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RESUMO

Introducédo: O transtorno bipolar (TB) € uma condicdo mental crénica caracterizada
por graves alteracbes de humor, alternando-se entre episédios de mania e
depressdo. A mania € um estado anormalmente elevado de humor e a principal
caracteristica clinica deste transtorno. Evidéncias indicam que a proteina cinase C
(PKC) e o0 estresse oxidativo desempenham funcdes importantes para a
fisiopatologia do TB. Contudo, ndo esta claro se os efeitos da PKC no TB envolvem
a enzima total ou sdo dependentes de uma ou mais isoformas em particular.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da injecéo
intracerebroventricular (ICV) de inibidores de PKC (litio [Li], tamoxifeno [TMX],
inibidor da isoforma a da PKC [iPKCq], inibidor de PKCy [iPKCy] e inibidor de PKCe
[IPKCeg]) em comportamentos do tipo maniaco e parametros de estresse oxidativo
em ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido por metanfetamina (m-
AMPH). Material e Métodos: Ratos adultos foram submetidos a uma Unica injecéo
intracerebroventricular de liquido cefalorraquidiano artificial, Li, TMX, iPKCa, iPKCy
ou iPKCg, seguida por uma unica administragao intraperitoneal de salina (cloreto de
sédio 0,9%) ou m-AMPH (1 mg por kg de peso corporal). Duas horas apés a injecéo
intraperitoneal, foi realizada a analise comportamental por meio do teste de campo
aberto. Os parametros comportamentais avaliados foram os seguintes: numero de
cruzamentos, levantamentos e visitas ao centro; e o tempo, em segundos, em que 0
animal limpa seu corpo (grooming) ou suas vibrissas (sniffing). Posteriormente, os
parametros de estresse oxidativo foram avaliados no cortex frontal, hipocampo e
corpo estriado dos animais (4-hidroxi-2-nonenal e 8-isoprostano, como marcadores
de dano a lipideos; grupos carbonila e 3-nitrotirosina, para dano a proteinas;
determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e
glutationa redutase). Resultados: A microinfusao de Li, TMX ou iPKCeg preveniu o
aumento no niamero de cruzamentos, levantamentos e visitas ao centro dos animais.
Adicionalmente, a administracdo destes farmacos colaborou para a diminuicdo dos
tempos de grooming e sniffing, 0s quais sdo importantes parametros de
comportamento do tipo estereotipico. A injecdo de Li, TMX ou iPKCe também
preveniu o0 aumento nos niveis de marcadores de dano oxidativo e anormalidades na
atividade das enzimas antioxidantes induzidos por m-AMPH em todas as estruturas
cerebrais analisadas. A administracdo de iPKCa preveniu a maioria dos
comportamentos supracitados nos animais (ndo provocou efeito significativo no
namero de levantamentos). O iPKCa ou iPKCy foram implicados em redugédo dos
niveis de grupos carbonila no corpo estriado, enquanto que a infusdo de iPKCy
colaborou para uma redugdo nos niveis de 3-nitrotirosina nesta mesma estrutura
cerebral. Conclusédo: Os achados sugerem que os efeitos antimaniacos e
antioxidantes do Li, TMX e os inibidores especificos de PKC envolvem, ao menos
em parte, a isoforma PKCe. O iPKCe foi o inibidor especifico que mais apresentou
eficAcia ao prevenir as alteragbes desencadeadas pela administracdo de m-AMPH.
Demais estudos sdo necessarios para o melhor entendimento destes efeitos dos
inibidores de PKC no TB e, possivelmente, para o desenvolvimento de novas
estratégias baseadas exclusivamente na inibicdo desta enzima.

Palavras-chave: Metanfetamina; modelo animal de mania; transtorno bipolar; mania;
proteina cinase C.



ABSTRACT

Introduction: Bipolar disorder (BD) is a chronic mental condition characterized by
severe mood swings, alternating between episodes of mania and depression. Mania
is an abnormally high state of mood and the clinical hallmark of this disorder.
Evidence indicates that protein kinase C (PKC) and oxidative stress play important
roles in the BD pathophysiology. However, it is unclear whether the PKC effects of on
the BD involve the total enzyme or are dependent on one or more particular isoforms.
The aim of the present study was to evaluate the effects of intracerebroventricular
(ICV) infusion of PKC inhibitors (lithium [Li], tamoxifen [TMX], PKC a isoform inhibitor
[iPKCa], PKCy inhibitor [iPKCy] or PKCe inhibitor [iPKCg]) on the manic behaviors
and oxidative stress parameters in rats submitted to the animal model of
methamphetamine-induced mania (m-AMPH). Material and methods: Adult rats
were subjected to a single ICV injection of artificial cerebrospinal fluid, Li, TMX,
iPKCa, iPKCy or iPKCe followed by a single intraperitoneal administration of saline
(0.9% sodium chloride) or m-AMPH (1 mg/kg body weight). Two hours after the
intraperitoneal injection, an behavioral analysis through the open field test was
carried out. The behavioral parameters evaluated were: number of crossings,
rearings, and visits to the center; and the time, in seconds, in which the animal
cleanses its body (grooming) or its vibrissas (sniffing). Later, oxidative stress
parameters were evaluated in the frontal cortex, hippocampus, and striatum of the
animals (4-hydroxy-2-nonenal and 8-isoprostane as the lipid damage markers;
carbonyl groups and 3-nitrotyrosine as the protein damage parameters;
determination of the activity of antioxidant enzymes — glutathione peroxidase and
glutathione reductase). Results: The microinfusion of Li, TMX or iPKCeg in the
animals prevented the increase in the number of crossings, rearings and visits to the
center. In addition, the administration of these drugs contributed to a decrease in the
times of grooming and sniffing, which are important parameters of stereotypical
behavior. Injection of Li, TMX or iPKCe also prevented the increase in markers levels
of oxidative damage and the aberrant activity of the antioxidant enzymes induced by
m-AMPH in all brain structures analyzed. Administration of iPKCa prevented most of
the above behaviors (did not cause significant effect on the number of rearings).
IPKCa and iPKCy were implicated in decrease in the levels of carbonyl groups in
striatum while iPKCy infusion contributed to a reduction in 3-nitrotyrosine levels in
this same brain structure. Conclusion: The findings suggest that the antimanic and
antioxidant effects of Li, TMX and PKC specific inhibitors involve, at least in part, the
PKCe isoform. iPKCe was the specific inhibitor that was most effective in preventing
the changes triggered by the administration of m-AMPH. Further studies are required
to a better understanding on these effects of PKC inhibitors in BD and, possibly, the
development of novel strategies based exclusively on the PKC inhibition.

Keywords: Methamphetamine; animal model of mania; bipolar disorder; mania;
protein kinase C.
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INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO BIPOLAR

O transtorno bipolar (TB) é uma condicdo de saude mental grave e
complexa, caracterizada por episddios de mania e de depressdo, com prevaléncia
durante a vida de 2,4% da populagcdo mundial. Este transtorno causa alteracdes no
comportamento  social, envolvimento excessivo em  comportamentos
potencialmente problematicos e/ou perigosos a ele e a terceiros (Karp e
Tanarugsachock, 2000; El-Mallakh et al., 2003) e comorbidades médicas
associadas como a hipertensao, diabetes, dentre outros (Merikangas et al., 2011).
Nos pacientes com TB € comum a tentativa de suicidio e o suicidio consumado,
sendo que de 9 a 15% dos pacientes cometem suicidio (Rihmer e Kiss, 2002;
Simon et al., 2007b; Medici et al., 2015). O risco para a ocorréncia de suicidio no
TB é de aproximadamente 60 vezes maior comparado a populacéo geral (Simon et
al., 2007Db).

O TB possui uma etiologia multifatorial, onde a interacdo dos fatores
genéticos e ambientais estao envolvidos e sdo responsaveis pelo desenvolvimento
do mesmo (Rowland e Marwaha, 2018). Apesar do impacto significativo na
qualidade de vida dos pacientes, a fisiopatologia e a patogénese deste transtorno
permanecem incertos (Saxena et al., 2018).

Uma caracteristica fundamental para o diagndéstico de TB é apresentar
comportamento maniaco ou hipomaniaco (Miller, 2016). Atualmente, o TB é
dividido em tipo I, tipo IlI, ciclotimico e transtornos relacionados, dependendo da
duracdo e intensidade dos episodios. Um episddio maniaco classico é
caracterizado pela presenca de, no minimo, cinco dos seguintes sintomas por um
periodo de 7 dias: humor expansivo ou irritavel, auto-estima inflada ou
grandiosidade, reducdo da necessidade do sono, fuga de ideias, distrabilidade,
agitacado psicomotora, aumento da atividade sexual e comportamento de risco. O
episédio maniaco pode incluir ainda sintomas psicéticos e hospitalizacdes. A
hipomania € um estado semelhante a mania, porém mais leve. A hipomania nao se
apresenta com sintomas psicoticos, nem requer hospitalizagéo. A duragdo minima

de quatro dias € necessaria para a confirmacdo do diagnéstico. Os sintomas sao
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0S mesmos da mania e também exclui como hipomania aquela induzida por
antidepressivos (American Psyquiatric Association, 2013).

Ja um episddio depressivo € caracterizado pela presenca de no minimo
cinco dos seguintes sintomas por um periodo maior que 15 dias: humor deprimido,
perda de interesse ou prazer, perda ou ganho de peso, insbnia ou hipersonia,
retardo psicomotor, fadiga, perda de energia, diminuicdo da concentracdo,
indecisdo e pensamento recorrente de morte (American Psyquiatric Association,
2013).

Existem diversas abordagens farmacoldgicas para o tratamento do TB,
porém nem todos os pacientes aderem a monoterapia psicotropica, fazendo com
que o tratamento seja feito com polifarmacia psicotropica (Young e Hammond,
2007). Além do tratamento farmacolégico, a psicoeducacdo e a terapia cognitivo
comportamental sdo indicadas pois exercem papel fundamental nos transtornos
psiquiatricos em geral e no TB. Um dos objetivos destas abordagens psicoldgicas é
constribuir na conscientizacdo do paciente e familiares acerca dos sintomas da
doenca e na importancia da adesdo aos medicamentos. Muitos estudos tém
demonstrado que a intervencao psicoterapica contribui para aumentar o tempo
entre episdédios e diminuir a gravidade dos mesmos, facilitando a reabilitacdo do
paciente aos niveis social e laboral (Lam et al., 2003; Lam et al., 2005; Knapp e
Beck, 2008; Vieta e Morilla, 2016).

1.2 FARMACOLOGIA NO TRANSTORNO BIPOLAR

O TB é um distarbio complexo e possui uma variabilidade de
caracteristicas clinicas, sendo assim, ndo existe um tratamento Unico que funcione
em todos os pacientes (Moreno et al., 2004). O Li é a mais de 60 anos o farmaco
padréo ouro para o tratamento deste transtorno. Este farmaco possui efeitos sobre
0s episodios maniacos e apresenta um efeito modesto sobre a depressao (Geddes
et al., 2004). Alguns mecanismos de agédo do Li envolvem a inibicdo da PKC e
consequente diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores (Cechinel-Recco et
al., 2012) e a modulagdo de enzimas antioxidantes, combatendo o estresse
oxidativo percebido no TB (Jornada et al., 2011), trazendo uma melhora a nivel

comportamental (Valvassori et al., 2019).
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A maioria das diretrizes recomenda a prescri¢cdo de Li para o tratamento
do TB, contudo os médicos precisam prestar atencdo ao seu perfil de seguranca
clinica (Young e Hammond, 2007). Este farmaco tem apresentado efeitos
colaterais como o0 ganho de peso, a perda da libido, além da nefrotoxicidade, o que
estimula os pacientes a interromperem o tratamento. De fato, monitorar os niveis
de Li sérico € necessario para otimizar a eficacia do tratamento, bem como
prevenir a toxicidade do Li. Pacientes com prescricdo de Li pela primeira vez
devem medir a litemia uma vez por semana até os niveis estabilizarem entre 0,6 e
0,8 mmol/l (Young e Hammond, 2007; Oliveira et al., 2010; McKnight, 2012).
Entretanto, nem todos os pacientes aderem a monoterapia psicotropica ou tém
bons resultados, fazendo com que o tratamento seja feito com polifarmécia
psicotropica que aumenta os riscos de danos renais, sendo um dos principais
perigos da polifarméacia (Nestsiarovich et al., 2019).

Os medicamentos utilizados na fase de mania aguda séo Li, valproato,
carbamazepina, antipsicoéticos tipicos (clorpromazina e haloperidol) e antipsicoticos
atipicos (clozapina, risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprasidona e aripiprazole)
(Goodwin e Consensus Group of the British Association for Psychopharmacology,
2003; Lloyd et al., 2003; Nestsiarovich et al., 2019). Esses tratamentos geram
vantagens e desvantagens para seu usuario e devem ser avaliados
individualmente (Geddes et al., 2000). H4 dados de que o uso isolado do Li,
valproato e carbamazepina, mesmo que funcione possui resultados lentos, o que
nao é desejavel em pacientes com mania aguda. Assim, h& indicios de que o uso
de antipsicoticos € uma boa escolha nesses casos (Belmaker, 2004). Porém, o Li,
desde a sua descoberta em um estudo clinico por Mogens Schou, em 1954, ainda
€ 0 unico farmaco eficaz no controle da mania, especialmente na protecdo da
mania aguda e ainda reduz o risco de suicidio (Schou et al., 1954; Cipriani et al.,
2005; Bech, 2006; Ohgami et al., 2009; Sarai et al., 2018). Contudo, pacientes que
utilizam Li como tratamento podem sofrer uma disfuncao tubular e glomerular, que
é refletida pela perda da capacidade de filtracdo renal, que culmina com a doenca
renal crénica, que pode ser classificada em leve ou grave. Cerca de 50% dos
pacientes que tomam Li diminuem sua concentragdo urinaria (Turan et al., 2002). O
mecanismo de acao do valproato é potencializar a fungcéo gabaérgica, aumentando
a liberacdo do acido gama-aminobutirico, principal neurotransmissor inibitorio do

sistema nervoso central (SNC) e, ainda, diminuir a catabolizagdo deste
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neurotransmissor (McElroy e Keck, 2000). A carbamazepina é um farmaco
anticonvulsivante, seu mecanismo de acdo € agir sobre 0s canais i0nicos
neuronais, com o bloqueio de canais de sodio, 0 que pode reduzir a excitabilidade
neuronal (Zarate e Tohen, 2000).

Um dos problemas do tratamento da depressao bipolar é a possibilidade
dos antidepressivos triciclicos em induzir a virada maniaca nos pacientes (Sachs et
al., 1994; Peet, 1994), principalmente aos pacientes que tiveram histérico de
episédio maniaco severo que comprometera a sua integridade fisica e/ou a de
terceiros (Belmaker, 2004). Entretanto, a fase de depressédo no transtorno bipolar
geralmente apresenta boa resposta ao tratamento com antidepressivos (Gijsman et
al., 2004). Pode ser prudente utilizar um inibidor seletivo da recaptagcdo da
serotonina (ISRS) como a FLX ou um inibidor da monoaminoxidase (IMAQO) em vez
de um antidepressivo triciclico como tratamento de primeira linha (Gijsman et al.,
2004).

Diversos estudos clinicos tém demonstrado que o TMX, um antagonista
de receptor de estrogénio, o qual € amplamente utilizado no tratamento de cancer
de mama, foi eficaz também para o tratamento da mania aguda em pacientes
bipolares (Zarate et al., 2007; Yildiz et al., 2008; Yildiz et al.,, 2011). Além da
inibicdo de estrogénio, outro mecanismo de acdo do TMX é a inibicdo da atividade
da PKC. Sendo assim, com base nessas observacdes, a inibicdo da PKC foi
fundamentada como um mecanismo terapéutico promissor para o tratamento do
TB (Zarate e Maniji, 2009; Saxena et al., 2018).

1.3 O ESTRESSE OXIDATIVO NO TRANSTORNO BIPOLAR

Evidéncias, tanto clinicas quanto pré-clinicas, tém fortemente sugerido o
envolvimento do estresse oxidativo no TB (Frey et al.,, 2006a; Halliwell, 2006;
Andreazza et al., 2009; Berk et al., 2011; Jornada et al., 2011; Ozerdem et al.,
2016; Sigitova et al., 2017; Valvassori et al., 2019). A disfungcdo mitocondrial, com
conseqguente prejuizo no metabolismo energético celular, tem sido descrita como
principal desencadeadora desse sistema (Kato, 2007; 2016). Um estado energético
celular atipico pode levar a perda da funcdo e da plasticidade neuronal e,
consequentemente, a alteracdes cognitivas e comportamentais caracteristicas do
TB (Steckert et al., 2010).
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As mitocondrias sdo organelas intracelulares que possuem uma funcao
essencial na producdo de adenosina trifosfato (ATP), através da fosforilacdo
oxidativa. Os neurbnios apresentam superficie excitavel, a qual permite a entrada
de ions do meio extracelular por uma grande variedade de canais. O neurdnio
requer grande quantidade de energia para manter o equilibrio intracelular de ions
contra o gradiente de concentracdo, como ocorre nos processos via Na*K*-ATPase
e Ca?*ATPase situadas na membrana. Os processos envolvendo a Na*K*-ATPase
e a Ca?*ATPase sdo 0s que gastam mais energia em células excitaveis (Nicholls e
Budd, 2000).

Em situacbes em que a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) excede a capacidade de defesa antioxidante, uma condigdo chamada de
estresse oxidativo torna as biomoléculas vulneraveis a danos, podendo levar a
apoptose (Cochrane, 1991; Sigitova et al., 2017). Entre as EROs encontram-se: o
oxigénio singlete (*O2), o anion superdxido (O2~), o perdxido de hidrogénio (H20:2) e
o radical hidroxila (OH") (Yu, 1994; Halliwell e Gutteridge, 1990; Sigitova et al.,
2017).

Algumas das EROs séo radicais livres, enquanto outras sao agentes
oxidantes ndo radicalares, como por exemplo o H202. Dentre as EROs, o0 O2" e
OH* sao classificados como radicais livres de oxigénio porque apresentam um
elétron desemparelhado em sua estrutura atbmica. Os radicais livres, por
possuirem um ou mais elétrons desemparelhados, sdo as espécies mais reativas
(Halliwell e Gutteridge, 1989; McMurray et al., 2016). O radical OH® € a ERO mais
potente e, consequentemente, € 0 que causa maior dano nos sistemas bioldgicos,
devido ao seu tempo de vida extremamente curto (1x10-9s) e de sua alta
reatividade com uma grande variedade de moléculas organicas (Yu, 1994;
McMurray et al., 2016). Além de ser produzido durante a fosforilacdo oxidativa, o
radical OH® pode, ainda, ser formado por duas diferentes vias alternativas em
organismos vivos: pela reacdo de Fenton e pela reacdo de Haber-Weiss (Haber e
Weiss, 1934; Halliwell e Gutteridge, 1990; Galano et al., 2015).

Como protecéo contra os efeitos deletérios das EROs, a célula possui
algumas defesas antioxidantes capazes de atuar sobre essas substancias toxicas.
Este sistema de protecdo antioxidante pode ser enziméatico ou ndo e ambos
trabalham em conjunto para minimizar os efeitos das EROs nos tecidos. O sistema

antioxidante enzimatico inclui a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
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GPx, a glutationa (GSH), a GR e a glutationa transferase (GT) (Chance et al., 1979;
Yu, 1994; Huber et al.,, 2008). A SOD converte O2" a H202, o qual é
subsequentemente reduzido a H20 pela CAT. A GPx também converte H202 a
H20, oxidando a GSH ao seu correspondente GSS. A GSH é regenerada pela GR
por intermédio da oxidacdo de NADPH (Imai e Nakagawa, 2003; McMurray et al.,
2016; Sigitova et al., 2017).

As EROs séo citotoxicas e podem também ser originadas por meio de
reacOes enzimaticas, de reacdes de auto oxidacao ou, ainda, pelo grupo heme de
algumas proteinas. Cerca de 1-2% do oxigénio consumido durante a fosforilacao
oxidativa & convertido em O2", quando elétrons séo liberados da cadeia de
transporte de elétrons e sdo acidentalmente transferidos para o oxigénio molecular
(Orrenius et al.,, 2007). No entanto, sob condi¢cbes metabdlicas ou de estresse
especificos, uma quantidade ainda maior de elétrons podem ser liberados da
cadeia respiratoria, aumentando ainda mais a geracao de O2" mitocondrial. Esta
liberac@o acidental de elétrons ocorre nos complexos |, Il ou Ill, embora os
complexo | e Il sejam os maiores sitios de producdo de O2" dentro da mitocdndria
(Orrenius et al., 2007; Koopman et al., 2010).

O Oz pode atravessar a membrana mitocondrial externa através de um
canal idbnico dependente de voltagem (CIDV). A molécula de Oz pode também ser
convertida a H202 na matriz mitocondrial pela SOD2 ou no espago intermembrana
pela SOD1 (Han et al., 2003). Os H202 podem atravessar livremente as
membranas mitocondriais ou podem sofrer a acdo da enzima antioxidante GPXx,
sendo transformados em H20 e O2. No citosol Oz é também convertido em H20:2
pela SOD1, que por sua vez serd transformado em Hz20 e O:2 pela a¢do da enzima
CAT.

Marcadores de estresse oxidativo tém sido amplamente utilizados para o
estudo do papel desse sistema nos transtornos psiquiatricos, como por exemplo:
quantificacdo de hidroperoxidos de lipideo, niveis de malondialdeido, de 4-HNE, de
8-I1SO, de proteinas carboniladas e de 3-NITRO (Andreazza et al., 2009; 2013;
Gubert et al., 2013). Entre os produtos finais formados durante o processo de
lipoperoxidacdo, destacam-se gases de hidrocarbonetos e os aldeidos, como o
malondialdeido e o 4-HNE (Halliwell, 2001). Dentre os isoprostanos, o0 8-1ISO é um

composto do tipo prostaglandina, da familia F2-isoprostanos, e também &
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produzido pela peroxidacéo lipidica, derivado principalmente a partir da oxidacao
do acido araquiddénico (Moore e Roberts, 1998).

Diversos estudos clinicos encontraram niveis elevados de
malondialdeido e de grupamentos carbonila no sangue de pacientes com TB,
guando comparado com controles saudaveis (Andreazza et al., 2009; Kapczinski et
al., 2011; Pedrini et al., 2012). Estudos post mortem tém demonstrado no cortex
pré-frontal de pacientes bipolares niveis elevados de grupamentos carbonila, 3-
NITRO, 4-HNE e 8-1SO (Wang et al., 2009; Andreazza et al., 2010; 2013). Além
disso, o sistema de defesa antioxidante também parece estar alterado no TB, até
mesmo em estadios iniciais do transtorno. Andreazza e colegas (2009)
evidenciaram um aumento de GSH, tanto de GST quanto de GSR, no sangue de
pacientes bipolares em estadios iniciais do transtorno. A enzima antioxidante SOD
também foi encontrada aumentada no sangue de pacientes bipolares, durante

episodios de mania e de depressao (Kunz et al., 2008).

1.4 PROTEINA QUINASE C E TRANSTORNO BIPOLAR

Estudos recentes tém apontado para a neuroinflamacéo, estresse
oxidativo, fatores neurotroficos e disfuncdo em organelas celulares como
mediadores chave na fisiopatologia dos transtornos de humor, incluindo o TB (Berk
et al., 2011; Machado-Vieira et al., 2014; Kirlioglu et al., 2019). Varios estudos
clinicos e pré-clinicos sugeriram que a PKC desempenha um papel importante na
fisiopatologia do TB (Zarate e Maniji, 2009; Cechinel-Recco et al., 2012; Steckert et
al., 2012; Saxena et al., 2018). A atividade aumentada de PKC também esta
associada a doencas degenerativas, como a doenca de Alzheimer (Newton, 2018).

A PKC orquestra mecanismos de sinalizacdo neuronal de curto prazo
(liberacdo de neurotransmissores e fluxos iénicos), a médio prazo (regulacdo de
receptores), e a longo prazo (proliferacdo celular, remodelacdo sinaptica e
expressao génica) (Amadio et al., 2006). No SNC, as enzimas da subfamilia cPKC,
PKCa, -B e -y, sdo mais abundantemente expressas (Turner et al., 1984).

A familia de proteinas da proteina quinase é uma das maiores
superfamilias com cerca de 500 proteinas que sé&o evolutivamente conservadas em
11 espécies eucaridticas e regulam varios eventos celulares (Kazi et al., 2008;

Kabir e Kazi, 2011). A familia PKC inclui 10 proteinas quinases serina e treonina
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gue sao codificadas por 9 genes de mamiferos e reversivelmente fosforila residuos
de serina, treonina e tirosina nas proteinas alvo (Kazi et al., 2008). Estas 10
quinases sdo subdivididas em 3 subfamilias com base em sua estrutura e seus
cofatores reguladores, ou seja, PKC cléassica ou convencional [cPKC: a, B I, B Il, e
y; regulada por fosfolipidios, ions Ca 2* e diacilglicerol (DAG)], nova PKC (nPKC: &,
0, n, 6, e Y; regulada por fosfolipidio e DAG) e PKC atipica (aPKC: &, M¢, 1 e A;
reguladas por fosfolipideos, mas sdo independentes dos ions Ca 2+ e DAG)
(Sanchez-Bautista e Nicolas, 2013). Todas as PKCs consistem de um dominio
catalitico C-terminal altamente conservado e um dominio regulatorio N-terminal ndo
conservado (Ohno e Nishizuka, 2002).

Isoenzimas PKC sdo altamente expressas nas estruturas frontolimbicas
como cértex pré-frontal (CPF), hipocampo e amigdala, que estdo envolvidos na
regulacdo do humor (Wetsel et al., 1992; Naik et al., 2000). PKC pode ser inibida
por estabilizadores de humor, como Li e valproato (Zarate e Manji, 2009). Além
disso, a sinalizacdo de PKC est4 envolvida na regulacdo de processos que sao
afetados no TB, como a excitabilidade neuronal (Pahl et al., 2014), liberacédo de
neurotransmissores (Zarate et al.,, 2006; Opazo et al., 2010), neurotransmissao
glutamatérgica (Zarate et al., 2003), neuroplasticidade (Chu et al., 2014), ativacéo
da via apoptética (Nam et al., 2015), disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo
(Hadley et al., 2014) e neuroinflamacgédo (Jun et al., 2014; Suganthy et al., 2016;
Kirlioglu et al., 2019).

De fato, a PKC esta implicada na regulacdo de sistemas envolvidos na
modulacdo do humor, incluindo a excitabilidade neuronal, liberacdo de
neurotransmissores e alteracdes a longo prazo na expressao génica e plasticidade
(DiazGranados e Zarate, 2008). Dentre os sistemas de neurotransmissao
modulados por essa proteina, estd amplamente descrito na literatura a importancia
da PKC sobre a sinalizacdo dopaminérgica, modulando os processos de
internalizacdo, transporte e reciclagem desse neurotransmissor. A PKC age,
principalmente, inibindo a atividade e expressao dos receptadores de dopamina,
consequentemente, aumentando sua atividade na fenda sinaptica (Robinson, 2002;
Melikian, 2004; Nissen-Meyer e Chaudhry, 2013).

O abuso de m-AMPH, um estimulante do tipo anfetamina, tem
demonstrado estar associado a neuropsicotoxicidade, incluindo prejuizo da

memoéria, morbidade psiquiatrica e toxicidade dopaminérgica. Evidéncias
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convincentes de estudos pré-clinicos indicaram que a PKC desempenha um papel
importante na neuropsicotoxicidade induzida por m-amph. A fosforilacdo do
transportador de dopamina (DAT) mediada por PKC foi identificada como um dos
pré-requisitos para a liberagdo de dopamina na fenda sindptica induzida por m-
amph. Consistentemente, foi demonstrado que a PKC estd envolvida em
comportamentos maniacos, prejuizos na memoria, induzidos por m-amph ou
anfetamina, bem como a dependéncia destas drogas. A regulacdo direta ou
indireta de fatores relacionados a plasticidade neuronal pareceu ser critica para
essas acfes da PKC. Além disso, foi sugerido que a disfuncdo mitocondrial
mediada por PKC, estresse oxidativo, sistema de defesa antioxidante prejudicado,
desempenham um papel importante nos disturbios psiquiatricos e cognitivos
induzidos por m-amph ou anfetamina. Na toxicidade dopaminérgica induzida pela
m-amph, particularmente a PKC® demonstrou desencadear estresse oxidativo,
disfuncdo mitocondrial, alteracdes pro-apoptéticas e neuroinflamacéo. E importante
ressaltar que PKC® pode ser um mediador chave na retroalimentagcdo positiva
composta por esses eventos prejudiciais, potencializando a toxicidade
dopaminérgica induzida por m-amph (Shin et al., 2019).

A ideacdo e o comportamento suicida sdo ocorréncias comuns em
pacientes com TB e a PKC também esta envolvida nestas ocorréncias (Simon et
al., 2007a; Perlis et al., 2010). Em uma meta-analise com 8.700 pacientes, tanto a
depressao unipolar como a depressao bipolar foram associadas com ideacao e
comportamento suicida e l6cus génico da PKCe (Perlis et al., 2010).

Além disso, o substrato quinase C rico em alanina miristoilado
(MARCKS), um substrato de PKC (Pandey et al., 2002), foi identificado como
sendo um dos seis biomarcadores periféericos preditores de hospitalizacdo passada
e futura, em relagéo as tentativas de suicidio de pacientes com TB (Le-Niculescu et
al., 2013).

A ativagdo de PKC mostrou diminuir drasticamente a atividade do DAT e
aumentar a sua fosforilagdo (Robinson, 2002). Varios grupos de pesquisa
relataram efeitos semelhantes de PKC sobre a atividade do DAT e forneceram
evidéncias convincentes de que este efeito esta associado a internalizagdo do
transportador em diferentes sistemas celulares (Zhu et al., 1997; Pristupa et al.,
1998; Daniels e Amara, 1999; Melikian e Buckley, 1999). Atualmente, ndo ha

evidéncia direta de que a fosforilagho do DAT seja necessaria para essa
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internalizacdo. De fato, a mutacdo de todos os residuos serina e treonina nas
sequéncias consensuais classicas da PKC nao elimina a regulacdo ou
internalizacdo do DAT dependente de PKC, mas elimina a fosforilagdo dependente
do DAT de PKC (Chang et al., 2001). Isso pode sugerir que a fosforilacao direta do
transportador ndo é necesséaria para o DAT internalizar e que uma proteina de
andaimes pode ser o alvo da fosforilagéo (Torres et al., 2001). Ainda, observou-se
que a ativacdo de um subtipo de receptor metabotrépico de glutamato resulta em
uma inibicdo da atividade do DAT mediada por PKC (Page et al., 2001),
fornecendo uma ligacéo funcional entre receptores de superficie celular e atividade
do DAT.

Um grupo de pesquisa examinou o destino intracelular do DAT para
determinar se é alvo de degradacdo ou fica disponivel para reciclagem para a
membrana plasmatica. Em células com o DAT, a ativacdo de PKC diminuiu a
atividade de transporte de dopamina em aproximadamente 30% em relacdo aos
niveis do grupo controle e causou uma diminuicdo significativa na expressdo da
superficie celular do DAT marcado com proteina verde fluorescente (Daniels e
Amara 1999). Este grupo utilizou varias estratégias para desenvolver evidéncias de
gue a diminuicdo da expressdo da superficie celular esta relacionada a uma
aceleracdo da endocitose, em vez da desaceleracdo da redistribuicdo do
transportador de um compartimento subcelular & superficie celular. A expresséo de
uma variante negativa dominante da dinamina 1 bloqueia a internalizacdo do DAT
dependente de PKC, sugerindo que a endocitose ocorre pela via da clatrina.
Finalmente, desenvolveram-se evidéncias de que os transportadores internalizados
sdo alvos de degradacdo lisossomica em vez de serem reciclados para a
membrana plasmatica (Daniels e Amara 1999).

Melikian e Buckley também examinaram os efeitos da ativacdo da PKC
no DAT, mas concluiram que os transportadores poderiam ser reciclados para a
membrana plasmatica (Melikian e Buckley 1999). Como foi observado em outros
sistemas celulares, a ativacdo da PKC causou diminuicdo dramatica na atividade
mediada por DAT e expressdo de superficie celular. Usando técnicas de
fracionamento subcelular e marcadores especificos de organelas, este grupo
concluiu que o DAT é internalizado através de uma via endossomal e que a
ativacdo da PKC aumenta a expressdo do DAT em um compartimento de

reciclagem endossémico. Estes estudos sugerem que o DAT internalizado é



27

reciclado de volta para a membrana plasmatica neste sistema. Atualmente, parece
possivel que ambas as vias de internalizacdo estejam disponiveis para DAT e esse
contexto celular ou ativagdo basal de vias de sinalizagdo podem influenciar o
destino dos transportadores internalizados.

Juntos, esses achados suportam o papel da fosforilagdo do DAT na
regulacéo das propriedades cinéticas do transportador mediadas pela ativacdo da

PKC induzida por anfetaminas (Challasivakanaka et al., 2017).

1.5 MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR M-AMPH

A uma enorme lacuna no conhecimento sobre a neurobiologia e
funcionamento cerebral, associadas as limitagBes éticas e praticas em estudar o
cérebro humano in vivo sdo os fatores que impedem o avan¢o no estudo sobre a
neurobiologia e fisiopatologia dos transtornos de humor (Nestler e Hyman, 2010).
Apesar do avanco tecnoldgico das técnicas de neuroimagem nos ultimos anos, as
técnicas ndo invasivas ainda ndo conseguem responder todas as perguntas sobre
as disfuncbes do cérebro humano. Sendo assim, os modelos animais de
transtornos psiquiatricos, mais especificamente os transtornos de humor, sdo uma
importante ferramenta para o estudo da neurobiologia do TB (Valvassori et al.,
2013a).

Ellenbroek e Cools (1990) propuseram que modelos animais validos
para os transtornos psiquiatricos devem demonstrar os trés principais critérios a
seguir: validade de face, validade de constructo e validade preditiva. A validade de
face indica a habilidade do modelo em mimetizar os sintomas de determinada
doenca. A validade de constructo esta relacionada com a habilidade do modelo em
reproduzir alguns aspectos fisiopatolégicos conhecidos da doencga. Por ultimo, a
validade preditiva esta relacionada com a habilidade do modelo em mimetizar o
tratamento farmacologico do transtorno (Ellenbroek e Cools, 1990; Machado-Vieira
et al., 2004; Nestler e Hyman, 2010; McGonigle e Ruggeri, 2013).

Os modelos animais focam na indugcdo de comportamentos que
mimetizam individualmente um episoddio agudo de mania ou depressdo. Esses
modelos sdo de consideravel valor e muitos deles possuem validade preditiva para
identificar medicacdes com potencial antimaniaco ou antidepressivo (Duman e
Monteggia, 2006; Einat e Manji, 2006; Einat et al., 2007).
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O TB possui um curso clinico complexo com alternancias de humor
recorrentes entre episédios maniacos e depressivos, fazendo com que o
desenvolvimento de um modelo animal seja desafiador. Até o presente momento,
nao existe nenhum modelo estabelecido que consiga mimetizar ambos os polos de
humor no mesmo animal. Entretando, o marco clinico para o TB € a presenca de
sintomas maniacos, nesse sentido os estudos pré-clinicos sobre a neurobiologia do
TB utilizam modelos que reproduzem caracteristicas de episddios maniacos, como
a hiperatividade, a hipersexualidade, comportamentos de risco e a agressividade
(Valvassori et al., 2017a).

Diversos estudos tém demonstrado que a administracdo de
psicoestimulantes, especialmente as anfetaminas, € capaz de induzir
hiperlocomogdo em animais, além de diversos outros comportamentos do tipo
maniaco como comportamento de risco, agressividade e hipersexualidade (Wang
et al.,, 2013; Guarraci e Bolton, 2014; Zhou et al., 2015). O mesmo ocorre em
humanos, as anfetaminas sdo capazes de produzir sintomas maniacos em
controles saudaveis assim como induzir episédios maniacos em pacientes
bipolares (Young e Macpherson, 2011).

Diversos trabalhos do nosso grupo de pesquisa, além de demonstrarem
0s comportamentos do tipo mania, induzidos por anfetamina, nos modelos animais,
também demonstraram os efeitos do tratamento com Li e valproato, N-
Acetilcisteina e deferoxamina, canabidiol (CBD), resveratrol versus estresse
oxidativo (Frey et al., 2006a; Frey et al., 2006d; Frey et al., 2006e; Andreazza et al.,
2008; Valvassori et al., 2008; Valvassori et al., 2011; da-Rosa et al., 2012a;
Menegas et al., 2019); efeitos do tratamento com TMX versus PKC (Moretti et al.,
2011; Cechinel-Recco et al., 2012; Steckert et al., 2012) e efeitos do tratamento
com butirato de sodio versus histonas deacetilases (Arent et al., 2011; Moretti et
al., 2011; Steckert et al., 2013; Valvassori et al., 2013b); sé para citar alguns dos
trabalhos.

As drogas anéalogas as anfetaminas séo estimulantes do SNC e agem
aumentando a liberagdo de dopamina e inibindo sua recaptacdo e degradacao
(Vasan e Olango, 2018). Uma vez que o aumento da atividade dopaminérgica é
uma das principais hipoteses fisiopatologicas do TB (Joyce et al., 1995;
Pantazopoulos et al., 2004; Vogel et al., 2004; Zhao et al., 2015), esse modelo

apresenta validade de constructo. Sua validade preditiva é demonstrada através da
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capacidade do modelo em responder aos estabilizadores de humor classicos,
como o Li e o valproato (Frey et al., 2006c).

A partir desses resultados comecou-se a estudar a administracdo de
anfetamina como modelo de mania, e observou-se que animais submetidos a esse
protocolo apresentam hiperatividade locomotora, aumento na liberacdo de
dopamina na fenda sinaptica e essas alteracfes sao revertidas apds o tratamento
com Li e valproato (Frey et al., 2006a). Nao é necessario que o modelo animal
desenvolva todos os sintomas do transtorno, ja que os pacientes com o transtorno
nem sempre manifestam todos os sintomas possiveis desse transtorno. O modelo
animal de mania induzido por anfetamina possui dois protocolos, que séo
classificados devido a ordem de administracdo da droga e dos farmacos. Esses
protocolos sdo denominados reverséo e prevengao (Frey et al., 2006a).

Em um primeiro estudo do nosso grupo mostramos a eficacia dos dois
protocolos. A administracdo de anfetamina foi capaz de causar hiperatividade
locomotora nos animais, um parametro de comportamento do tipo maniaco, tanto
no protocolo de reversdao quanto no de prevencdo. O tratamento com Li e
valproato, farmacos classicamente utilizados na clinica, também foi capaz de
prevenir e reverter esse aumento na atividade locomotora, contemplando as
validades de face e preditiva de ambos os protocolos (Frey et al., 2006a).

Considerando a importancia translacional em se pesquisar as bases
neurobioldgicas dos transtornos psiquiatricos, pois a pesquisa translacional oferece
uma oportunidade para aplicar os achados da pesquisa pré-clinica na clinica
cotidiana (Hallak et al., 2010), € importante investigar mecanismos que relacionem a
PKC com o TB para buscar uma melhor compreensdo da fisiopatologia deste

transtorno.

1.6 JUSTIFICATIVA

E importante que alguns pontos sejam ressaltados: 1) o tratamento dos
transtornos do humor nao é totalmente eficaz; 2) a etiologia dos transtornos do
humor parece envolver fatores genéticos e ambientais, apontando para o
envolvimento das alteracées na sinalizacéo celular em sua fisiopatologia; e 3) os
inibidores da PKC possuem um potencial promissor como moduladores do humor;

entretanto, seus mecanismos de ag¢ao ainda ndo sao completamente conhecidos.
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Portanto, € de extrema importancia conhecer as alteracdes induzidas pela m-
AMPH no modelo animal de mania, afim de melhor descrever a fisiopatologia do

TB, bem como novas possibilidades de abordagens terapéuticas para 0 mesmo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de isoformas da PKC como alvo para comportamentos

do tipo maniaco e estresse oxidativo induzidos por metanfetamina em um modelo

animal de mania.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Avaliar os efeitos da administracdo ICV de iPKC a, iPKCy, iPKCg, TMX
e Li sobre a atividade locomotora e exploratéria, através do numero de
cruzamentos e de levantamentos no campo aberto, de ratos
submetidos ao modelo animal de mania induzido por m-AMPH.

Avaliar os efeitos da administracdo ICV de iPKC aq, iPKCy, iPKCg, TMX
e Li sobre o comportamento de risco, através do numero de visitas ao
centro do campo aberto, de ratos submetidos ao modelo animal de
mania induzido por m- AMPH.

Avaliar os efeitos da administracédo ICV de iPKCa, iPKCy, iPKCg, TMX
e Li sobre o comportamento estereotipico, através da quantificagdo do
tempo de limpeza das vibrissas e de auto-limpeza no campo aberto, de
ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido por m- AMPH.
Avaliar os efeitos da administracédo ICV de iPKCa, iPKCy, iPKCeg, TMX
e Li, sobre o dano oxidativo aos lipideos, através da quantificacdo dos
niveis de 4-HNE e de 8-1SO, no cortex frontal, no hipocampo e no
estriado de ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido por
m- AMPH.

Avaliar os efeitos da administragéo ICV de iPKCa, iPKCy, iPKCg, TMX
e Li, sobre o dano oxidativo as proteinas, através da quantificacdo dos
niveis de proteinas carboniladas no cértex frontal, hipocampo e
estriado de ratos Wistar submetidos ao modelo animal de mania
induzido por m- AMPH.

Avaliar os efeitos da administracédo ICV de iPKCa, iPKCy, iPKCeg, TMX
e Li, sobre o dano nitrosativo as proteinas, através da quantificacdo dos
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niveis de 3-NITRO, no cortex frontal, hipocampo e estriado de ratos
Wistar submetidos ao modelo animal de mania induzido por m- AMPH.

Avaliar os efeitos da administracédo ICV de iPKCa, iPKCy, iPKCeg, TMX
e Li, sobre a atividade das enzimas antioxidantes GPx e GR no cértex
frontal, hipocampo e estriado de ratos submetidos ao modelo animal de

mania induzido por m- AMPH.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados 120 ratos Wistar adultos machos, com 60
dias de idade, provenientes do biotério da UNESC. Os animais foram mantidos em
um ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e comida e com o
ambiente mantido a temperatura de 23 + 1° C. Todos o0s procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as recomendagdes internacionais
para o cuidado e o uso de animais de laboratério, além das recomendacgfes para o
uso de animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento
(SBNeC). Os protocolos foram iniciados somente apds a aprovacdo da Comisssao
de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da UNESC sob o protocolo de nimero
007/2013.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

3.2.1 Procedimentos cirdrgicos

Nesse protocolo, os ratos Wistar machos foram anestesiados via
intramuscular (i.m.) com cetamina (80 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) em uma
proporcao de 2:1, respectivamente, com um volume de 1ml/kg. Em um aparelho
estereotaxico, uma canula foi implantada no ventriculo lateral, através dos seguintes
procedimentos: a pele do cranio dos animais foi removida e, através de um orificio
de 2mm de diametro no cranio do animal, uma canula guia de calibre 27 e 9mm de
comprimento foi implantada a 0.9mm posterior ao bregma, 1.5mm a direita da linha
central e 2.6mm ventralmente em relacdo a superficie do cranio (1.0mm acima do
ventriculo cerebral lateral). A canula foi fixada com cimento acrilico dental e os
animais permaneceram em repouso durante 3 dias sem serem manipulados. O
procedimento cirurgico esta de acordo como descrito no atlas de Paxinos e Watson
(1986).

3.2.2 Desenho experimental

Apoés o procedimento cirdrgico, 0s animais se recuperaram durante trés
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dias. Apds a recuperacao cirdrgica, foi administrado via ICV os inibidore de PKC
(IPKC): iPKCa, IPKCy, iPKCe. Além disso, também foram administrados via ICV o
TMX e o Li, que também inibem PKC; entretanto, inibem PKC total.

A concentracdo das substancias administradas via ICV foram: TMX 10°M
(Nabha et al., 2005); Li 5uM/5uL (Zhang et al., 1997); peptideo inibidor da PKCa, sc-
3094 (C2-4 fornecido por Santa Cruz Biotechnology) 10 uM/5uL (Gayen et al.,
2009); chelerythrine chloride (fornecido pela Abcam), iPKCy na dose de 20 nmol/5
ML (Hsieh et al., 2009), peptideo inibidor PKCeg, sc-3095 (fornecido por Santa Cruz
Biotechnology), na dose de 10 uM/5uL (Gayen et al., 2009) ou 5ul de liquido cefalo-
raquidiano artificial (LCRa) para o grupo controle. Todas as substancias
administradas via ICV foram injetadas durante 3 minutos para que ndao houvesse
efluxo da substancia. Imediatamente apdés a administracdo ICV dos inibidores os
animais receberam salina (Sal - 1mL/kg) ou m-AMPH (2mg/kg) via intraperitoneal
(i.p.), para mimetizar um episddio de mania aguda. Os animais foram submetidos ao
teste do campo aberto 2 horas apds a administracdo de Sal ou m-AMPH. Os grupos
experimentais do presente estudo foram: 1) LCRa +Sal; 2) TMX+Sal; 3) Li+Sal; 4)
iPKCa+Sal; 5) iPKCy+Sal; 6) iPKCe+Sal; 7) LCRa +m- AMPH; 8) TMX+ m- AMPH,;
9) Li+ m- AMPH; 10) iPKCa+ m- AMPH; 11) iPKCy+ m- AMPH; 12) iPKCe+ m-
AMPH (Tabela 1).

O Li foi utilizado por ser um classico e importante estabilizador de humor,
considerado o padréo ouro no tratamento do TB (Valvassori et al., 2019). O TMX foi
utilizado pela sua atividade inibitoria sobre a PKC total (Einat et al., 2007). Além
disso, estudos demonstraram a eficacia do TMX em episédios de mania aguda em
pacientes bipolares (Bebchuk et al., 2000; Zarate et al., 2007; Yildiz et al., 2008;
Yildiz et al., 2011). Quanto aos inibidores especificos da PKC, foram utilizados dois
IPKC referentes a subfamilia classica (a e y) e um referente a subfamilia da PKC
nova (g).

Com este desenho experimental, a intencdo dos pesquisadores foi
verificar se alguma isoforma especifica de PKC esta envolvida nos efeitos

antimaniacos de Li e de TMX.
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Tabela 1. Desenho experimental. LCRa: liquido céfalo-raquidiano artificial; Li: litio; TMX:

tamoxifeno; iPKC: inibidor da proteina quinase C; Sal: salina; m-AMPH: meta-anfetamina; 4-HNE: 4-

hidroxinonenal; 8-1SO: 8-isoprostano; 3-NITRO: 3-nitrotirosina; GPx: glutationa peroxidase, GR:

glutationa redutase.

3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.3.1 Teste do campo aberto

Este teste consiste em uma caixa de 40 x 60 cm para ratos, cercada por

paredes de 50 cm de altura feitas de madeira compensada branca, com uma parede

de vidro frontal e assoalho dividido em 9 retangulos iguais por linhas pretas. Os

animais foram colocados delicadamente no quadrante posterior esquerdo, para

explorar livremente a arena durante cinco minutos. A atividade locomotora foi

avaliada contando, com ajuda de contadores, 0 nimero de cruzamentos feitos pelo

animal entre as linhas pretas do campo aberto. A atividade exploratdria foi avaliada
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contando a quantidade de levantamentos quando os animais ficavam apoiados nas
patas traseiras. Para a avaliacdo de comportamento de risco, foram contados o
namero de visitas ao centro do campo aberto. Para a avaliagdo do comportamento
estereotipico foram cronometrados: o tempo que o animal ficou limpando as

vibrissas e o tempo de auto-limpeza (Valvassori et al., 2017a).

3.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Imediatamente apdés o teste de campo aberto, os animais foram
submetidos a eutanasia por decapitacdo e o cérebro dissecado em cortex frontal,
hipocampo e estriado. As amostras de tecido cerebral foram acondicionadas em
microtubos, identificados e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Logo

apos, as amostras foram armazenadas a -80 °C para posterior analise bioquimica.

3.5 AVALIACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO NO CEREBRO
DE RATOS

3.5.1 Medidas de peroxidacao lipidica

Foram feitas duas medidas de peroxidacéao lipidica: 4-HNE (Cell Biolabs,
Inc., San Diego, CA, EUA; STA-338) e 8-ISO (Cayman, Item N ° 516351), através de
kit para ELISA, seguindo o manual de instrucdes do fabricante.

No ensaio para a dosagem dos niveis de 4-HNE, um conjugado de HNE é
revestido em uma placa de ELISA. As amostras ou os padroes de HNE foram
adicionados a placa de ELISA. Depois de uma breve incubacéo, foi adicionado um
anticorpo policlonal anti-HNE, seguido por um anticorpo secundario conjugado. A
quantidade de adutos proteicos HNE nas amostras foi determinado por comparacao
com uma curva padrdo HNE (Kimura et al.,, 2005). Os niveis de 4-HNE foram
quantificados em pg/mL.

8-1SO foi quantificado usando um kit para ELISA do tipo competitivo. Este
teste é baseado na competicdo entre 8-ISO (analito) e 8-ISO-acetilcolinesterase (8-
ISO-AChE) conjugado (analito marcado), por um numero limitado de sitios de uni&do
(antissoro especificopara 8-1SO). Como o 8-1SO e 0 8-ISO-AChE competem por um

namero limitado de ligacdo ao antissoro, a intensidade da cor induzida pela ligagéo
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do analito marcado é 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 determinacdo da concentracdo real de 8-ISO. O 8-1SO foi quantificado em

pg/ml.

3.5.2 Medidas de oxidacao e de nitracdo de proteinas

O dano oxidativo a proteinas foi analisado através da mensuracdo da
guantidade de proteina carbonila presentes na amostra, através de um kit ELISA de
imunodetecgao (OxiSelect™ Protein Carbonyl ELISA Kit - STA-310). A quantidade
de grupamentos carbonila presentes na amostra foi determinada pela comparagao
da absorbancia, a 450 nm, da amostra com a de uma curva padréo. A carbonilagéo
de proteinas foi quantificada em nmol/mg de proteina.

A nitracdo de proteinas foi analisada através de um kit ELISA
(OxiSelect™ Nitrotyrosine ELISA Kit, STA-305, Cell Biolabs, Inc., San Diego, EUA),
competitivo, para a quantificacdo de nitrotirosina. Ap6és uma breve incubacdo da
amostra em uma placa, um anticorpo anti-nitrotirosina € adicionado, seguido por um
anticorpo secundario conjugado com HRP. A quantidade de nitrotirosina presente na
amostra foi determinada pela comparacdo com uma curva padrdo. A nitracdo de

proteinas foi quantificada em pg/mg de proteina.

3.5.3 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da GPx foi medida por meio de um kit especifico, conforme as
instrucdes da empresa fabricante (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA). A forma
oxidada da glutationa é gerada através da reducéo do peroxido de hidrogénio (H202)
catalisada pela GPx, enquanto que a forma oxidada pode ser novamente convertida
para o seu estado reduzido em uma reacdo catalisada pela enzima GR, a qual
untiliza o dinucleotideo de nicotinamida e adenina fosfato (NADP*) como coenzima.
A oxidacdo do dinucleotideo de nicotinamida e adenina fosfato reduzido (NADPH)
para NADP* €& seguida por uma diminuicdo na absorbancia da luz, em um
comprimento de onda A = 340 nm. Uma unidade de GPx é definida como a
guantidade de enzima que provoca a oxidacao de 1,0 nmol de NADPH a NADP™* por

minuto a 25 °C. A atividade da GPX foi expressa como nmol? - mint - mg proteina.



38

A atividade da GR foi medida utilizando-se um kit de ensaio fornecido por
Cayman Chemical. Através deste kit, foi possivel determinar a taxa de oxidacdo de
NADPH em NADP*, o que é seguido por uma queda na absorbancia a A = 340 nm.
Uma unidade de GR é definida como a quantidade de enzima que induz a oxidacao
de 1,0 nmol de NADPH a NADP* por minuto a 25 °C. A atividade desta enzima foi

expressa em nmol* - min! - mg proteinal.

3.5.4 Determinacao de proteinas

Todas as medidas bioquimicas foram normalizadas para o teor de

proteina com albumina bovina como padréo (Lowry et al., 1951).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas dos dados de comportamento e das atividades
enzimaticas foram realizadas nos softwares SPSS 20 (IBM©) e STATISTICA 8
(Statsoft©). Teste de Shapiro-wilk foi realizado para avaliar se os resultados
possuiam distribuicdo normal. As diferencas entre os grupos foram determinadas por
analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida pelo pds-hoc de Tukey. Um
valor de p<0,05 foi considerado como estatisticamente significativo. Os gréficos
foram gerados no software Prism 6 (GraphPad®©) e os dados estdo apresentados em

média + erro padrao da média.
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4 RESULTADOS

A Figura 1 demonstra os efeitos da administragao ICV de Li, TMX, iPKCaq,
iPKCy ou iPKCe sobre parametros comportamentais de ratos submetidos ao modelo
animal de mania induzido por m-AMPH.

A administracdo de m- AMPH aumentou o numero de cruzamentos
(Figura 1A) e de levantamentos (Figura 1B) dos animais, quando comparado ao
grupo controle, ou seja, induziu hiperatividade nos animais. A administracdo de TMX,
de Li e de iPKCe foi capaz de bloquear essas alteracbes comportamentais induzidas
por m- AMPH. A injecdo de iPKCa diminuiu, mas nao bloqueou completamente, o
aumento de cruzamentos induzidos por m- AMPH. A administracéo per se de Li, de
TMX, de iPKCa, de iPKCy e de iPKCe nao alterou a atividade locomotora e

exploratdria dos animais.
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Figuras 1A e 1B. Efeitos do tamoxifeno (TMX), litio (Li), inibidor de proteina quinase C (iPKC) a,
iPKCy e iPKCe sobre o numero de cruzamentos (A) e levantamentos (B) de ratos submetidos
ao modelo animal de mania induzido por meta-anfetamina (m-AMPH). As barras representam
média + erro padrdo da média; *p<0,05 comparado com grupo LCRa+Sal; #p<0,05 comparado com o
grupo LCRa+m-AMPH, de acordo com o ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

A administracdo de m-AMPH aumentou o numero de vezes que 0S
animais visitaram o centro do campo aberto (Figura 1C), um comportamento
considerado de risco. A administragdo de TMX, de Li ou de iPKCeg foi capaz de
bloquear o comportamento de risco induzido por m-AMPH. A administragdo de
iPKCa diminuiu, mas nao bloqueou completamente, o comportamento de risco
induzido por m-AMPH. A administragdo per se de Li, de TMX, de iPKCa, de iPKCy e

de iPKCe ndao o numero de vezes que o animal visitou o centro do campo aberto.
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Figura 1C. Efeitos do tamoxifeno (TMX), do litio (Li), do inibidor de proteina quinase C (iPKC) a,
do iPKCy e do iPKCe sobre o numero de visitas ao centro do campo aberto de ratos
submetidos ao modelo animal de mania induzido por meta-anfetamina (m-AMPH). As barras
representam meédia * erro padrédo da média; *p<0,05 comparado com grupo LCRa+Sal; #p=<0,05
comparado com o grupo LCRa+m-AMPH, de acordo com o ANOVA de duas vias, seguido pelo post-
hoc de Tukey.

A administracdo de m-AMPH aumentou o tempo de limpeza das vibrissas
(Figura 1D) e de auto-limpeza (Figura 1E) dos animais; ou seja, 0S animais
apresentaram comportamentos estereotipicos. A administracdo de TMX, de Li, ou de
iPKCe foi capaz de bloquear os comportamentos estereotipicos induzidos por m-
AMPH. A administracdo de iPKCa diminuiu ambos os comportamentos
estereotipicos induzidos por m-amph; entretanto, o iPKCy diminuiu somente o
aumento de auto-limpeza induzido por m-AMPH. A administracdo per se de Li, de
TMX, de iPKCa, de iPKCy e de iPKCe nao alterou o tempo de limpeza das vibrissas

nem de auto-limpeza dos animais.
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Figuras 1D e 1E. Efeitos do tamoxifeno (TMX), do litio (Li), do inibidor de proteina quinase C
(iPKC) a, do iPKCy e do iPKCe sobre o numero de limpeza das vibrissas (1D) e nimero de
auto-limpeza (1E), no teste de campo aberto, de ratos submetidos ao modelo animal de mania
induzido por meta-anfetamina (m-AMPH). As barras representam média + erro padrdo da média;
*p<0,05 comparado com grupo LCRa+Sal; #p<0,05 comparado com o grupo LCRa+m-AMPH, de
acordo com o ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

A Figura 2 demonstra os efeitos da administragao ICV de Li, TMX, iPKCaq,
iPKCy, e iPKCe sobre parametros de dano oxidativo aos lipideos (4-HNE e 8-1SO) no
cortex frontal, no hipocampo e no estriado de ratos submetidos ao modelo animal de
mania induzido por m-AMPH.

A administracdo de m-AMPH aumentou os niveis de 4-HNE no hipocampo
(Figura 2B) e no estriado dos animais (Figura 2C); entretanto, m-AMPH né&o alterou
0s niveis de 4-HNE no cortex frontal (Figura 2A). A administragéo ICV de TMX, de Li
e de iPKCe foi capaz de bloquear o aumeto dos niveis de 4-HNE induzido por m-
AMPH. Entretanto, a administracdo de iPKCy ou iPKCe per se aumentaram os niveis

de 4-HNE no cértex frontal, quando comparado ao grupo controle.
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Figuras 2A, 2B e 2C: Efeitos do tamoxifeno (TMX), do litio (Li), do inibidor de proteina quinase
C (iPKC) a, do iPKCy e do iPKCe sobre os niveis de 4-hidroxinonenal (4-HNE) no cértex frontal
(2A), no hipocampo (2B) e no estriado (2C) de ratos submetidos ao modelo animal de mania
induzido por meta-anfetamina (m-AMPH). As barras representam média + erro padrdo da média;
*p<0,05 comparado com grupo LCRa+Sal; #p=<0,05 comparado com o grupo LCRa+m-AMPH, de
acordo com o ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

A administracdo de m-AMPH aumentou os niveis de 8-1SO no cértex frontal
(Figura 2D), no hipocampo (Figura 2E) e no estriado (Figura 2F) dos ratos, quando
comparado ao grupo controle. A administracdo ICV de TMX, de Li e de iPKCg foi
capaz de bloquear o aumento dos niveis de 8-ISO induzido por m-AMPH em todas

as estruturas cerebrais avaliadas.
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Figuras 2D, 2E e 2F: Efeitos do tamoxifeno (TMX), do litio (Li), do inibidor de proteina quinase
C (iPKC) a, do iPKCy e do iPKCe sobre os niveis de 8-isoprostano (8-ISO) no cortex frontal
(2D), no hipocampo (2E) e no estriado (2F) de ratos submetidos ao modelo animal de mania
induzido por meta-anfetamina (m-AMPH). As barras representam média + erro padrdo da média;
*p<0,05 comparado com grupo LCRa+Sal; #p<0,05 comparado com o grupo LCRa+m-AMPH, de
acordo com o ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

A Figura 3 demonstra os efeitos da administracdo ICV de Li, TMX, iPKCa,
iPKCy, e iPKCe sobre paradmetros de dano oxidativo a proteina (proteinas
carboniladas) no cértex frontal, no hipocampo e no estriado de ratos submetidos ao
modelo animal de mania induzido por m-AMPH.

A administracdo de m-AMPH aumentou os niveis de grupamentos carbonila
em todas as estruturas no cértex frontal (Figura 3A), no hipocampo (Figura 3B) e no
estriado (Figura 3C), quando comparado ao grupo controle. A administracdo de
TMX, de Li ou de iPKCe foi capaz de bloquear o dano oxidativo as proteinas induzido
por m-AMPH em todas as estruturas cerebrais avaliadas. No estriado, a
administracao de iPKCa ou iPKCy diminuiu, mas ndo bloqueou completamente, o

dano oxidativo as proteinas induzido por m-AMPH.
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Figuras 3A, 3B e 3C: Efeitos do tamoxifeno (TMX), do litio (Li), do inibidor de proteina quinase
C (iPKC) a, do iPKCy e do iPKCe sobre os niveis de proteinas carboniladas no cértex frontal
(A), no hipocampo (B) e no estriado (C) de ratos submetidos ao modelo animal de mania
induzido por meta-anfetamina (m-AMPH). As barras representam média + erro padrdo da média;
*p<0,05 comparado com grupo LCRa+Sal; #p<0,05 comparado com o grupo LCRa+m-AMPH, de
acordo com o ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

A Figura 4 demonstra os efeitos da administracdo ICV de Li, de TMX, de
iPKCa, de iPKCy, e de iPKCe sobre parametros de dano nitrosativo a proteina (3-
nitrotirosina) no cortex frontal, no hipocampo e no estriado de ratos submetidos ao
modelo animal de mania induzido por m-AMPH.

A administracdo de m-AMPH aumentou os niveis de 3-nitrotirosina no coértex
frontal (Figura 4A), no hipocampo (Figura 4B) e no estriado (Figura 4C) dos ratos,
quando comparado ao grupo controle. A administracdo ICV de TMX, de Li e de
iPKCe foi capaz de bloquear a nitragao de proteinas induzida por m-AMPH em todas
as estruturas cerebrais avaliadas. Além disso, iPKCy foi capaz de diminuir, mas nao
bloquear completamente, o aumento dos niveis de 3-nitrotirosina induzido A
administracdo de m-AMPH aumentou os niveis de 3-nitrotirosina no cortex frontal
(Figura 4A), no hipocampo (Figura 4B) e no estriado (Figura 4C) dos ratos, quando
comparado ao grupo controle. A administragéo ICV de TMX, de Li e de iPKCe foi
capaz de bloquear a nitracdo de proteinas induzida por m-AMPH em todas as

estruturas cerebrais avaliadas. Além disso, iPKCy foi capaz de diminuir, mas nao
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bloquear completamente, o aumento dos niveis de 3-nitrotirosina induzido por m-
AMPH no estriado.

Figura 4A Cortex frontal Figura 4B Hipocampo

3-Nitrotirosina (ug/ml de proteina)
3-Nitrotirosina (ug/ml de proteina)
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Figuras 4A, 4B e 4C: Efeitos do tamoxifeno (TMX), do litio (Li), do inibidor de proteina quinase
C (iPKC) a, do iPKCy e do iPKCe sobre os niveis de 3-nitrotirosina no cértex frontal (A), no
hipocampo (B) e no estriado (C) de ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido por
meta-anfetamina (m-AMPH). As barras representam média * erro padrdao da média; *p<0,05
comparado com grupo LCRa+Sal; #p<0,05 comparado com o grupo LCRa+m-AMPH, de acordo com
0 ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

A Figura 5 demonstra os efeitos da administracdo ICV de Li, de TMX, de
iPKCa, de iPKCy, e de iPKCe sobre a atividade de enzimas antioxidantes (GPx e
GR) no cortex frontal, no hipocampo e no estriado de ratos submetidos ao modelo
animal de mania induzido por m-AMPH.

A administracdo de m-AMPH aumentou a atividade de GPx no cortex frontal
(Figura 5A), no hipocampo (Figura 5B) e no estriado (Figura 5C) dos ratos, quando
comparado ao grupo controle. A administracdo ICV de TMX, de Li e de PKCe foi
capaz de bloquear essa alteracdo enzimética induzida por m-AMPH em todas as

estruturas cerebrais avaliadas.
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Figura 5A Cortex frontal Figura 5B Hipocampo
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Figuras 5A, 5B e 5C: Efeitos do tamoxifeno (TMX), do litio (Li), do inibidor de proteina quinase
C (iPKC) a, do iPKCy e do iPKCe sobre a atividade de glutationa peroxidase (GPx) no cortex
frontal (A), no hipocampo (B) e no estriado (C) de ratos submetidos ao modelo animal de
mania induzido por meta-anfetamina (m-AMPH). As barras representam média + erro padrédo da
média; *p<0,05 comparado com grupo LCRa+Sal; #p<0,05 comparado com o grupo LCRa+m-AMPH,
de acordo com o ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

A administracdo de m-AMPH diminuiu a atividade de GR no cértex frontal
(Figura 5D), no hipocampo (Figura 5E) e no estriado (Figura 5F) dos ratos, quando
comparado ao grupo controle. No coértex frontal, a administragédo ICV de TMX ou de
iPKCe foi capaz de bloquear a diminuigao da atividade de GR induzida por m-AMPH.
Nesta mesma estrutura cerebral, a administracdo de Li ICV concomitante a
administragao i.p de m-AMPH aumentou a atividade de GR, quando comparado com
0 grupo controle. No hipocampo, a administracédo cerebral de TMX ou Li bloquearam
a diminuicdo de GR induzida por m-AMPH; ja a administragdo de iPKCe + m-AMPH
aumentou a atividade de GR, quando comparado ao grupo controle. No estriado, a
administracao de Li, TMX e iPKCeg bloqueram a diminuigdo de GR induzida por m-

AMPH.
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Figuras 5D, 5E e 5F: Efeitos do tamoxifeno (TMX), do litio (Li), do inibidor de proteina quinase
C (iPKC) a, do iPKCy e do iPKCe sobre a atividade de glutationa redutase (GR) no cértex
frontal (D), no hipocampo (E) e no estriado (F) de ratos submetidos ao modelo animal de mania
induzido por meta-anfetamina (m-AMPH). As barras representam média + erro padrdo da média;
*p<0,05 comparado com grupo LCRa+Sal; #p<0,05 comparado com o grupo LCRa+m-AMPH, de
acordo com o ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado utilizando-se coértex frontal, hipocampo e
corpo estriado de ratos. Estas estruturas cerebrais foram selecionadas para as
analises por estarem relacionadas ao raciocinio e o planejamento (cortex frontal),
memoria (hipocampo) e recompensa (estriado), bem como por serem afetadas em
pacientes com transtornos de humor. Tendo-se em vista a importancia do sistema
limbico nos principais dominios comportamentais afetados por transtornos de humor,
os mediadores biologicos desencadeados pela interacdo ambiente-gene tém sido
sugeridos como fatores chave para a fisiopatologia dos transtornos de humor
(Ludwig e Dwivedi, 2016; Hoffmann et al., 2017). Além disso, as isoformas da PKC
sdo altamente expressas nas areas cerebrais supracitadas, as quais apresentam
vias dopaminérgicas que estdo envolvidas na modulacdo das respostas
comportamentais aos estimulos que ativam as sensacfes de recompensa através do
neurotransmissor dopamina (Wetsel et al., 1992; Naik et al., 2000; Ludwig e Dwivedi,
2016; Hoffmann et al., 2017).

De forma geral, as anfetaminas agem no cérebro como ativadoras do sistema
dopaminérgico, aumentando a liberacdo de dopamina e diminuindo a recaptacdo
deste neurotransmissor (Perugi et al., 2017). Uma das proteinas envolvidas na
oxidacdo e consequente inativacdo da dopamina é a monoamina oxidase (EC
1.4.3.4), uma enzima cuja atividade produz H202 no tecido cerebral, principalmente
guando h& acumulo de monoaminas na fenda sinaptica (Halliwell, 2001). A m-AMPH
€ um composto pertencente a classe das anfetaminas com pronunciada acéo sobre
0 sistema dopaminérgico. O crescimento mundial no uso desta droga tem sido
observado particularmente a partir da dltima década (United Nations Office on Drugs
and Crime, 2017) e, portanto, o consumo de anfetaminas é um grave problema de
saude publica. Visto que a m-AMPH é estruturalmente semelhante a dopamina, ela é
captada por neurénios dopaminérgicos tal como se fosse um substrato de DAT. Em
altas concentracdes, a m-AMPH pode cruzar a membrana de neurbnios
dopaminérgicos por difusdo lenta, devido a sua alta lipossolubilidade (Saha et al.,
2014). Nestas células, o psicoestimulante induz efluxo de dopamina mediado por
DAT, contribuindo, assim, para um aumento nos niveis do neurotransmissor na

fenda sinptica (Panenka et al., 2013; Sulzer et al., 2005).
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Estudos tém sugerido que a administracdo aguda de anfetaminas pode
induzir uma gama de comportamentos do tipo maniaco em roedores, sendo
considerada um modelo animal de mania consistente, conforme j& demonstrado em
diversos trabalhos (Frey et al., 2006a; Frey et al.,, 2006d; Frey et al., 2006e;
Andreazza et al., 2008; Valvassori et al., 2008; Arent et al., 2011; Moretti et al., 2011;
Valvassori et al., 2011; da-Rosa et al., 2012a; Cechinel-Recco et al., 2012; Steckert
et al., 2012; Steckert et al., 2013; Valvassori et al., 2013b; Zhou et al., 2015;
Minassian et al., 2016; Saxena et al., 2018; Menegas et al., 2019). De fato, Einat e
colegas (2007) demonstraram em testes comportamentais realizados em ratos que a
administracdo aguda/crbnica de anfetamina induz aumento na distancia total
percorrida (o que indica hiperlocomoc¢&o) e no numero de visitas ao centro (0 que é
sugestivo de comportamento de risco). O tratamento com TMX mitigou estes
comportamentos induzidos por anfetamina no teste de campo aberto, enquanto que
nao provocou efeito significativo nos ratos do grupo controle (Einat et al., 2007). Os
efeitos comportamentais agudos decorrentes do uso de anfetaminas por pacientes
podem ser detectaveis pela inducdo de episédios maniacos, 0s quais sao
caracterizados por aumento na “energia”’ e na atividade em geral (Darke et al., 2008;
Cruickshank e Dyer, 2009; Pettorruso et al., 2014).

E bem descrito na literatura que o estresse oxidativo pode levar a distirbios
na sinalizacdo mediada pela PKC. Por exemplo, ha evidéncia de que esta proteina
apresenta motivos que sdo particularmente suscetiveis a dano oxidativo, incluindo
seu dominio regulatorio (N-terminal), cuja peroxidacdo pode levar a uma atividade
permanentemente aumentada da PKC (Gopalakrishna e Jaken, 2000). Além disso, a
fosforilagdo do dominio N-terminal do transportador de dopamina induzida por m-
AMPH contribui para a liberacdo deste neurotransmissor na fenda sinaptica, ao
passo que isoformas de PKC especificas foram implicadas no estresse oxidativo
desencadeado pela citotoxicidade dopaminérgica provocada pela m-AMPH (Shin et
al., 2019). Neste contexto, a atividade da PKC estd sendo sondada como um
importante alvo para a terapia do TB, principalmente devido a sua desregulacdo na
fase maniaca do transtorno (Hoertel et al., 2013; Abrial et al., 2014; Saxena et al.,
2018). Alem do TMX, outros inibidores de PKC, tais como os flavonoides, estdo
sendo testados em cenarios experimentais mimetizando o TB; muitos destes
compostos apresentam perfil de atividade promissor para serem incluidos no arsenal

terapéutico atual (Einat, 2014; Kanazawa et al., 2016; Kanazawa et al., 2017).
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Adicionalmente, diversos estudos tém descrito o envolvimento do estresse
oxidativo no TB (Frey et al., 2006a; Halliwell, 2006; Andreazza et al., 2009; Berk et
al., 2011; Jornada et al., 2011; Ozerdem et al., 2016; Sigitova et al., 2017; Valvassori
et al., 2019). A disfungcdo mitocondrial, com consequente comprometimento no
metabolismo energético celular, é considerada o principal evento desencadeador
deste processo (Kato, 2007; 2016). Um estado energético celular atipico pode levar
a perda da funcao e da plasticidade neuronal o que, por sua vez, pode culminar em
alteracdes cognitivas e comportamentais que séo caracteristicas do TB (Steckert et
al., 2010).

Na primeira etapa do presente estudo, foi conduzida uma analise
comportamental. As atividades locomotora e exploratéria, bem como os
comportamentos de risco e estereotipico dos animais foram avaliados por meio do
teste de campo aberto. O comportamento estereotipico ou estereotipia, que consiste
em movimentos repetidos sem variacdes, € um parametro relacionado com a
ativacdo progressiva de receptores dopaminérgicos. Por conseguinte, este
comportamento pode ser induzido por varios farmacos com acgdo agonista
dopaminérgica, incluindo a anfetamina, e pode ser identificado em roedores pela
limpeza das vibrissas e por movimentos de auto-limpeza (Correia et al., 2008). O
comportamento estereotipico também pode ocorrer em transtornos psiquiatricos, tais
como o TB (Pettorruso et al., 2014). No presente estudo, a administracdo de m-
AMPH induziu hiperatividade significativa, o que esta em conformidade com a
literatura (da-Rosa et al., 2012b; Feier et al., 2013). Em roedores, a hiperlocomocéao
mimetiza os episoddios maniacos de pacientes bipolares (Nestler e Hyman, 2010).
Neste sentido, o Li € comumente utilizado nos estudos sobre TB por ser um classico
e importante estabilizador de humor, considerado o padrao ouro no tratamento deste
transtorno (Valvassori et al., 2019). O TMX foi utilizado em virtude de sua atividade
inibitéria da PKC total e por ter sido aprovado para uso humano como farmaco
antiestrogénico (Einat et al., 2007). Além disso, estudos demonstraram a eficacia do
tratamento com TMX para atenuacgdo de episédios de mania em pacientes bipolares
(Bebchuk et al., 2000; Zarate et al., 2007; Yildiz et al., 2008; Yildiz et al., 2011).
Considerando-se as diferentes alteracdes comportamentais observadas, € possivel
afirmar que os inibidores de PKC apresentaram o seguinte perfil de “atividade

preventiva”:
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TMX = Li = iPKCe > iPKCa > iPKCy
(Ou seja: TMX, Li e iPKCe apresentaram atividade similar sobre os parametros
analisados; porém, a atividade de iPKCe foi maior que a de iPKCa, a qual, por sua
vez, foi maior que a de iPKCy)

Portanto, dentre os inibidores especificos de PKC, o iPKCe foi o mais eficaz, o
gue indica que a sinalizacdo mediada pela isoforma € pode ser crucial no mecanismo
patolégico subjacente as alteracbes comportamentais induzidas no modelo de
mania. Curiosamente, um estudo realizado com camundongos nocautes para a
isoforma ¢ (PKCe’) demonstrou uma diminuicdo significativa no nivel de
comportamento do tipo ansioso e nos niveis séricos de horménios liberados por
estresse — um efeito que foi associado a modulacdo de receptores de &cido y-
aminobutirico do tipo A (Hodge et al., 2002). Além disso, uma metanalise de estudos
de associacdo de genoma (GWAS, do inglés genome-wide association studies)
relacionados a transtornos de humor versus risco de suicidio, abrangendo mais de
8700 pacientes, revelou uma correlacao estatisticamente significativa entre o locus
do gene codificante para a PKCe e o risco de suicido (Perlis et al., 2010). Ao menos
em parte, as anormalidades na atividade da PKCe poderiam estar envolvidas nos
mecanismos patoldgicos subjacentes as alteracdes comportamentais em transtornos
de humor como o TB, bem como na vulnerabilidade ao suicidio associada a estas
condicbes psiquiatricas. Os achados do presente estudo também destacam a
relevancia da isoforma € no modelo mimetizando a fase maniaca do TB.

O presente estudo demonstrou que a microinfusao de Li ou TMX preveniu o
aumento em parametros de hiperlocomocao (nimero de levantamentos e o nimero
de cruzamentos), de comportamento estereotipico (tempo de limpeza das vibrissas e
a auto-limpeza) e de comportamento de risco (nUmero de visitas ao centro), as quais
foram alteracdes induzidas pela administracdo de m-AMPH. Em concordancia com
estes achados, estudos prévios utilizando o modelo animal de mania induzido por
anfetamina, demonstraram notavel atividade antimaniaca de Li e TMX (Valvassori et
al., 2011; Cechinel-Recco et al., 2012; Feier et al., 2012; Feier et al., 2013). Além
disso, foi demonstrado que o TMX e a queleritrina (um inibidor da PKC) podem
diminuir a hiperlocomocéo e a frequéncia de visitas ao centro observadas em um
modelo animal de mania induzido pelo isbmero b da anfetamina (dextroanfetamina)

(Abrial et al., 2013), enquanto que a hiperatividade induzida por esta substancia foi
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acompanhada por um aumento na atividade e fosforilacdo de PKC total em cortex
frontal, hipocampo e corpo estriado de roedores (Cechinel-Recco et al., 2012).
Portanto, € possivel sugerir que os efeitos antimaniacos sobre o comportamento dos
animais, promovidos pela administragdo ICV de Li ou TMX, estdo associados a
inibicdo da atividade da PKC. Esta hipétese parece relevante, em um cenario
caracterizado pela busca incessante por um melhor entendimento sobre a etiologia e
a fisiopatologia do TB.

A avaliagdo dos parametros de peroxidacao lipidica revelou que a inibicdo de
PKCy ou PKCe (mas ndo de PKCy), per se, induziu um aumento significativo no
conteudo de 4-HNE no cortex frontal. Este achado pode ser considerado intrigante,
uma vez que uma diminuicdo no contetdo de PKCg, acompanhada por um aumento
nos niveis de 4-HNE, foi também relatada em ratos submetidos a um modelo de
transtorno depressivo (estresse brando e imprevisivel crénico) (Zhang et al., 2018).
Em relacdo ao hipocampo e corpo estriado, a administracdo de TMX, Li ou iPKCeg
preveniu o aumento nos niveis de 4-HNE induzido por m-AMPH. Um padrdo de
alteracdo similar foi detectado no conteddo de 8-ISO em todas as estruturas
cerebrais, nas quais estes trés inibidores também impediram o dano lipidico
oxidativo mediado pelo psicoestimulante. Neste sentido, foi demonstrado que os
produtos de peroxidacdo lipidica, tais como o 4-HNE, induzem apoptose de forma
dependente de dose, através de um mecanismo que envolve a ativacao da via da c-
Jun N-terminal cinase — uma via posicionada downstream a PKC (Kutuk e Basaga,
2007). Portanto, a hipotese de que os sinais moleculares desencadeados pela
ligagdo dos inibidores de PKC se difundem intracelularmente ndo pode ser
descartada, afetando vias que poderiam ser ativadas por produtos de peroxidagao
lipidica. O achado de que o estresse oxidativo relacionado ao envelhecimento ativa a
PKCe (Bailey et al., 2018) indica que as espécies reativas sdo parte de um circulo
vicioso no qual estas entidades ora estimulam a isoforma €, ora sdo geradas como
consequéncia da ativacao da PKCe.

Os dados fornecidos pela analise dos parametros de oxidacdo de proteinas
(contetdo de grupamentos carbonila e 3-NT) demonstraram que a infusdo prévia de
TMX, Li ou iPKCe induziu uma diminuicao significativa nos niveis destes marcadores
em todas as areas cerebrais avaliadas. Diminui¢cdes “parciais” foram detectadas no
corpo estriado, por meio do uso de iPKCa ou iPKCy (conteudo de grupamentos
carbonila); e iPKCy, apenas (3-NT). Novamente, a infusdo de iPKCe foi eficaz ao
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prevenir alteracdes em todos os parametros e estruturas cerebrais. Neste contexto,
foi demonstrado que a administracao do isbmero b da anfetamina (dextroanfetamina)
induziu aumento no contetdo de grupamentos carbonila ligadas a proteinas no
cortex frontal, hipocampo e corpo estriado de ratos, ao passo que o pré-tratamento
dos animais com TMX preveniu completamente o aumento no conteltdo de
grupamentos carbonila induzido por dextroanfetamina no coOrtex frontal e
parcialmente nas outras estruturas (Steckert et al., 2012). Tanto a administracao
deste isbmero quanto a administracdo de m-AMPH (£ 2 mg/kg de peso corporal)
foram associadas a dano proteico oxidativo no cortex frontal, hipocampo e corpo
estriado de ratos (da-Rosa et al.,, 2012a), o que esta em conformidade com os
achados do presente estudo. Foi também observado que o grau mais elevado de
atividade preventiva dos inibidores de PKC foi detectado no corpo estriado. Este
achado parece antagonizar evidéncias indicando que o corpo estriado € considerado
o sitio primario a sofrer toxicidade dopaminérgica induzida por m-AMPH e seus
analogos em cérebro de roedores (Shin et al., 2011; Nguyen et al., 2019). Desta
maneira, teoricamente, esperar-se-ia que 0s compostos nao pudessem neutralizar o
excesso de espécies reativas induzidas pelo psicoestimulante em uma regido
particularmente sensivel a citotoxicidade dopaminérgica, mas os dados da presente
pesquisa demonstraram o oposto. E importante destacar que existem diferentes
niveis de toxicidade entre as anfetaminas, de modo que a m-AMPH induz um dano
oxidativo maior que a dextroanfetamina e este efeito varia conforme a area cerebral
e o protocolo experimental utilizado, com as diferencas neuroquimicas subjacentes
ainda pouco compreendidas (da-Rosa et al., 2012a).

Corroborando com os achados da presente pesquisa, varios estudos post-
mortem tém demonstrado niveis elevados de grupamentos carbonila, 3-NT, 4-HNE e
8-1SO no cértex pré-frontal de pacientes bipolares (Wang et al., 2009; Andreazza et
al., 2010; 2013). Outros estudos encontraram niveis elevados de malondialdeido e
de grupamentos carbonila no sangue destes pacientes, quando comparados com
controles saudaveis (Andreazza et al., 2009; Kapczinski et al., 2011; Pedrini et al.,
2012). Além disso, foi demonstrado que a administracdo de m-AMPH em um modelo
animal de mania aumenta a oxidacéao lipidica e proteica, expressas como aumento
no contetdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico e de proteinas carboniladas
(da-Rosa et al., 2012b). Resultados recentes também demonstraram altera¢des nos
niveis de 4-HNE, conteudo de grupamentos carbonila e 3-NT em um modelo animal
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de mania induzido por este psicoestimulante (Menegas et al., 2019). Portanto, o
estresse oxidativo desempenha um papel crucial nas alteracbes comportamentais
induzidas por m-AMPH, conforme demonstrado por dados da literatura e pelos
achados do presente estudo.

Os proximos parametros neuroquimicos avaliados foram as atividades das
enzimas relacionadas a glutationa (GPx e GR). A GPx catalisa a oxidacdo da
glutationa, ao passo que a GR catalisa a regeneracao deste tripeptideo a sua forma
reduzida, na presenca da coenzima dinucleotideo de adenina e nicotinamida fosfato
reduzido (NADPH) (Huber et al., 2008). Um aumento em GPx foi detectado nas
estruturas cerebrais de animais rebendo apenas veiculo (por via ICV) e m-AMPH
(por via i. p.). A infusdo de TMX, Li ou iPKCe preveniu significativamente esta
alteracdo. E importante frisar que as evidéncias sobre o efeito da m-AMPH na
atividade da GPx ainda sdo escassas. A administracdo do psicoestimulante em
estudos preévios induziu uma diminuicdo na atividade da GPx e GR em hipocampo
de ratos (Taheri et al., 2018; Keshavarzi et al., 2019). Contudo, recomenda-se
precaucdo ao se interpretar estes achados, uma vez que estes pesquisadores
utilizaram regimes de administracdo diferentes daquele usado no presente trabalho.
Além disso, Taheri et al. (2018) e Keshavarzi et al. (2019) utilizaram doses
superiores de m-AMPH (10 mg/kg de peso corporal, uma vez ao dia), visando a
mimetizar outras condi¢cdes, diferentes de um episédio maniaco. Em outro estudo, a
administracdo de anfetamina induziu diversas respostas sobre enzimas
antioxidantes de rato, incluindo uma sobreregulacdo de 127% em GPx em corpo
estriado e uma reducdo de 35% na atividade da GR em cértex frontal, o que, ao
menos em parte, estd em concordancia com os achados do presente estudo
(Carvalho et al., 2001). A administracédo de m-AMPH em binge (4 x 20 mg/kg a cada
5 horas) foi também associada a um conteddo significativamente reduzido do
antioxidante glutationa em corpo estriado de rato (Moszczynska et al., 1998), ao
passo que na dose de 10 mg/kg, este psicoestimulante induziu diminuicdo na
atividade da GR em hipocampo de ratos (Rahimi Borumand et al., 2019). Uma vez
gue uma ativacdo anormal da PKC foi associada a aumentos na atividade da enzima
NADPH oxidase (EC 1.6.3.1) e estresse oxidativo (Asano et al., 2012), & possivel
gque o aumento na atividade da GPx ocorreu, em parte, para contrabalancar a
geracdo de espécies reativas de oxigénio induzida por m-AMPH. Além disso, a
atividade diminuida da GR em todas as estruturas cerebrais também colaborou,
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potencialmente, para retardar a depuracdo de espécies reativas, por meio de um
comprometimento na restauracdo da glutationa para sua forma reduzida. E
importante ressaltar que Andreazza e colegas (2009) relataram um aumento nas
atividades da GR e glutationa-S-transferase (EC 2.5.1.18) em sangue de pacientes
bipolares em estagio tardio, o que indica que também pode haver aumento na
atividade destas proteinas como uma forma de compensar o estresse oxidativo
induzido cronicamente.

Assim, considerando-se os achados do presente estudo e a literatura atual, é
plausivel supor que a citotoxicidade dopaminérgica mediada por m-AMPH leve a um
desequilibrio na homeostase redox. Este desequilibrio tornaria os neurdnios
propensos a dano oxidativo, com a liberagdo de biomarcadores de oxidacdo de
lipideos e proteinas, comprometendo a funcdo de enzimas relacionadas a glutationa
e outras macromoléculas bioldgicas e, finalmente, aumentando a probabilidade dos
neurbnios a apoptose. De fato, estudos tém demonstrado alteracdes que sao
consistentes com a deflagracdo da apoptose em células ou estruturas cerebrais de
pacientes bipolares (Uribe e Wix, 2012; Schroeder et al., 2016; Scaini et al., 2017).
Uma vez que as isoformas de PKC parecem desempenhar um papel central nestes
distarbios oxidativos, no presente estudo, a inibicdo da PKC (especialmente a
isoforma ¢€) impediu estes defeitos decorrentes do desequilibrio na homeostase
redox, apesar das diferencas na atividade das isoformas entre as estruturas
cerebrais.

De fato, no presente estudo, a administracdo do inibidor especifico da
isoforma PKCe reduziu as alteragdes comportamentais promovidas pela m-AMPH,
indicando que este composto apresenta atividade antimaniaca. Neste contexto,
varios estudos mostraram que polimorfismos de nucleotideos Unicos no gene
PDLIMS5, codificande de uma proteina que é alvo da PKCe (proteina 5 de dominios
PDZ e LIM), estdo associados ao TB (Kato et al., 2005; Shi et al., 2008; Squassina et
al.,, 2008). Em estudos post-mortem com cérebro de pacientes bipolares, foi
demonstrado que a expressao deste gene estava aumentada no coértex pré-frontal e
cerebelo (Horiuchi et al., 2013). Devido a estes achados, Horiuchi e colegas (2013)
avaliaram o possivel efeito da administragdo de m-AMPH na atividade locomotora
utilizando camundongos nocautes para o gene Pdlim5 (Pdlim5™7). Estes
pesquisadores demonstraram que a intensidade dos efeitos da administragcao de m-
AMPH sobre a atividade locomotora foi menor nos camundongos nocautes do que
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em camundongos do tipo selvagem. No mesmo estudo, também se avaliou o efeito
da inibicdo transitéria do gene Pdlim5 por meio da infusdo ICV do peptideo inibidor
da translocagdo de PKCe (PKCe-TIP). Curiosamente, o bloqueio da translocagéo da
PKCe promoveu um efeito antimaniaco semelhante aquele observado nos
camundongos nocautes (Horiuchi et al., 2013). Neste cenario, os efeitos
antimaniacos decorrentes da inibicdo da PKCe podem estar relacionados ao fato
desta isoforma ter a proteina 5 de dominios PDZ e LIM como um de seus alvos,
indicando que esta interacdo molecular pode ter sido crucial para a deflagracao de
comportamentos do tipo maniaco nos animais. Esta proteina, juntamente com a
PKCeg, potencialmente constituem uma interessante plataforma para a triagem de
farmacos que, assim como o TMX, sejam eficazes para a terapia dos sintomas
maniacos do TB.

Os achados da presente pesquisa indicam que a atividade da PKCe
desempenha um papel significativo subjacente a hiperlocomocédo e estresse
oxidativo no modelo de mania induzido por m-AMPH em ratos. A inibicdo desta
atividade enzimética por meio da microinfusdo (ICV) de iPKCe (sc-3095) foi
implicada na prevencéo de alteragcbes comportamentais e oxidativas associadas ao
modelo de mania, 0 que sugere que a PKCe €& um mediador potencial na
fisiopatologia do TB. De fato, o locus do gene codificante para a PKCe foi associado
a um risco aumentado de suicidio em pacientes afetados por transtornos de humor
(Perlis et al., 2010). Estudos adicionais sdo necessarios para se confirmar ou
descartar a PKCe como um novo alvo terapéutico para o TB, assim como para a
avaliacdo dos possiveis riscos e efeitos colaterais que poderiam estar associados a
inibicdo desta enzima, uma vez que se trata de uma proteina com importantes
funcBes em vias de transducéo de sinal. Uma limitacdo do presente estudo é que as
analises foram realizadas com apenas trés isoformas de PKC, de modo que estudos
maiores, utilizando mais isoformas e técnicas, podem fornecer um cenario mais

abrangente a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que as alteracdes
comportamentais promovidas pela administragdo de m-amph estdo relacionadas
com o estado redox celular, visto que o modelo induziu comportamentos do tipo
mania, como também alteracdes nos niveis de 4-HNE, 8-1SO, proteinas carboniladas
e 3-NITRO e na atividade de GPx e GR.

O efeito antimaniaco pode estar relacionado com a diminui¢cdo dos niveis
de 4-HNE, 8-ISO, proteinas carboniladas e 3-NITRO e, com a diminuicdo da
atividade de GPx e com o0 aumento da atividade de GR, visto que o tratamento com
TMX e Li foi capaz de diminuir o comportamento maniaco nos animais. Os
resultados também demonstraram que o inibidor especifico para a isoforma ¢ foi
capaz de diminuir os comportamentos do tipo maniaco induzidos pela administracéo
de m-amph, como também diminuir os niveis de 4-HNE, 8-ISO, proteinas
carboniladas e 3-NITRO e, diminuir a atividade de GPx e aumentar a atividade de
GR. Os resultados do presente estudo sugerem que O estresse oxidativo
desempenha um papel importante na fisiopatologia do TB e que isoformas da PKC
como a € parecem estar relacionadas com a sinalizacao celular deste transtorno.

Esses achados podem abrir portas para novas abordagens terapéuticas
para o tratamento do TB, focando em farmacos com novos alvos terapéuticos, bem

como terapia combinada com diferentes inibidores especificos da PKC.
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7 LIMITACOES E DIRECOES FUTURAS

E importante ressaltar que no presente estudo foram utilizados ratos
machos. Uma vez que as respostas comportamentais e biogquimicas podem variar
entre 0s sexos, esse fato pode ser considerado como uma limitacdo metodolégica e
podera ser realizado em estudos futuros.

A lacuna no conhecimento sobre como os inibidores especificos da PKC
podem ser utilizados para o tratamento do TB € pertinente e o presente estudo traz
luz aos possiveis mecanismos desses agentes em uma perspectiva neuroquimica.
Futuros estudos devem focar em isoformas especificas de proteinas/enzimas, bem
como seus alvos especificos, a fim de refinar ainda mais os alvos farmacologicos e

potencializar os efeitos terapéuticos dos farmacos.
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