacdo, ligando a regido N-terminal ao
dominio catalitico, o que impede a ligacdo 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 mitocondria e no nucleo (Beurel et al.,
2015).

A literatura demonstra que uma atividade aumentada de GSK-3 pode induzir
processos apoptoticos, assim como a inibicdo da sua atividade pode atenuar ou prevenir
apoptose (Gould et al., 2006). Além disso, a GSK-3 pode interagir com diversas vias de
sinalizacdo, tais como PI3K/Akt, MAPK, Wnt, entre outras (Figura 2) (Doble e Woodgett,
2003; Valvassori et al., 2017a).

Estudos que demonstraram acdo inibitéria do litio (Li) sobre a GSK-3p,
despertaram um interesse em estudar essa enzima como alvo terapéutico para transtornos
psiquiatricos (Klein e Melton, 1996). Evidéncias mostraram um envolvimento de atrofia
celular e diminuigdo de plasticidade sinaptica no TB, e que a administracdo de Li exerce
efeitos protetores (Coyle e Duman, 2003). Além disso, modelos animais genéticos e
farmacologicos vém demonstrando que a manipulacdo de cascatas de sinalizagcdo de GSK-3
pode produzir efeitos antimaniacos e antidepressivos (Gould et al., 2004; Prickaerts et al.,
2006; Valvassori et al., 2017a).
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Figura 2: Vias de sinalizagdo PI3K/Akt, MAPK e Wnt interagindo com GSK-3. A Ativacdo 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 = Proteina quinase B; GSK-3 =
glicogénio sintase kinase 3; MAPK = proteina kinase ativada por mitégeno; DSH = dishvelled. Do autor (2019).

1.3 TRATAMENTO DO TRANSTORNO BIPOLAR

Considerando a alternancia 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 farmaco aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), é considerado o
padrdo ouro no tratamento para pacientes com TB. Os principais mecanismos de acdo do Li
gue vém sendo reportados sdo seus efeitos regulatérios sobre vias de GSK-3, niveis de fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), niveis de célcio intracelular, efeitos antioxidantes,
modulacdo de citocinas, neurotransmissores, apoptose, entre outros (Macédo 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 litio ainda é o principal tratamento para episddios agudos de
mania, depressao e episddios mistos, tendo em vista seus diversos mecanismos de a¢ao (\Won
e Kim, 2017). Além disso, é a primeira escolha para a manutencdo 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 sodio (VPA) entre outros para
episédios de mania, e fluoxetina, quetiapina entre outros medicamentos para episédios
depressivos (Azorin e Kaladjian 2009; Fountoulakis et al., 2007). Entretanto, ainda se nota
uma limitagdo na eficacia dos tratamentos farmacoldgicos ja existentes. Sendo assim, a busca
por novos alvos terapéuticos para o tratamento do TB ainda é um grande desafio para os
pesquisadores. Por isso, estudos pré-clinicos avaliando moléculas especificas como novos
alvos terapéuticos vém ganhando grande notoriedade na ciéncia.

Estudos com animais mostraram que a superexpressao de GSK-3f proporcionou
um comportamento de hiperatividade, o qual é considerado um comportamento do tipo
maniaco (Prickaerts et al., 2006). O AR-A014418, um inibidor da GSK-3p, administrado de
forma intracerebroventricular (ICV) reduziu a imobilidade no teste de nado for¢ado 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-3f. Este
inibidor tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica e exercer efeitos no
sistema nervoso central (SNC) (Bijur e Jope, 2003; Gould et al., 2006; Martins et al., 2011). E
descrito que a inibicdo de GSK-3p pelo AR-A014418 resulta na inativacdo de diversas vias de
sinalizacdo, tais como AKT/mTOR, ERK/Mnk1, ou também pode promover ativacGes de vias
como p38/MAPK (Lee et al., 2021).

O
\

Figura 3: Férmula estrutural do N-(4-metoxibenzil)-N'-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-ureia (AR-A014418). Martins et
al. (2011).

Estudos demonstram que 0 AR-A014418 pode possuir efeitos sobre a dor, uma
vez que é capaz de atuar sobre condi¢cGes como hiperalgesia. Além disso, também pode
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prevenir apoptose, uma vez que inibe a atividade de GSK-3p (Rashvand et al., 2020). Além
disso, estudos utilizando o AR-A014418 vém ganhando grande espago na area da psiquiatria,
pois exerce efeitos significativos em modelos animais de transtornos psiquiatricos, atenuando
comportamentos do tipo maniaco ou depressivo em modelos induzidos por anfetamina ou
ouabaina, 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 PRE-CLINICOS DE TRANSTORNO BIPOLAR

Apos a descoberta, triagem e formulacdo de um novo composto, ele precisa ser
testado. Porém, para que novas substancias com potenciais terapéuticos possam ser
administradas em seres humanos de forma segura, essas substancias devem passar pela fase
de pesquisa pré-clinica. Sendo assim, estudos pré-clinicos sdo aqueles que correspondem a
aplicacdo de um novo composto em cultura de células (in vitro) e/ou em animais (in vivo), a
fim de avaliar seu potencial terapéutico. Nesta fase sdo obtidas informac6es preliminares da
seguranca do novo composto e sobre a sua atividade farmacolodgica (Ferreira et al., 2009;
Ministério da Saude, 2011; Lavandeira, 2014).

Dentro desse contexto, pesquisadores ao longo dos anos vém testando efeitos de
farmacos cléssicos e também de novas substancias em culturas de células e modelos animais,
a fim de desenvolver medicamentos mais eficientes e avaliar novos alvos terapéuticos para o
tratamento do TB. Estudos in vitro demonstraram, por exemplo, que o tratamento com Li
aumenta os niveis de BDNF, assim como pode exercer efeitos antioxidantes, o que reforca a
importancia 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, hd a necessidade da utilizacdo de modelos animais (Ministério da Salde, 2011;
Lavandeira, 2014).

1.4.1 Modelos animais de Transtornos Psiquiatricos

Os novos avancos neurobiologicos, genéticos e farmacoldgicos vém
possibilitando o desenvolvimento de modelos animais para estudos de transtornos
psiquiatricos, 0s quais vém se mostrando uma importante ferramenta para uma melhor
compreensdo 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 psiquiatrico ser considerado cientificamente valido, ele
precisa atender a trés 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 € a capacidade do modelo em reproduzir alguns aspectos
fisiopatologicos observados no transtorno; e a terceira é a validade preditiva, a qual consiste
na reversao dos sintomas induzidos no modelo, através da utilizacdo de farmacos utilizados
no tratamento do transtorno em questéo.

Apesar dos avancos nos estudos, até o momento, nenhum modelo animal,
consegue mimetizar totalmente um determinado transtorno psiquiatrico. Principalmente o TB,
considerando que esse transtorno apresenta um curso clinico com alteracbes de humor
recorrentes e complexas, as quais incluem episddios maniacos, depressivos e mistos, 0 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 ouabaina

O modelo animal de mania induzido pela administragdo ICV de OUA, um potente
inibidor da Na*K*ATPase, ja € 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-maniaco (hiperatividade apds a injecdo ICV de OUA em ratos) permanecem por sete dias
apos uma unica administracdo, conforme mostram estudos anteriores do grupo de pesquisa de
TB do laboratério 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 enddgena (glicosideo produzido pela adrenal e
pelo hipotalamo) no cértex parietal de pacientes com TB quando comparado com controles
saudaveis (Goldstein et al., 2006). Além disso, estudos anteriores demonstraram uma
diminuicdo da atividade da Na*K*ATPase em pacientes com TB em ambos os episodios, o
que contempla a validade de construcdo do modelo (Coppen et al., 1966; Looney e El-
Mallakh,1997; Li e EI-Mallakh, 2004).

Além da indugdo de hiperatividade, a administracdo de OUA apds 14 dias induz
aumento da imobilidade no teste de natacdo forcada, 0 que caracteriza desesperanca, e
também diminuicdo no teste de consumo de alimento doce, caracterizando anedonia, 0s quais
séo considerados comportamentos do tipo depressivo (Valvassori et al., 2019). Estes sintomas

induzidos pela administragdo de OUA nos animais, podem ser prevenidos com a
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administracdo 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
clinico do TB é a presenca de pelo menos um episodio de mania, estudos pre-clinicos in vivo
de TB utilizam primeiramente modelos de mania. Sendo assim, esses dados sugerem que 0
modelo animal induzido pela administragdo ICV de OUA pode ser considerado um bom
modelo, pois contempla as trés validades necessarias.

1.5 JUSTIFICATIVA

Apesar do TB ser um transtorno altamente incapacitante, que acomete grande
parte da populacdo, ainda se observa pouca evolucdo no seu tratamento desde sua descoberta,
devido a caréncia de conhecimentos acerca da sua fisiopatologia. Ha uma grande necessidade
pela busca de novos alvos terapéuticos 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 terapéuticos ainda estdo em
desenvolvimento, buscando novos estabilizadores de humor com potencial terapéutico tanto
para remissdo de sintomas quanto protecdo 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 possivel alvo terapéutico, torna-se importante investigar os
efeitos do AR-A014418 sobre parametros comportamentais e bioquimicos em um modelo
animal de mania induzido por OUA, assim como a atividade de GSK-3, niveis de 4-HNE e 8-

ISO em linfécitos de pacientes com TB.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento da glicogénio sintase quinase 3 com parametros

comportamentais e biogquimicos no transtorno bipolar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre pardametros comportamentais de ratos submetidos a
um modelo animal de mania induzido por OUA;

- Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre a producdo de superéxido em particulas
submitocondriais em ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA;

- Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre os niveis de LPO, 4-HNE, 8-Isoprostano,
Carbonilacdo de proteinas 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 niveis de 4-HNE e 8-1SO, em linfdcitos de pacientes com TB;

- Avaliar a atividade da GSK-3 em linfécitos de pacientes com TB.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacdes internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratorio, além das
recomendacdes para 0 uso de animais do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéao
Animal (CONCEA). O projeto somente teve inicio apos aprovacao pela comissao 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 aprovagdo do comité de ética em
pesquisa e humanos — CEP da UNESC, protocolo n°® 4.410.048 (Anexo I1).

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL | — EXPERIMENTO PRE-CLINICO

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), distribuidos em cinco ratos por
caixa, sob um ciclo claro/escuro de 12 horas (06:00h as 18:00h), com comida e &gua ad
libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1° C.

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

experimentais, totalizando 32 animais.

3.2.2 Procedimento Cirurgico

Para a realizacdo da cirurgia estereotaxica, os animais foram anestesiados por via
intramuscular com cloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg). No aparelho
estereotaxico, foi removida a pele na regido craniana do animal. Foi implantada uma canula
guia - de 1 mm - no ventriculo lateral a partir das seguintes coordenadas: 0,9 mm para tras do
bregma, 1,5 mm a direita do bregma e 2,6 mm de profundidade (Figura 4). Foi utilizado
acrilico dental para a fixa¢do da canula. Os animais ficaram em recuperacdo durante trés dias
antes dos outros procedimentos experimentais. Para minimizar o sofrimento dos animais,

foram realizados os seguintes procedimentos pds-operatorios: 1) foi colocado aquecedor para
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evitar hipotermia, que pode ocorrer por conta do anestésico utilizado no presente estudo; 2) 0s
animais foram observados até acordarem para ndo se machucarem ap0s a cirurgia; 3) 0s
animais receberam uma Unica injecdo intramuscular do analgésico Tramadol (10mg/kg), o
qual possui efeitos que perduram por sete dias.

1A 18

Figura 4: Corte histoldgico de localiza¢do da canula. A: Representacdo esquematica da regido administrada. A
linha vertical preta representa a canula guia implantada durante a cirurgia estereotéxica, e a linha vermelha
representa a infusdo da agulha no ventriculo lateral. B: Corte cerebral das areas do ventriculo. Figura adaptada de
Paxinos e Watson (2006).

3.2.3 Administracao e Tratamento

Os animais receberam uma Unica injecdo, via ICV, de 4ul de OUA 103M,
dissolvida em liquido cefalorraquidiano artificial (ACSF), ou 4pl somente de aCSF.
Juntamente com a administragdo dessas duas substancias, os animais receberam 1ul de AR-
A014418 (Sigma, cod A3230) (1,2mM) ou 1ul de ACSF. As injecbes ICV de OUA, ACSF ou
AR-A014418 foram administradas 72 h ap6s a cirurgia (Figura 5). Os grupos experimentais
foram organizados da seguinte forma: ACSF + ACSF; ACSF + AR-A014418; OUA + ACSF;
OUA + AR-A014418. Sete dias ap6s 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 administracéo de
AR-A014418 na dose de 30mmol/kg (i.p.) resulta em uma concentracdo cerebral de
aproximadamente 1,2mM. Essa concentracdo foi capaz de reverter a hiperatividade induzida

por anfetamina nos animais.



27

Grupos Experimentais:

Dia: 1° 7°
{ I I ACSF + ACSF
ACSF + AR-A014418
l ICV: l OUA + ACSF
(OUA, aCSF ou OUA + AR-A014418
Cirurgia AR-A014418) Open Field

Figura 5: Desenho experimental |. Foi realizada a cirurgia estereotaxica para a implantacdo da canula no
ventriculo lateral dos animais. Apds 72h, os animais receberam OUA, AR-A014418 ou ACSF via ICV. Sete dias
apos o ICV, os animais foram submetidos ao teste do Campo Aberto. Logo apds o teste comportamental, foram
submetidos a decapitacéo por guilhotina.

3.2.4 Teste do Campo Aberto

Sete dias apds a administracdo ICV, os animais foram submetidos ao teste do
campo aberto a fim de avaliar a atividade locomotora. O aparelho para a realizacdo 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 0
chdo em madeira (dividido por linhas pretas formando nove quadrantes), com uma lamina de
vidro por cima, sem cobertura no teto. Os animais foram colocados na sala de realizagdo do
teste 30 minutos antes do inicio, para habituagcdo 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, parametro utilizado
para avaliar atividade locomotora); 2) o nimero de vezes que o animal suspendeu o0 corpo
sobre as patas traseiras (rearings, parametro utilizado para avaliar atividade exploratoria); 3)
namero de vezes que o animal cruzou o quadrante central do aparato (visitas ao centro,
parametro utilizado para avaliar comportamento de risco); 4) o nimero de vezes que o animal
apresentou comportamento de limpeza do corpo (grooming, parametro utilizado para avaliar
comportamento estereotipico) e; 5) o numero de vezes que o animal apresentou
comportamento de esfregar as vibrissas com as patas dianteiras (sniffing, parametro utilizado
também para avaliar comportamento estereotipico). Foi realizada a limpeza do aparato entre

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

Imediatamente ap0s o teste do campo aberto, os animais foram submetidos a
decapitacdo por guilhotina. O cérebro dos animais foi retirado e dissecado em cortex frontal e
hipocampo, resfriados com nitrogénio liquido, e posteriormente armazenados a —80 °C. As
amostras foram homogeneizadas com KCI KH2PO4 (12 mM KCI, 0.038 mM KH2POg4, pH =
7.4).

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL Il — EXPERIMENTO CLINICO
3.3.1 Aspectos Eticos

As entrevistas ou coletas de amostra de sangue periférico foram realizadas
somente apos assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (apéndice
A). O pesquisador se compromete a publicar os resultados do presente estudo.
3.3.2 Amostra

O célculo do tamanho minimo da amostra foi realizado com base na fomula

descrita por Medronho (2008):
za? X P X (1 —P)
2

Nng =
SZ

Em que z refere-se a estatistica normal padronizada atrelada ao valor de a (0,05);
P trata-se da propor¢do que maximiza o tamanho da amostra (0,5); € refere-se ao erro amostral
maximo toleravel (0,05); e n0 é o tamanho inicial da amostra.

Em seguida o valor obtido inicialmente foi corrigido utilizando a formula descrita
por Barbetta (2007):

N X n,
n=
N+n0

Onde N refere-se ao tamanho da populagdo e n trata-se do tamanho minimo 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 Execugéo

As triagens, aplicacdo das escalas e retirada de sangue foram realizadas nas
Clinicas Integradas da UNESC, no Ambulatério de Pesquisa de Transtorno Bipolar. O
armazenamento das amostras de sangue e posteriores analises foram realizados no

Laboratdrio de Psiquiatria Translacional da UNESC.

3.3.4 Triagem

Apos a assinatura do TCLE, a confirmagdo do diagndstico foi realizada através da
Entrevista Clinica Estruturada para Transtornos do Eixo | do DSM-IV (SCID-I), aplicada por
um avaliador treinado. Os pacientes foram recrutados a partir do Ambulatorio de Psiquiatria
das Clinicas Integradas da UNESC. Tambeém foram verificados os prontuérios da respectiva
clinica. A duracdo prevista para do estudo ficou condicionada a inclusdo do nimero de
pacientes. Apos a triagem, amostras de sangue foram coletadas por venopuncao da regido ante

cubital para as andlises bioquimicas propostas.

3.3.4.1 Entrevista Clinica Estruturada para 0 DSM-IV Transtornos do Eixo | - SCID — |

Trata-se de uma Entrevista Clinica Estruturada para o DSM-IV (SCID-1V),
traduzida e adaptada para o portugués por Cristina Marta Del Bem, Antonio Waldo Zuardi,
José Antbnio Alves Vilela e José Alexandre de Souza Crippa que se caracterizam como um
instrumento utilizado para a elaboracdo de diagnosticos clinicos psiquiatricos fundamentados
no DSM-IV. A SCID ¢ dividida em mddulos que obedecem as categorias diagndsticas
maiores. Os critérios diagndsticos estdo presentes no proprio corpo do instrumento,

promovendo a elaboracdo do diagndstico conforme a entrevista progride (Del-Bem, 2001).

3.3.4.2 Escala Young para mania

A Escala Young de Mania do inglés Young Mania Rating Scale (YMRS) € uma
das escalas de avaliagdo mais utilizadas para avaliar sintomas maniacos. A escala tem 11 itens
e é baseado no relato subjetivo do paciente de sua condicdo clinica nos ultimos 48 horas.

Informacdo adicional baseia-se em observagdes clinicas efetuadas durante o decurso da
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entrevista clinica. Os itens sdo selecionados com base em descri¢fes publicadas dos principais
sintomas de mania (Beigel et al., 1971; Vilela et al., 2005).

3.3.4.3 Escala de Hamilton para Depresséo

Foi desenvolvida e elaborada por Hamilton no final da década de 50, atualmente é
utilizado no mundo todo e ¢ considerada “padrao ouro” na avaliacao da depressao. Possui 21
itens com perguntas relacionadas a humor, sentimentos, suicidio, insbnia, sintomas, trabalhos

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

3.3.5 Critérios de Inclusao

(@) Ser acometido pelo Transtorno Bipolar do Humor Tipo I, Il com episédio atual maniaco,
misto, depressivo ou eutimico (Pacientes);

(b) Nenhum diagndstico psiquiatrico de Eixo-I atual de acordo com o SCID-1 (Controles);

(c) Idade a partir de 18 anos;

(d) Capacidade de entender e fornecer TCLE;

(e) Coletar a amostra de sangue periférico;

(f) Néo estar em uso atual de psicofarmaco e/ou substancia psicoativa (Controles).

3.3.6 Critérios de Exclusao

(a) Negar-se em fornecer o TCLE;
(b) N&o conseguir se comunicar;
(c) Acidente vascular cerebral prévio;

(d) Problemas respiratério cronico;

3.3.7 Eventos Adversos

Os riscos mais comuns sdo relacionados a venopuncéo: hipotensdo, sonoléncia,
tontura e formacéo de area de equimose e hematoma no local. Os eventos adversos foram
monitorados através da medida da pressdo arterial e entrevista clinica, e todos os dados foram
registrados nos documentos da pesquisa, podendo ocorrer outros riscos, tais como reacoes

emocionais quanto a aplicacédo das escalas. Entretanto, esses eventos adversos ndo ocorreram,
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ndo sendo necessario realizar acolhimento nem encaminhamento, apesar de estarem
disponiveis (Apéndice B).

Os beneficios se referem as elucidaces dos mecanismos fisiopatolégicos do TB,
pois isso é de extrema importancia para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e

medicamentos a serem utilizados pelos pacientes.

3.3.8 Registro e Armazenamento de Dados

Os dados foram armazenados no Laboratorio de Psiquiatria Translacional da
UNESC, em armarios chaveados com acesso somente aos pesquisadores diretamente ligados

ao projeto.

3.3.9 Término do Estudo

Apbés a coleta da amostra de sangue periférico, os pacientes foram
reencaminhados ao local de tratamento de origem (ambulatorio de psiquiatria da UNESC). Os

resultados serdo publicados em forma de artigo cientifico.

3.3.10 Protocolo para isolamento de linfocitos

Neste protocolo, foram utilizados linfocitos de pacientes com TB e controles para
o0 preparo das culturas. Amostra de sangue periférico num volume de 10 ml foram coletadas
dos pacientes e controles, por venopuncéo da regido ante cubital do braco direito ou esquerdo.
O sangue foi coletado pela manha (entre 8h e 10h) e os pacientes estavam em jejum. As
amostras foram homogeneizadas em tampdo correspondente a técnica a ser utilizada e
armazenadas a —80° C. A proteina foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951)
utilizando albumina sérica bovina como padrdo. Este desenho experimental contou com 02
grupos experimentais: Controle e Pacientes com TB

Células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram isoladas usando
centrifugacdo em gradiente de densidade Ficoll-Paque (GE Healthcare, EUA), de acordo com
as instrucdes do fabricante. Foi adicionado solugéo tampéo de fosfato (PBS) na suspenséo de
CMSP resultante, contendo principalmente linfocitos, e centrifugado a 1300 rotagdes 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 anélise posterior
(Boyum, 1976).

3.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Os desenhos experimentais | e Il utilizaram as mesmas técnicas para as analises
bioquimicas de 4-HNE e 8-1SO. As técnicas de isolamento mitocondrial, producdo de
superdxido em particulas submitocondriais, LPH, carbonilacdo de proteinas, 3-nitrotirosina e
atividade das enzimas antioxidantes sdo exclusivas do desenho experimental I. Ja a atividade
de GSK-3, ¢ exclusiva do desenho experimental I1.

3.4.1 Isolamento mitocondrial

Os homogenatos de cérebro dos animais foram centrifugados a 700 g durante 10
min para eliminar nucleos 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 tampdo, foi considerado como consistindo principalmente de
mitocondrias intactas capazes de realizar a fosforilagdo oxidativa. As os procedimentos foram
realizados a 0-2 ° C. As particulas submitocondriais (PSM) foram obtidas por congelamento e
descongelamento (trés vezes) de mitocondrias isoladas. Para as medicdes da producdo de
superdxido, as PSM foram lavadas duas vezes com 140 mM de KCI, 20 mM Tris-HCI (pH

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

3.4.2 Producéo de superdxido em particulas submitocondriais

A produgdo de superdxido foi determinada em PSM de cérebros homogeneizados
utilizando um ensaio espectrofotomrico baseado na oxidacdo de epinefrina dependente de
superdxido ao adrenocromo a 37 (A 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-HCI (pH 7,4), SMP (0,3-1,0 mg
de proteina/ml), 0,1 m de CAT e 1 mM de epinefrina. NADH (50 uM) e succinato (7 mM)
foram usados como substratos e rotenona (1 pM) e antimicina (1 uM) foram adicionados
como inibidores especificos, respectivamente, para avaliar a produgdo de O>— na NADH
desidrogenase e na regido b de ubiquinona-citocromo. A SOD foi utilizada na concentragédo
final de 0,1-0,3 uM para dar especificidade ao ensaio (Boveris, 1984).
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3.4.3 Mensuracdo de peroxidacao lipidica

Foi utilizado kit commercial para avaliacdo de 4-HNE (Cell Biolabs, Inc., San
Diego, CA, EUA; STA-338) e de 8-1SO (Cayman; Item No. 516351) seguindo as instrugdes
do fabricante. 4-HNE: Adutos proteicos de 4-HNE formados por modificacdes em lisina,
histidina, ou cisteina foram quantificados atraves de um kit ELISA sanduiche, utilizando um
ensaio imunoenzimatico, de acordo com Kimura et al. (2005). 8-1SO: 8-1SO foi quantificado
usando um Kit para ELISA do tipo competitivo. Este teste é baseado na competicao entre 8-
ISO (analito) e 8-1SO-acetilcolinesterase (8-ISO-AChE) conjugado (analito marcado), por um
namero limitado de sitios de unido (antissoro especificopara 8- 1SO). Como o 8-ISO e o 8-
ISO-AChE competem por um numero limitado de ligacdo ao antissoro, a intensidade da cor
induzida pela ligacdo do analito marcado € inversamente proporcional a quantidade de 8-1SO.
Por isso, foi realizado um ajuste da curva através de um modelo logistico de quatro
parametros para a determinacgéo da concentracédo real de 8-1SO. O 8-1SO foi quantificado em

pg/ml.

3.4.4 Hidroperdxido lipidico (LPH)

Para avaliagdo 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 instrucdes do fabricante. LPH: A LPH foi isolada a partir das amostras de tecido
cerebral ou das culturas, utilizando uma solugdo de metanol com cloroférmio (0 °C, 1500g,
5min). Logo apo6s, as amostras foram incubadas a 21°C com 0,1 unidades de mistura de
cromogénio por unidade de extrato de cloroférmio. As amostras foram aplicadas em placas
para a leitura pela absorbancia de 500nm. A absorbancia foi comparada com uma curva
padrdo de hidroperoxido para determinar a quantidade de peroxidacédo lipidica nas amostras.
A LPH foi quantificada em nmol.

3.4.5 Carbonilacao de proteinas
Carbonilacéo de proteinas: O dano oxidativo a proteinas foi analisado atraves da

mensuracdo da quantidade de proteina carbonila presentes na amostra, através de um Kit
ELISA de imunodeteccdo (OxiSelect™ Protein Carbonil ELISA Kit - STA-310). A
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quantidade de grupamentos carbonila presentes na amostra foi determinada pela comparagéo

da absorbancia, a 450 nm, da amostra com a de uma curva padrao.

3.4.6 3-Nitrotirosina (3-nitro)

Nitracdo de proteinas: A nitracdo de proteinas foi analisada através de um Kit
ELISA (OxiSelect™ Nitrotyrosine ELISA Kit, STA305, Cell Biolabs, Inc., San Diego, EUA),
competitivo, para a quantificagdo de 3-nitrotirosina. Apés uma breve incubacgdo da amostra
em uma placa, um anticorpo anti-nitrotirosina é adicionado, seguido por um anticorpo
secundario conjugado com HRP. A quantidade de 3-nitrotirosina presente na amostra foi

determinada pela compara¢do com uma curva padrao.

3.4.7 Atividade das enzimas antioxidantes

SOD: O método consiste na utilizacdo de xantina e xantina oxidase para gerar
radicais superdxidos, que reagem com cloreto 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltratrazolio (INT), que forma o corante formazan que € analisado em espectofotdmetro a
492nm a 37 °C. A inibicdo na producdo do cromdgeno é proporcional a atividade da SOD
presente na amostra (Bannister e Calabrese, 1987).

CAT: A atividade é baseada na taxa de degradacdo de H20,, avaliada
espectrofotometricamente em 240nm a 25 °C. A atividade de CAT foi calculada em relagéo
aos micromols de H202 consumidos por miligrama de proteina, utilizando o coeficiente de
extingdo molar de 43.6M—1 cm—1 (Aebi, 1984).

GPx: A GPx catalisa a reducdo do perdxido de hidrogénio, bem como de outros
lipoperdxidos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como co-substrato para esta reacao 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 reducao da glutationa oxidada (GSSG) através da oxidagéo
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 condi¢des de saturagéo,

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

Foram quantificadas GSK-3p total e GSK-3f3 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-33 em CMSPs foi
avaliada diretamente como os niveis de serina-9 (ser-9) GSK-3B fosforilada (pGSK-3pB) e
indiretamente, como a razéo entre ser-9-pGSK-3p e o contetido total de GSK-33 em CMSPs

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

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para os resultados com animais, foi utilizado o programa Statistica 7® para 0s
calculos, e para a construcdo dos gréficos foi utilizado o programa Graphpad Prism 5®.
Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo. Diferencas entre 0s
grupos experimentais foram determinadas por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de
Tukey. As correlacdes foram analisadas utilizando o teste de Pearson. O coeficiente de
Pearson é utilizado para analisar a forca da relacéo entre varidveis continuas.

Para resultados dos pacientes, os dados foram analisados por meio do software
Statistical Package for Social Sciences (SPSS), versdo 22.0 (IBM Corporation, Armonk, NY,
EUA). A normalidade da distribuicdo 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 diferencas entre os grupos. As variaveis 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 niveis de 4-HNE e 8-1SO foi utilizado o
teste T de Student independente dos grupos. As correlacdes foram analisadas utilizando o
teste de Spearman. O coeficiente de Spearman avalia forca da relagdo entre variaveis nédo-

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

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL |

A figura 6 mostra os efeitos do tratamento com AR-A014418 sobre o
comportamento do tipo maniaco induzido pela administracdo ICV de OUA. E possivel
observar que a OUA aumentou a atividade locomotora e exploratéria (6a), comportamento de
risco (6b), e comportamentos estereotipados, observados através do tempo de autolimpeza e
tempo de limpeza das vibrissas (6¢), quando comparados ao grupo controle. Ja o tratamento
com AR-A014418 reverteu as alteracbes comportamentais induzidas pela OUA. E importante
ressaltar que o AR-A014418 per se ndo alterou o comportamento dos animais, indicando que
os efeitos do inibidor de GSK-3p ndo estdo associados com sedacéo.
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Figura 6: Efeitos da administracdo do AR-A014418 sobre o nimero 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 padrdo. *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
administracdo 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 interacéo 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
producdo de superdxido em particulas submitocondriais no cortex frontal e no hipocampo dos
ratos. A OUA aumentou a producdo de superoxido em ambas as estruturas avaliadas. Além
disso, o tratamento com AR-A014418 reverteu 0 aumento na produgdo de superéxido em
particulas submitocondriais induzido pela OUA no cértex frontal e no hipocampo dos

animais.
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Figura 7: Efeitos da administracdo do AR-A014418 sobre a producdo de superdxido em particulas
submitocondriais no cortex 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 padrdo. *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
administracdo ICV de OUA [cortex frontal: F(1.20)=30.90, p<0.001; hipocampo:
F(1.20)=33.82, p<0.001], tratamento [cortex frontal: F(1.20)=23.28, p <0.001; hipocampo:
F(1.20)=20.33, p<0.001] e interacdo significativa entre OUA e tratamento [cértex 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 parametros de dano
oxidativo a lipideos através dos marcadores LPH (8A), 4-HNE (8B) e 8-1SO (8C) no cortex
frontal e hipocampo dos ratos. A administracdo de OUA aumentou os niveis de todos os
parametros 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 niveis de 4-HNE no hipocampo, e reverteu
parcialmente no cortex frontal. J& em relacdo aos danos nos niveis de 8-1SO, o tratamento
com AR-A014418 somente exerceu efeitos significativos no cortex frontal, ndo sendo capaz
de reverter essas alteragcdes no hipocampo dos animais.

Dados com ANOVA de duas vias revelaram os efeitos significativos da
administracdo ICV de OUA [LPH: cortex frontal: F(1.20)=17.03, p<0.001; hipocampo:
F(1.20)=11.73, p=0.002; 4-HNE: cortex frontal: F(1.20)=63.40, p<0.001; hipocampo:
F(1.20)=35.62, p<0.001; 8-I1SO: cortex frontal: F(1.20)=92.33, p<0.001; hipocampo:
F(1.20)=34.85, p<0.001], tratamento [LPH: cértex frontal: F(1.20)=16.51, p<0.001;
hipocampo: F(1.20)=7.95, p=0.01; 4-HNE: cortex frontal: F(1.20)=10.84, p=0.003;
hipocampo: F(1.20)=18.26, p<0.001; 8-1SO: cértex frontal: F(1.20)=84.96, p<0.001;
hipocampo: F(1.20)=15.40, p<0.001] e interacdo entre OUA e tratamento [LPH: cortex
frontal: F(1.20)=19.58, p<0.001; hipocampo: F(1.20)=6.37, p=0.02; 4-HNE: cortex
frontal: F(1.20)=37.97, p<0.001; hipocampo: F(1.20)=22.20, p<0.001; 8-1SO: cortex
frontal: F(1.20)=85.39, p <0.001; hipocampo: F(1.20) =8.59, p =0.008].
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Figura 8A
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Figura 8: Efeitos da administracdo do AR-A014418 sobre os niveis de LPH (a), 4-HNE (b) e 8-1SO (c) no
cortex 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 padrdo. *p <0.05 comparado ao grupo ACSF. #p <0.05
comparado ao grupo OUA.

A figura 9 mostra um aumento significativo dos niveis de proteinas carboniladas
(9a) e 3-nitrotirosina (9b) apos administracdo de OUA no coértex frontal e no hipocampo dos
animais. O tratamento com AR-A014418 reverteu essas alteracfes induzidas pela OUA em

ambas as estruturas avaliadas.
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Figura 9A
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Figura 9: Efeitos da administracdo do AR-A014418 sobre os niveis de proteinas carboniladas (a) e 3-
nitrotirosina (b) no cortex 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 padrdo. *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
administracdo ICV de OUA [Carbonil: cortex frontal: F(1.20)=25.79, p <0.001; hipocampo:
F(1.20)=20.51, p<0.001; 3-nitrotirosina: coértex frontal: F(1.20)=27.56, p<0.001;
hipocampo: F(1.20)=10.68, p=0.003], tratamento [Carbonil: cortex frontal: F(1.20)=13.37,
p=0.001; hipocampo: F(1.20)=8.36, p=0.009; 3-nitrotirosina: cortex frontal:
F(1.20)=13.51, p=0.001; hipocampo: F(1.20)=3.84, p=0.06] e interacdo entre OUA e
tratamento [Carbonil: cértex frontal: F(1.20)=5.99, p=0.02; hipocampo: F(1.20)=3,52,
p=10.07; 3-nitrotirosina: cortex 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 s&o mostradas na figura 10. E possivel
observar que a administracdo de OUA provocou uma diminuicao significativa na atividade da
CAT no cortex frontal e no hipocampo dos animais (10a). Além disso, o tratamento com AR-
A014418 reverteu essas alteracdes induzidas pela OUA em ambas as estruturas avaliadas. Em
contrapartida, a administracdo de OUA aumentou a atividade de SOD no cortex frontal e no
hipocampo dos ratos (10b). A administracdo do AR-A014418 néo teve efeitos significativos
sobre os efeitos da OUA sobre os niveis de SOD no coértex frontal, porém, reverteu

parcialmente essa alteracdo no hipocampo.

Figura 10A
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Figura 10: Efeitos da administracdo do AR-A014418 sobre os niveis de CAT (a) e SOD (b) no cortex 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 padrdo. *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
administragdo ICV de OUA [CAT: cortex frontal: F(1.20)=13.94, p=0,001; hipocampo:
F(1.20)=10.30, p=0.004; SOD: cortex frontal: F(1.20)=39.67, p<0.001; hipocampo:
F(1.20)=85.92, p<0.001], tratamento [CAT: cortex frontal: F(1.20)=17.51, p<0.001;
hipocampo: F(1.20)=24.51, p<0.001; SOD: cértex frontal: F(1.20)=0.48, p=0.49;
hipocampo: F(1.20)=4.10, p=0.06] e interacdo entre OUA e tratamento [CAT: coértex
frontal: F(1.20)=49.10, p<0.001; hipocampo: F(1.20)=24.52, p<0.001; SOD: cortex
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 administracdo ICV de OUA aumentou a atividade de GPx e GR no cortex frontal e
hipocampo dos ratos quando comparado ao grupo controle. O tratamento com AR-A014418
diminuiu essa alteracdo induzida pela OUA sobre a atividade de GPx no cortex frontal dos
animais, mas ndo teve efeito no hipocampo. Além disso, a administracdo de AR-A014418
sobre as alteragdes da OUA sobre a atividade da GR em nenhuma das estruturas avaliadas.

Dados com ANOVA de duas vias revelaram os efeitos significativos da
administracdo ICV de OUA [GPx: cortex frontal: F(1.20)=96.52, p<0.001; hipocampo:
F(1.20)=41.42, p=0.001; GR: cortex frontal: F(1.20)=57.95, p<0.001; hipocampo:
F(1.20)=32.85, p<0.001], tratamento [GPx: cortex frontal: F(1.20)=15.57, p<0.001;
hipocampo: F(1.20)=1.05, p=0.3; GR: cortex frontal: F(1.20)=1.09, p=0.3; hipocampo:
F(1.20)=0.13, p=0.7] e interacdo entre OUA e tratamento [GPx: coértex frontal:
F(1.20)=14.16, p=0.001; hipocampo: F(1.20)=0.00, p=0.93; GR: cortex frontal:
F(1.20)=0.74, p=0.39; hipocampo: F(1.20)=1.78, p=0.19].
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Figura 11A
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Figura 11: Efeitos da administracdo do AR-A014418 sobre os niveis de GPx (a) e GR (b) no cortex 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 padrdo. *p <0.05 comparado ao grupo ACSF. #p <0.05 comparado ao
grupo OUA.

A figura 12 mostra a correlacdo entre a atividade locomotora e a producdo de
superoxido em particulas submitocondriais (12a,b), e sobre os niveis de LPH (12c,d), 4-HNE
(12¢,f) e 8-1SO (12g,h) no cortex frontal e hipocampo dos ratos. A atividade locomotora
apresentou uma correlacdo positiva com os parametros de dano oxidativo em ambas as
estruturas avaliadas.

Dados da correlagdo de Pearson do nimero de cruzamentos x producdo de
superoxido em particulas submitocondriais sdo mostrados a seguir: [cOrtex frontal (n=24;
r’=0.6007; p<0.0001), hipocampo (n=24; r>=0.6148; p<0.0001)], LPH [cortex frontal
(n=24; r2=0.4707; p=0.0002), hipocampo (n = 24; r>=0.4600; p=0.0003)], 4-HNE [cOrtex
frontal (n=24; r?=0.6294; p <0.0001), hipocampo (n=24; r>=0.6448; p <0.0001)], e 8-1SO
[cortex frontal (n=24; r2=0.6857; p <0.0001), hipocampo (n=24; r2=0.5578; p <0.0001)].
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Figura 12: Correlacdo entre atividade locomotora (nimero de cruzamentos) e producdo de superdxido em
particulas submitocondriais no cértex frontal (a) e hipocampo (b); Correlagdo entre atividade locomotora
(nimero de cruzamentos) e niveis de LPH no cortex frontal (c) e hipocampo (d); Correlagdo entre atividade
locomotora (nimero de cruzamentos) e niveis de 4-HNE no cortex frontal (e) e hipocampo (f); Correlacéo entre
atividade locomotora (nimero de cruzamentos) e niveis de 8-1SO no cortex frontal (g) e hipocampo (h) dos
animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por OUA. Resultados analisados utilizando teste de

correlacdo de Pearson.
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A figura 13 mostra a correlagdo entre a atividade locomotora e dano a proteinas,
através dos niveis de carbonil (13a,b) e 3-nitrotirosina (13 c,d) no cértex frontal e hipocampo
dos ratos. Os danos oxidativos e nitrosativos apresentaram uma correlacdo positiva com a

atividade locomotora.

Figura 13
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Figura 13: Correlacdo entre atividade locomotora (nimero de cruzamentos) e niveis de proteinas carboniladas
no cdrtex frontal (a) e hipocampo (b); Correlacdo entre atividade locomotora (nimero de cruzamentos) e niveis
de 3-nitrotirosina no cértex frontal (c) e hipocampo (d) dos animais submetidos ao modelo animal de mania
induzido por OUA. Resultados analisados utilizando teste de correlagdo de Pearson.

Dados da correlacdo de Pearson do numero de cruzamentos X niveis de proteinas
carboniladas sdo mostrados a seguir: [cortex frontal (n=24; r>=0.6195; p<0.0001),
hipocampo (n=24; r>=0.6280; p<0.0001)], e 3-nitrotirosina [cortex frontal (n=24;
r>=0.4307; p=0.0005), hipocampo (n=24; r>=0.3132; p =0.0045)].

A correlagdo entre atividade locomotora e atividade das enzimas antioxidantes é
apresentada na figura 14. E possivel observar que a CAT foi negativamente correlacionada

com a atividade locomotora no cortex 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 (149,h) foram

positivamente correlacionadas com a atividade locomotora em ambas as estruturas avaliadas.
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Figura 14: Correlagdo entre atividade locomotora (nimero de cruzamentos) e atividade das enzimas
antioxidantes no cdrtex 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 correlagdo de

Pearson.
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Dados da correlagdo de Pearson do nimero de cruzamentos X atividade de CAT:
[cortex frontal (n=24; r>=0.4335; p=0.0005), hipocampo (n=24; r>=0.6214; p <0.0001)],
SOD [cortex frontal (n=24; r>=0.3518; p=0.0023), hipocampo (n=24; r>=0.5320;
p<0.0001)], GPx [cortex frontal (n=24; r>=0.6233; p<0.0001), hipocampo (n=24;
r’=0.4268; p=0.0005)], GR [cortex frontal (n=24; r’=0.1929; p=0.0318), hipocampo
(n=24; r?=0.3473; p<0.0024)].

A figura 15 mostra a correlagdo entre a producdo de superoxido em particulas
submitocondriais e dano oxidativo a lipideos através dos niveis de LPH (15a,b) e dano
oxidativo a proteinas através dos niveis de proteinas carboniladas (15c,d). O dano oxidativo a
lipideos e a proteinas foi positivamente correlacionado com a produgdo de superoxido em

particulas submitocondriais.
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Figura 15: Correlacdo entre a producdo de superdxido em particulas submitocondriais e niveis de LPH no cértex
frontal (a) e hipocampo (b); Correlagdo entre a producao de superéxido em particulas submitocondriais e niveis
de proteinas carboniladas no cértex frontal (c) e hipocampo (d) dos animais submetidos ao modelo animal de
mania induzido por OUA. Resultados analisados utilizando teste de correlagéo de Pearson.
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Dados da correlacdo de Pearson entre niveis de LPH x producdo de superoxido
em particulas submitocondriais: [cortex frontal (n=24; r>=0.6095; p<0.0001), hipocampo
(n=24; r>=0.3778; p=0.0014)], niveis proteinas carboniladas [cortex frontal (n=24;
r>=0.6098; p <0.0001), hipocampo (n=24; r>=0.4024; p =0.0002)].

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL 11

A tabela 1 mostra as caracteristicas encontradas nos participantes da pesquisa.
ApoGs a triageme as entrevistas, considerando os critérios de inclusdo e exclusdo, 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. J& 0 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 caracteristicas de um episddio de
mania, 23 apresentaram caracteristicas de um episddio depressivo, 3 apresentaram
caracteristicas mistas e 7 se encontravam em periodo eutimico. A média de idade para inicio
do transtorno nos pacientes foi de 31,44 anos, 0s quais possuem o transtorno em um tempo
médio de 12,5 anos.

A tabela 1 também mostra os dados referentes ao uso de medicacdo pelos
Pacientes com TB que participaram da pesquisa. Pode-se observar que dentre 0s
medicamentos mais utilizados pelos pacientes, encontravam-se o litio (30,6%), o Clonazepam
(27,8%) e a Quetiapina (22,2%). E importante ressaltar que normalmente o tratamento do TB
pode envolver o uso simultaneo de diferentes medicamentos, portanto, 0 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%), Acido valpréico (8,3%) e
Lamotrigina (13,9%). Ja 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
antipsicoticos. Foi relatado para os antipsicoticos atipicos, 11,1 % do uso de Olanzapina,
22,2% de Quetiapina e 11,1% de Risperidona, enquanto no uso de antipsicéticos tipicos, foi

relatado o uso de Clorpromazina (8,3%) e Levomepromazina (2,8%). Também foi relatado o
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uso de benzodiazepionicos, 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 - Caracteristicas das amostras

Valor de
Controles (n = 46) Pacientes com TB (n = 36) P
Idade (anos) mediana (IQR) 35 (44) 45.5 (42) 0.1612
Escolaridade (anos), mediana (IQR) 15 (38) 12.5 (25) 0.0692
Sexo (F/IM) (36/10) (29/7) 0.799b
Fumante n (%) 8 (17.4) (11) 30.6 0.161b
Eutimico: 7 (6.28 + 4.64)
Hamilton, n (média + SD) 46 (1.04 +2.04) ~ Depressivo: 23 (19.82 £ 6.47)

Maniaco: 3 (7.33 £ 5.13)
Misto: 3 (17.67 +5.03)

YMRS, n (média + SD)

Eutimico: 7 (2 £ 2.88)
Depressivo: 23 (2.26 + 2.88)
Maniaco: 3 (9.33 £ 3.21)
Misto: 3 (12.66 + 4.5)

46 (0.22 £0.72)

Idade de inicio (anos), média + SD

3144 +11.18

Duracdo da condicdo (anos), mediana (IQR)

12.5 (36)

Uso de medicacdo n (%) Pacientes com TB

Litio

11 (30.6)

Anticonvulsivantes

Carbamazepina: 5 (13.9)
Acido Valpréico: 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)

Antipsicéticos atipicos

Olanzapina: 4 (11.1)
Quetiapina: 8 (22.2)
Risperidona: 4 (11.1)

Antipsicoticos tipicos

Clorpromazina: 3 (8.3)
Levomepromazina: 1 (2.8)

Benzodiazepinicos

Alprazolam: 5 (13.9)
Diazepam: 3 (8.3)
Clonazepam: 10 (27.8)

Biperideno

1(2.8)

Metilfenidato

2 (5,6)

Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas dos pacientes, Scores das escalas de Hamilton e Young, e

medica¢Oes usadas pelos pacientes.
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A figura 16 mostrou a atividade da GSK-3B nos pacientes com TB quando

comparados ao grupo controle. E possivel observar que ndo houve diferenca significativa
entre os grupos avaliados.
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Figura 16: Atividade de GSK-3B em linfocitos de pacientes com TB e controles saudaveis. Dados avaliados
através do teste de Mann-Whitney.

Os niveis de 4-HNE em linfocitos de pacientes com TB e controles saudaveis
podem ser observados na figura 17. E possivel observar que houve um aumento nos niveis de

4-HNE nos pacientes com TB quando comparados ao grupo controle.
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Figura 17: Niveis de 4-HNE em linfécitos de pacientes com TB e controles saudaveis. Dados avaliados através
do teste de T de student. *p <0.05 comparado ao grupo controle.
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Na figura 18 é possivel observar os niveis de 8-1SO em linfocitos de pacientes
com TB e controles saudaveis. Os pacientes com TB mostraram aumentos nos niveis de 8-

ISO quando comparados ao grupo controle.
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Figura 18: Niveis de 8-1SO em linfocitos de pacientes com TB e controles saudaveis. Dados avaliados através

do teste de T de Student. *p <0.05 comparado ao grupo controle.

A figura 19 mostra a correlagdo entre a atividade de GSK-3p e os niveis de 4-
HNE em linfocitos de pacientes com TB e controles saudaveis. Através da analise de
correlacdo de Spearman, foi possivel observar uma correlacdo negativa entre esses dois
parametros. Dados da correlacdo de Spearman entre atividade de GSK-3p x niveis de 4-HNE:
n=72;r=0.6374; p<0.0001.

E possivel observar na figura 20 a correlagio entre a atividade de GSK-3p e os
niveis de 8-1SO em linfécitos de pacientes com TB e controles saudaveis. E possivel observar
que, através da andlise de correlagdo de Spearman, houve também uma correlagdo negativa
entre esses dois parametros. Dados da correlacdo de Spearman entre atividade de GSK-3p x
niveis de 8-1SO: n=72; r=0.6737; p<0.0001.
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Figura 19
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Figura 19: Correlago entre a atividade de GSK-3p e niveis de 4-HNE em linfocitos de pacientes com TB e
controles saudaveis. Dados avaliados através do teste de correlagdo de Spearman.

Figura 20
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Figura 20: Correlagdo entre a atividade de GSK-3p e niveis de 8-1SO em linfdcitos de pacientes com TB e
controles saudaveis. Dados avaliados através do teste de correlagdo de Spearman.
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5 DISCUSSAO

Estudos demonstraram a importancia 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 maniaco em ratos, e é considerado um bom
modelo animal de mania. No presente estudo, o0 comportamento do tipo maniaco observado
nos ratos foi através dos aumentos no nimero de cruzamentos e levantamentos (atividade
locomotora e exploratoria), comportamento de risco (visitas ao centro do campo aberto), e
comportamentos estereotipados (autolimpeza e limpeza das vibrissas). Além disso, a
administracdo do AR-A014418, um inibidor de GSK-3pB, reverteu essas alteracdes
comportamentais induzidas pela OUA. Resultados semelhantes foram observados em um
outro estudo de nosso grupo de pesquisa, 0 qual demonstrou que o AR-A014418 preveniu
aumentos na atividade locomotora e exploratéria 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 sdo associados
com a ativacdo da GSK-3pB e que o Li e o VPA exercem efeitos protetores sobre a OUA
através da inibicdo de vias de GSK-3p (Valvassori et al., 2017). Diversos estudos tém
reportado o envolvimento da GSK-3p em comportamentos do tipo maniaco induzidos por
psicoestimulantes, tais como anfetamina (Chalecka-Franaszek e Chuang, 1999; Beaulieu et
al., 2004; Xing et al., 2015). Um estudo anterior mostrou que 0 aumento da neurotransmissao
dopaminérgica resulta em uma inativacao da Akt, e concomitantemente a ativagdo de GSK-3a
e GSK-3B. Além disso, inibicdes genéticas ou farmacoldgicas de GSK-3 reduz
significativamente comportamentos locomotores dependentes de dopamina (Beaulieu et al.,
2004). Sui e colaboradores (2013) demonstraram, através de experimentos eletroquimicos,
que a administracdo ICV de OUA aumenta a liberacdo de dopamina no cérebro de ratos.
Portanto, a inibicdo de GSK-3, e consequente modulacdo do sistema dopaminérgico pode ser
0 mecanismo pelo qual o0 AR-A014418 esta agindo sobre 0 comportamento do tipo maniaco
observado no presente estudo. E importante enfatizar que o Li e 0 VPA, medicamentos padréo
ouro no tratamento do TB, inibem GSK-3p (Klein e Melton, 1996; Stambolic et al., 1996;
Hong et al., 1997; Zarate et al., 2006; Magbool et al., 2015). Juntos, esses estudos sugerem
que a GSK-3p é um importante alvo para o tratamento do TB.

No presente estudo, a administracdo de OUA aumentou os niveis de superoxido

em particulas submitocondriais no cortex frontal e no hipocampo dos animais. Corroborando
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com os presentes resultados, outros autores também mostraram que a OUA aumenta 0s niveis
de superéxido em particulas submitocondriais (Riegel et al., 2009; Jornada et al., 2011,
Valvassori et al., 2015). O aumento nos niveis de superoxido em particulas submitocondriais
induzidos pela OUA podem explicar, a0 menos em parte, o dano oxidativo induzido nos
lipideos e proteinas observados no presente estudo. Dentro disso, houve uma correlagdo
positiva entre o dano oxidativo a lipideos e proteinas com a producdo de superdxido em
particulas submitocondriais em ambas as estruturas avaliadas. Em acordo com esses
resultados, estudos anteriores demonstraram que a OUA aumenta os niveis de substancias
reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) e carbonilacdo de proteinas, marcadores de
oxidagdo a lipideos e proteinas (Riegel et al., 2010; Jornada et al., 2011). Esses resultados
anteriores, em conjunto com o presente estudo, sugerem que producao de superdxido 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-3p, AR-
A014418, diminuiu 0 aumento de superoxido em particulas submitocondriais induzido pela
OUA. Portanto, pode sugerir que ha uma relacdo entre alteracoes na Na*K*ATPase e dano
mitocondrial, ambos observados em pacientes com TB. Além de ser encontrada no citosol, a
GSK-3p também esta presente no nucleo celular e na mitocondria (Hoshi et al., 1996; Diehl et
al., 1998; Bijur e Jope, 2001). Yan e colaboradores (2015) demonstraram que a fosforilagdo
de proteina relacionada a dinamina 1 (Drpl) em serina 40 e serina44, dependente de GSK-3p,
aumenta a atividade de Drpl GTPase, induzindo fragmentacdo mitocondrial. No mesmo
estudo, os autores mostraram que a inibicdo da GSK-3p com AR-A014418 diminui a
fragmentagdo mitocondrial no cérebro de ratos. E bem descrito na literatura que alteragdes
mitocondriais tém um papel essencial em processos de estresse oxidativo (McBride et al.,
2006; Rowlands, 2016). Portanto, pode-se sugerir que 0 AR-A014418 pode estar protegendo
a mitocobndria e, consequentemente, diminuindo o aumento nos niveis de superdxido em
particulas submitocondriais induzidos pela OUA.

O tratamento com AR-A014418 diminuiu os niveis de LPH e 4-HNE no cortex
frontal e no hipocampo dos ratos, e os niveis de 8-1SO somente no cortex frontal. E bem
descrito na literatura que Li e VPA, os quais séo inibidores de GSK-33, também possuem
propriedades antioxidantes (Li et al., 2016; Valvassori et al., 2017). Estudos anteriores
demonstraram que o tratamento com Li diminui os niveis de 8-1SO e 4-HNE no cérebro de
animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por privagdo do sono (Valvassori et

al., 2017). E importante ressaltar que o Li e o VPA possuem outros mecanismos de ago;
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entretanto, pode-se sugerir que os efeitos antioxidantes desses medicamentos podem ser, ao
menos em parte, atraves da inibicdo de GSK-3B. Um estudo in vitro demonstrou que a
inibicdo de GSK-3B diminui o estresse oxidativo em células L02 de figado submetidas ao
dano oxidativo induzido por H2O>, levando a um aumento da sobrevivéncia celular (Xing et
al., 2015). No presente estudo, a inibicdo de GSK-3p, além de promover efeitos antimaniacos,
também protegeu o cérebro contra o dano oxidativo a lipideos. E importante enfatizar que,
através da correlacdo de Pearson, foi demonstrada uma correlacdo positiva entre os niveis de
superéxido, LPH, 4-HNE, 8-1SO, carbonilagdo de proteinas e 3-nitrotirosina com
comportamento do tipo maniaco.

Pode-se observar que a OUA induz importantes alteracdes nos sistemas
antioxidantes enzimaticos. A OUA diminuiu a atividade de CAT e aumentou a atividade de
SOD, GPx e GR no cortex frontal e hipocampo dos ratos. No presente estudo, houve uma
associacao entre as alteracdes enzimaticas e comportamentos do tipo maniaco. Foi observada
uma correlacdo negativa entre a atividade de CAT e o nimero de cruzamentos no teste do
campo aberto; porém, houve uma correlacdo 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 cortex frontal de animais submetidos a um modelo animal de mania
(Jornada et al., 2011; Briining et al., 2012; Souza et al., 2014). Ao contrario dos resultados
observados no presente estudo, Souza et al. (2014) mostraram uma diminuicdo na atividade da
GPx apo6s a administracdo ICV de OUA. Entretanto, € importante observar que no estudo de
Souza et al. (2014) os efeitos da administracdo de OUA foram avaliados imediatamente ap6s
o ICV, ao contrério do presente estudo, que avaliou os efeitos da OUA 7 dias ap6s o ICV.
Brining e sua equipe (2012), assim como Brocardo e colaboradores (2010) também
encontraram resultados diferentes do presente estudo, onde Briining demonstrou que ndo
houve alteracdes na atividade de GPx e GR ap6s o ICV de OUA, e Brocardo mostrou que
apoés o ICV de OUA a atividade de GPx e GR diminuiram. Porém, essas diferencas nos
resultados podem ser explicadas por diferencas metodoldgicas, onde no presente estudo as
analises foram feitas 7 dias ap6s o ICV, e nos outros experimentos foram analisados logo apds
a administragéo ICV.

Sabe-se que a GPx e GR estdo entre as principais enzimas antioxidantes, as quais
estdo diretamente envolvidas na neutralizagdo das ERO. A GPx remove 0 H;O», oxidando a
GSH reduzida em GSSG (Valko et al., 2007; Andreazza et al., 2012; Birden et al., 2012). Ja a

SOD tem acéo por transformar o anion O2” em H20O», e a CAT metaboliza 0 H>O2, produzindo
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O2 + H20, 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 producdo de superéxido mitocondrial e, consequentemente, aumentando a atividade de
GPx. E 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 cortex frontal e hipocampo dos animais. Apesar da
OUA aumentar os niveis de SOD, GPx e GR, essas enzimas ndo foram capazes de reverter o
dano oxidativo a lipideos e a proteinas induzidos pela OUA. E importante observar que o AR-
A014418 protegeu contra a diminui¢do na atividade de CAT induzida pela OUA, mas néo
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 modulacdo da atividade de CAT no cértex frontal e hipocampo dos ratos. As enzimas
antioxidantes parecem trabalhar em conjunto para reverter os danos oxidativos induzidos pela
OUA.

Apesar do TB ter inicio entre a adolescéncia e inicio da vida adulta, o diagndstico
correto é dificil, demorado e necessita de acompanhamento. Além disso, é comum a
ocorréncia de erros de diagnostico, onde o paciente bipolar é previamente diagnosticado com
depressdo unipolar. Dentre os pacientes com TB que buscam auxilio profissional durante um
episodio depressivo, apenas 20% recebem um diagndstico 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, a0 menos em parte, 0
aparecimento mais tardio do TB encontrado no presente estudo, levando em consideracéo a
presenca de um maior nimero de pacientes do sexo feminino na amostra. Além disso,
também é descrito que os episodios depressivos sdo mais frequentes do que os episddios de
mania em pacientes com TB. Também é descrito que pacientes do sexo feminino possuem
episodios depressivos com uma maior frequéncia e maior duragdo do que pacientes do sexo
masculino (Guerra e Cali, 2005; Silva et al., 2017) corroborando com o presente estudo, que
apresentou um maior nimero de pacientes com caracteristicas de depressdo. Porém, deve-se
levar em consideracdo o tamanho da amostra antes de obter conclusdes mais precisas. Sendo
assim, mais estudos séo necessarios para melhor observar a ocorréncia, frequéncia e duragao
de cada epis6dio em ambos 0s sexos.

O tratamento do TB envolve a confirmagdo de diagnostico 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 psicologico e farmacologico do paciente, tais
como comorbidades e efeitos colaterais dos medicamentos (Grande et al., 2014). Os
medicamentos mais comuns para 0 tratamento agudo de mania e depressdo sdo 0S
estabilizadores de humor e antipsicoticos, sendo que os antipsicoticos podem possuir um
inicio de agdo mais rapida quando comparados a outros medicamentos (Grande e Vieta, 2015;
Goikolea et al., 2013). E descrito na literatura que o Li (estabilizador de humor) e a quetiapina
(antipsicotico) sdo 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 trés medicamentos mais utilizados pelos pacientes, encontravam-se
0 Li e a quetiapina. Outro medicamento que se encontrou entre 0s trés mais usados no
presente estudo, foi o clonazepam. Apesar da controvérsia sobre os riscos e beneficios do uso
de benzodiazepinicos, esses medicamentos sdo 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 benzodiazepinicos, 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 ja citado anteriormente, vem sendo descrito que a GSK-3 esta
envolvida na patogénese do TB. Klein e Melton (1996) descreveram que a GSK-3p é um dos
alvos de acdo do Li, através de um mecanismo de inibicdo por competicdo de magnésio. Sdo
descritos pelo menos 50 substratos de GSK-3B que sdo moduladores chave em diversos
processos relacionados com funcdo neuronal, sendo o mais proeminente deles as moléculas
Wnt (Jones et al., 2020). A via Wnt (figura 21) facilita processos como diferenciacéo e
proliferacdo neuronal através de inibicdo da GSK-3p, o que leva a uma translocacdo nuclear
de B-catenina e uma subsequente ativacdo de diversos fatores de transcricdo envolvidos em
sintese de BDNF, modulacdo de processos inflamatérios e regulacdo do ritmo circadiano
(Valvezan e Klein, 2012). Pandey et al. (2015) observou uma diminuicdo de mRNA f-
catenina em regides pré-frontais dorsolaterais e temporais de pacientes com TB. O presente
estudo avaliou a atividade de GSK-3B em pacientes com TB, entretanto ndo observou
diferenca significativa quando comparado ao grupo controle. E descrito na literatura que o
tratamento com Li leva a inibicdo de GSK-3 em CMSP de pacientes com TB (Souza et al.,
2015a,b). Além disso, outros medicamentos, como o VPA, carbamazepina, assim como
antipsicoticos atipicos, possuem acdo modulatéria sobre a GSK-3p (Pandey et al., 2015;
Muneer, 2017; Jones et al., 2020). Em adicdo, antidepressivos da classe dos inibidores

seletivos da recaptacédo de serotonina (ISRS) mostraram interagir com cascatas de Wnt/GSK-
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3B (Pilar-Cuellar et al., 2014). No presente estudo, 0s pacientes se encontravam em
tratamento com um ou mais medicamentos, tais como o Li, VPA, carbamazepina,
antipsicoticos atipicos como quetiapina e olanzapina, e também ISRS como risperidona,
fluoxetina e sertralina. Essas informacgdes podem explicar, ao menos em parte, o fato de nédo
ter sido observado diferencga significativa na atividade da GSK-3p entre os pacientes com TB

e 0 grupo controle.
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Figura 21: Via Wnt/GSK-3. Tem inicio no meio extracelular, através do ligante WNT, se propagando para o
meio intracelular através de processos de sinalizagdo envolvendo participantes representados acima. VArios
estimulos, tais como 0 WNT, podem induzir a dissociagdo da f-Catenina, como também o seu transporte para
dentro do nticleo. No interior do nucleo, a -Catenina associada aos fatores de transcricdo TCF4 e ao cofator
CBP, tem a capacidade de estimular a transcri¢do génica. Na presenca do alelo TCF4-DN (uma mutacéo do
TCF4), pode inibir a transcri¢do génica. Louro et al., 2004.

Conforme ja descrito anteriormente quando os niveis de ERO superam o0s
mecanismos de defesa antioxidante do organismo, ocorre EO, 0 que pode levar a oxidagédo de
proteinas e peroxidacdo lipidica, se tornando uma ameagca para as células, pois pode levar a
morte celular (Chen et al., 2015; Rana e Singh, 2018). Essas alteracdes celulares levam a
formacdo de substancias, que podem ser consideradas biomarcadores para a presenca de dano
oxidativo, tais como 4-HNE e 8-1SO (Lantos et al., 1994).
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Estudos em humanos e animais tém demonstrado a presenca de EO associado com
as mudangas de humor observadas no TB. Marcadores com 4-HNE, 8-1SO e carbonilagéo de
proteinas normalmente encontram-se aumentados em pacientes com TB durante um episodio
de mania quando comparados com controles saudaveis (Sigitova et al., 2017). O mesmo se
observa em niveis de malondialdeido (uma substancia reativa ao acido tiobarbitdrico) e
hidroperdxido lipidico (LPH), os quais se observa um aumento durante episddios 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 vém sugerindo que a GSK-3p possui um papel importante no
estresse oxidativo (Beurel et al., 2014). O presente estudo mostrou uma correlagdo entre a
modulacdo de GSK-3p, observada através do tratamento com AR-A014418, e 0s parametros
de estresse oxidativo avaliados nos animais. Além disso, presente estudo encontrou um
aumento nos niveis de 4-HNE e 8-1SO no sangue dos pacientes, sugerindo a presenca de dano
oxidativo. Entretanto, quando os niveis de 4-HNE e 8-1SO foram correlacionados com a
atividade de GSK-3p, o que se observou foi uma correlagdo negativa, ou seja, quando um
aumenta, o outro diminui. E descrito na literatura que outros mecanismos podem levar a dano
oxidativo, tais como vias de proteina quinase C (PKC) (Steckert et al., 2012; Dal-Pont et al.,
2019).

A PKC possui um papel fundamental na regulagdo e liberagdo de
neurotransmissores, assim como na excitabilidade neuronal, o que a torna extremamente
importante na modulacdo da plasticidade sinaptica e da expressdo génica (Diazgranados e
Zarate, 2008; Abrial et al., 2011). Abrial et al. (2013) descreve que a ativacdo da PKC induz
comportamentos do tipo maniaco, assim como sua inibicdo produz efeitos antimaniacos. A
inibicdo da enzima Sddio-Potéassio de Adenosina Trifosfatase (Na*/K*-ATPase) através da
administracdo intracerebroventricular de ouabaina (OUA) induz a despolarizacdo e
subsequente excitagdo neuronal, o0 que leva a um aumento dos niveis de Ca?* intracelular via
sistema de troca Na*—Ca?" e liberagdo de neurotransmissores (Scheiner-Bobis, 2002; Albers e
Siegel, 2012). Essas alteragdes na Na*/K*-ATPase podem ativar cascatas de sinalizacdo, como
por exemplo PKC e GSK-3, as quais podem modular alteragdes comportamentais em roedores
(Valvassori et al., 2017; Dal-Pont et al., 2019). Esses eventos moleculares podem estar
associados com a hiperatividade em ratos e episodios de mania em pacientes com TB
(Jornada et al., 2011; Banerjee et al., 2012; Dal-Pont et al., 2019). A quercetina é um flavonol
gue contém uma estrutura polifendlica que elimina os radicais livres e, portanto, atua como

antioxidante, além de exibir inibicdo pleiotropica inespecifica da PKC (Russo et al., 2014).
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Kanazawa et al. (2016) mostraram que a administracdo de querectina € capaz de reverter
aumento de peroxidacgdo lipidica no cérebro de roedores submetidos a um modelo animal de
mania. A administracdo de TMX em modelos animais de mania é capaz de reverter e prevenir
EO, sugerindo que a presenca de EO pode estar mesmo relacionada com efeitos originados de
cascatas de sinalizacdo de PKC (Steckert et al., 2012). Portanto, os pesquisadores acreditam
que, apesar da influéncia da GSK-3 em mecanismos de estresse oxidativo, no presente
estudo essas alteracfes nos niveis de 4-HNE e 8-1SO nos pacientes nao estejam associadas, ou
pelo menos ndo somente associadas, com alteraces na atividade de GSK-3f, mas sim com
outras vias de sinalizagdo, como por exemplo, vias de PKC.

A tabela 2 mostra uma breve comparagdo entre os dois experimentos realizados

no presente estudo.

Efeitos do AR-A014418 no
modelo animal'de‘mania Efeitos da Ouabaina AR-A014418 x Ouabaina
Crossing 4 ) J
Parametros Rearing T v
comportam | Visitas ao centro 4 J
entais Grooming 1] J
Sniffing 1 N2
Cortex Frontal Hipocampo Cortex Frontal Hipocampo
Sup. Part. Submit. 2> i N2 N2
LPH 1 T Y ¥
4-HNE G & 1 N2 v
8-1SO 1 1] 4 -
Analises Carbonil T T v v
bioquimicas |  3-Nitrotirosina 4 T J \)
Catalase J N2 P +
Sup. Dismutase » 1T - A
GPx 3 3 J -
GR 1 T -
Andlises en:n linfScitoside Controles Saudaveis Pacientes Bipolares
pacientes
Atividade de GSK-3p3 - -
Niveis de 4-HNE - T
Niveis de 8-1SO - 4
Legenda: | P Aumento  Redugdo -Sem efeito/normalizados

Tabela 2: Resultados do experimento relacionado aos efeitos do AR-A014418 sobre pardmetros
comportamentais e bioquimicos em ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido por OUA; Resultados
do experimento avaliando atividade de GSK-3B e parametros de dano oxidativo em pacientes com TB.
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De forma geral, foi observado nos animais alteracbes comportamentais similares a
um episédio de mania, assim como um aumento nos parametros de estresse oxidativo. Nos
pacientes com TB, apesar de ndo ter sido encontrado diferenca significativa na atividade de
GSK-3p quando comparados ao grupo controle, foi observado niveis aumentados de 4-HNE e
8-1S0O, indicando a presenca de dano oxidativo. Os animais, quando tratados com o inibidor
de GSK-3B, AR-A014418, mostraram uma normalizagdo tanto dos parametros
comportamentais, quanto dos parametros de estresse oxidativo de forma geral, sugerindo um
envolvimento da GSK-3B nesses mecanismos. J& 0s pacientes, mesmo sem diferenca
significativa na atividade da GSK-3p quando comparados com o grupo controle, ainda sim
apresentaram aumentos nos niveis dos dois biomarcadores de dano oxidativo avaliados,
sugerindo que neste caso, possa haver outras vias de sinalizacdo envolvidas nesses
mecanismos, conforme especulado, vias de PKC. Entretanto, sabe-se que no organismo nao
existe apenas uma via trabalhando, mas sim, varios sistemas que trabalham em conjunto para
um bom funcionamento do organismo.

Como limitagbes do estudo, existem alguns pontos importantes, que talvez
possam ser abordados em uma outra pesquisa, como: a inclusdo de fémeas, que hoje em dia se
sabe da importancia de avaliar ambos 0s sexos nas pesquisas, entretanto, no inicio do estudo
ainda era costume utilizar apenas machos para maior homogeneidade da amostra; e avaliar 0s
efeitos da OUA ap6s 14 dias sobre os parametros avaliados, uma vez que é descrito que a
OUA apéds 14 dias induz comportamentos do tipo depressivo nos animais, caracterizando o
outro episodio do TB.

Portanto, apesar de ndo ter sido encontrado uma correlacdo da atividade de GSK-
3B com os biomarcadores de dano oxidativo nos pacientes, e com algumas limitacGes que
podemos encontrar no estudo, ndo se pode descartar esta enzima como um possivel alvo
terapéutico para o TB. Sendo assim, € de extrema importancia que se facam mais estudos

avaliando esses mecanismos.
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6 CONCLUSAO

Na parte pré-clinica do presente estudo, foi observado que a OUA levou a
alteracbes comportamentais nos animais, semelhantes as de um episédio de mania, assim
como favoreceu o estresse oxidativo. Foi observado que o tratamento com o AR-A014418
normalizou essas alteragcdes induzidas pela OUA, sugerindo um envolvimento da GSK-3f3
nesses mecanismos. Cabe ressaltar que esse foi o primeiro estudo avaliando os efeitos do AR-
A014418 sobre parametros de estresse oxidativo em um modelo animal de mania induzido
por OUA. J& na parte clinica, ndo foi observado diferenga significativa na atividade de GSK-
3B entre os pacientes com TB e o0s controles saudaveis. Esse fato pode ser associado ao
tratamento com diferentes medicac¢6es, as quais podem modular a atividade da GSK-3p. Além
disso, foi observado um aumento nos biomarcadores de dano oxidativo nos pacientes, o qual
pode ser atribuido a outros mecanismos intracelulares, paralelos a GSK-3p. Entretanto, isso
ndo descarta a importancia de se estudar a GSK-3p como um possivel alvo terapéutico para o
TB.

O presente estudo permitiu caracterizar melhor a influéncia da GSK-3p em
alteracbes comportamentais e bioguimicas envolvidas no TB. Compreender mecanismos
fisioldgicos envolvidos em transtornos psiquiatricos é uma tarefa extremamente dificil, que
demanda de muito esforgo e recursos. Sendo assim, € de extrema importancia que se facam

mais estudos para melhor caracterizar esses mecanismos.
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APENDICE A —- TERMO DE CONSCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

Titulo da Pesquisa: Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre parametros comportamentais e

bioquimicos no Transtorno Bipolar.

Objetivo: Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre parametros comportamentais e

bioquimicos no Transtorno Bipolar.

Periodo da coleta de dados: 10/02/2017 a 30/06/2020
Tempo estimado para cada coleta: 1 hora 30 minutos

Local da coleta: Clinicas Integradas da UNESC

Pesquisador/Orientador: Samira da Silva Valvassori Telefone: 48 3431-2792
Pesquisador/Académico: 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 decisdo diretamente
ao pesquisador responsavel ou a pessoa que esta efetuando a pesquisa.

Por ser uma participacdo voluntaria e sem interesse financeiro, ndo havera nenhuma
remuneracao, bem como ndo terei despesas para com a mesma. No entanto, fui orientado(a)
da garantia de ressarcimento de gastos relacionados ao estudo. Como prevé o item 1V.3.g da
Resolucdo CNS 466/2012, foi garantido a mim (participante de pesquisa) e ao meu
acompanhante (quando necessario) o ressarcimento de despesas decorrentes da participacdo
no estudo, tais como transporte, alimentacdo e hospedagem (quando necessario) nos dias em
que for necessaria minha presenca para consultas ou exames.

Foi expresso de modo claro e afirmativo o direito de assisténcia integral gratuita
devido a danos diretos/ indiretos e imediatos/ tardios pelo tempo que for necessario a mim
(participante da pesquisa), garantido pelo(a) pesquisador(a) responsavel (Itens 11.3.1 e 11.3.2,
da Resolucdo CNS n° 466 de 2012).

Estou ciente da garantia ao direito a indenizacdo diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa (Item 1V.3.h, da Resolugdo CNS n° 466 de 2012).

Os dados referentes a mim serdo sigilosos e privados, preceitos estes assegurados
pela Resolugdo n° 466/2012 do CNS - Conselho Nacional de Saude - podendo eu solicitar
informacdes durante todas as fases da pesquisa, inclusive apés a publicacdo dos dados obtidos
a partir desta.

Para tanto, fui esclarecido(a) também sobre os procedimentos, riscos e beneficios, a
saber:
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DETALHES DOS PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS NA PESQUISA

Na triagem serd realizado uma entrevista estruturada para dados de identificacdo,
sociodemogréficos, nascimento e desenvolvimento infantil, historico de doencas e habitos de
vida, em seguida sera confirmado o diagnostico pela SCID-I. Sera coletado 10 ml de sangue
periférico para a avaliacdes laboratoriais bioguimicas.

RISCOS

Os eventos adversos mais comuns sdo relacionados a venopuncao, tais como hipotenséo,
sonoléncia, tontura e formacdo de hematoma no local. Também podem surgir reacGes
emocionais devido as perguntas das escalas. Em caso de necessidade de acolhimento e escuta
qualificada, este sera providenciado pelos pesquisadores responsaveis pela pesquisa, e serao
feito 0os encaminhamentos necessarios.

BENEFICIOS

Sem beneficios direto para o paciente.

Declaro ainda, que tive tempo adequado para poder refletir sobre minha participacéo
na pesquisa, consultando, se necessario, meus familiares ou outras pessoas que possam me
ajudar na tomada de deciséo livre e esclarecida, conforme a resolugdo CNS 466/2012 item
IV.1.C.

Diante de tudo o que até agora fora demonstrado, declaro que todos os
procedimentos metodoldgicos e o0s possiveis riscos, detalhados acima, bem como as minhas
duvidas, foram devidamente esclarecidos, sendo que, para tanto, firmo ao final a presente
declaracdo, em duas vias de igual teor e forma, ficando na posse de uma e outra sido entregue
ao(a) pesquisador(a) responsavel (o presente documento sera obrigatoriamente assinado na
ultima pagina e rubricado em todas as paginas pelo(a) pesquisador(a) responsavel/pessoa por
ele(a) delegada e pelo(a) participante/responsavel legal).

Em caso de duvidas, sugestdes e/ou emergéncias relacionadas a 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 denincias, favor entrar em contato com o Comité de Etica —
CEP/UNESC (endereco no rodapé da pagina).

O Comité de Etica 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 faca presente, o CEP/UNESC revisa todos os protocolos de pesquisa
envolvendo seres humanos. Cabe ao CEP/UNESC a responsabilidade priméaria pelas decisGes
sobre a ética da pesquisa a ser desenvolvida na Instituicdo, de modo a garantir e resguardar a
integridade e os direitos dos voluntarios participantes nas referidas pesquisas. Tem também
papel consultivo e educativo, de forma a fomentar a reflexdo em torno da ética na ciéncia,
bem como a atribuicdo de receber denuncias e requerer a sua apuracao.
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ASSINATURAS

Voluntério(a)/Participante

Pesquisador(a) Responséavel

Assinatura

Nome:

Assinatura

Nome:

CPF: . . -

CPF: . . -

Criciuma (SC), de de 20
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APENDICE B — DEVOLUCAO AOS PARTICIPANTES

. L,r PROGRAMA DE POS-GRADUACAQ EM
é %@ Ciéncias da Saude

AMBULATORIO DE PESQUISA EM TRANSTORNO BIPOLAR

Declaramos que esteve presente nas

Clinicas Integradas da UNESC no dia do més de de 201

participou como voluntario(a) em pesquisa do Ambulatério de Transtorno Bipolar.
ApoOs a aplicacdo dos procedimentos descritos e apresentados no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido com base na resolugcdo n° 466 de 2012, o
paciente demonstrou interesse e/ou necessidade de encaminhamento para

atendimento

Cricilima, de de 201

Académico responsavel Voluntario

Professor Responséavel
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@ Clenaas da Saude

. < {;_} PROGRAMA DE POS- GRADUAQF&D EM
é
unesc o

AMBULATORIO DE PESQUISA EM TRANSTORNO BIPOLAR

Declaramos que esteve presente

nas Clinicas Integradas da UNESC no dia do més de

de 201 participou como voluntario(a) em pesquisa do

Ambulatério de Transtorno Bipolar. Apés a aplicacdo dos procedimentos
descritos e apresentados no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o
paciente ndo apresentou necessidade de encaminhamento ou abordagem

emergencial, com base na resolucéo n°® 466 de 2012.

Criciima, de de 201

Académico responsavel Voluntario

Professor Responsavel
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ANEXO | — CARTA DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS

"y

o CEUA
Universidade do Extremo Sul Catarinense
Comissdo de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliscio Dos Efeitos De Litio Oun Valproato Sobre A Via
a Pi3k/AKYGsk-3f Em Um Modelo Animal De Mania Induzide Por Ouabaina”, Protocolo n®
001/2016-1 sob a responsabilidade de Samira da Silva Valvassori, equipe: Roger B, Varela, Wilson
K. Resende, Damela V. Bavaresco, Manna Antunelly, Gustavo C. Dal-Pont, Edermilson Mariot, Camila
Lerte Ferremra, Bruna Peterle, Gabricla Barbosa Nadas, Guilherme Banchini, Fernanda Fredersco (Gava,
Mikaela Miranda, que envolve a produgio, manutengio efou utilizacio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem), para fns de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-
se de acordo com os precertos da Lei noc | 11.7%4, de § de outubro de 2008, do Decreto no. 68599, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Expenmentagio
Animal {CONCEA), e foi aprovado pela COMISSA0 DE ETICA NO USO DE ANIMAILS (CEUA) da
UNESC — Umiversidade do Extremo Sul Catarinense,

Vigiéncia do Projeto | 15/02/2016 a 1500272017
Espécie/Linhagem W istar

N, De animais 60
Peso/ldade 230-300g/60 dias
Sexo M

Biotenio da Universidede do Extremo Sul

Origem Catarinense — UNESC

The Ethics Committee on Ammal Use on Research, sanctioned by the resolubon number
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794408, has analyzed the following
Project:

Protocol number: (W12016-1

Principal Investigator: Samira da Silva Valvasson

Researchers: Koger B. Varela, Wilson R. Resende, Daniela V. Bavaresco, Marina Antunel i, Gustavo
C. Dal-Pont, Edemilson Mariot, Camila Leite Ferreira, Bruna Peterle, Gabnela Barbosa MNadas,
CGuitherme Bianching, Fernanda Frederico Gava, Mikaela Miranda

Project title: “Efects Of Lithium Or Valproate On PiSk/Akt/Gsk-3fisignaling Pathway In An
Anpimal Model OF Mania Induced By Ouabain™,

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original
version of this project must be previously submuited to the Committes for further analyzes. May vou
have further questions, please contact us on www. unesc.net/propexfceua or by e-mail: ceuadunese. net.

Criciama, 23 de fevereino de 2006,

JAIRD JOBSE AZOCCHE

Coordenador da CELIA
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ANEXO Il — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA DE PESQUISA E
HUMANOS

UNIVERSIDADE DO EXTREMO Plataforma
SUL CATARINENSE - UNESC asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DOS NIVEIS DE PROTEINA QUINASE C EM LINFOCITO DE
PACIENTES AMBULATORIAIS COM TRANSTORNO BIPOLAR COMPARADOS A
CONTROLES SAUDAVEIS

Pesquisador: Samira da Silva Valvassori

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa em genética do comportamento. );

Versdao: 1

CAAE: 40017020.1.0000.0119

Instituicdo Proponente: Universidade do Extremo Sul Catarinense
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.410.048

Apresentacao do Projeto:

O projeto tem muito boa apresentacdo, descrevendo de forma clara a Importancia da identificacdo
marcadores moleculares em pacientes de ambulatorio portadores de transtorno bipolar. Além disso os
pesquisaderes apresentam de forma clara todas as etapas de execucdo do projeto.

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos sdo claros no que se refere a verificac3o, triagem dos pacientes e procedimentos de coleta de
material, bem como analises bioguimicas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A pesquisa menciona corretamente 0s riscos e beneficios.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresentada é relevante e consideravel confribuicdo cientifica.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Documentos, tais come auterizacdo da Instituicdo na qual serdo extraidos dados e materiais biologicos dos
pacientes e o TCLE encontram-se corretos.

Recomendagoes:
Sem recomendacdes

Enderego: Avenida Universitana, 1.105

Bairro: Universitario CEP: 88.806-000

UF: SC Municipio: CRICIUMA

Telefone: (42)3431-2606 E-mail: cetica@unesc.net



UNIVERSIDADE DO EXTREMO W

SUL CATARINENSE - UNESC

Continuaglo do Parecer: 4.410.045

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sem inadequacdes ou pendéncias.
Consideragoes Finais a critério do CEP:

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s tem o seu inicio autorizado apos a

aprovagao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/11/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1659910.pdf 16:39:18
TCLE / Termos de | TCLE_PKC pdf 11/11/2020 [Samira da Silva Aceito
Assentimento / 16:38:15 [Valvassori
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | PROJETO_PKC pdf 11/11/2020 |Samira da Silva Aceito
Brochura 16:37:33 | Valvassori
Investigador
Folha de Rosto folhaDeRosto_PKC pdf 11/11/2020 [Samira da Silva Aceito

16:32:29 [Valvassori

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Sim

CRICIUMA, 19 de Novembro de 2020

Assinado por:
Marco Antonio da Silva
(Coordenador(a))

Enderego: Avenida Universitana, 1.105

Bairro: Universitario CEP: 28.806-000

UF: SC Municipio: CRICIUMA

Telefone: (48)3431-2608 E-mail: cetica@unesc.net
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UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE — UNESC
PRO-REITORIA ACADEMICA - PROACAD
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias da Saude (Mestrado e Doutorado)
Recomendado pela CAPES — Homologado pelo CNE — Portaria N° 609 de 14.03.2019

PARECER

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado de Coordenacéo do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude (Mestrado e Doutorado) reuniram-se para
realizar a arguicdo da Tese de DOUTORADO apresentada pelo candidato Gustavo Colombo
Dal Pont, sob o titulo “ENVOLVIMENTO DA GLICOGENIO SINTASE QUINASE 3
NO TRANSTORNO BIPOLAR: UMA PESQUISA TRANSLACIONAL” do Curso de
Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC.

Apos haver analisado o referido trabalho e arguido o candidato, os membros séo de

parecer pela “APROVACAO” da Tese.

Criciuma, SC, 30 de marco de 2021.

QALxangias, mamr

Profa. Dra. ALEXANDRA IOPPI ZUGNO
Membro Relator —- UNESC

%sm'om& Baudnu

Profa. Dra. JOSIANE BUDNI
Membro Interno — UNESC

4 »a(l/f/ﬁt_,

Profa. Dra. DANIELLE MACEDO
Membro Externo — UFC

Prof. Dr. IVES CAVALCANTE PASSOS
Membro Externo —- UFRGS



Foiva, A Vhbvaser

Profa. Dra. Samira da Silva Valvassori
Orientadora

Prof. Dr. Felipe Dal Pizzol
Coordenador do PPGCS
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