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Resumo

Introducdo: Estudos demonstram que hé& deficiéncia em &cidos graxos em
populacdes com alto risco de desenvolver o TB. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a eficacia do tratamento com émega-3 (w-3) em um modelo animal
de mania induzido por anfetamina.

Metodologia: Para o modelo de prevencao de mania, ratos Wistar de 30 dias foram
tratados com w-3 (18% EPA e 12% DHA) 0,8g/kg ou tween por 14 dias. A partir do
oitavo dia, os animais receberam um composto de anfetamina (AMPH) 2mg/kg ou
salina. Atividade locomotora foi avaliada no 14° dia utilizando o campo aberto e
parametros cognitivos foram avaliados utilizando o teste de reconhecimento de
objetos feito entre 0 14° e 17° dia.

Resultados: No teste de reconhecimento de objetos, a AMPH prejudicou a memoria
declarativa a longo prazo dos animais quando comparados aos outros grupos
(p<0,001) e esse prejuizo cognitivo foi prevenido pela administracdo de w-3. A
AMPH demonstrou uma tendéncia em aumentar a atividade locomotora nos animais
durante o teste do campo aberto que nao foi prevenida pelo w-3.

Concluséo: O 6mega-3 se mostrou capaz de prevenir prejuizos na memoria a longo
prazo dos animais submetidos a administracdo de AMPH. Embora os mecanismos
por tras destes resultados ndo estejam plenamente elucidados, o estudo acrescenta
evidéncias para estratégias de prevencao primaria.



1 Introducéo

1.1 Transtorno Bipolar

O Transtorno Bipolar (TB) € um transtorno mental complexo, multifatorial e
potencialmente grave, associado a episodios de humor recorrentes e elevada
morbidade clinica (1). Estima-se que a incidéncia do espectro de TB seja de 2,4% na
populacdo (2). Estudos populacionais sugerem que a prevaléncia do TB tipo | &
semelhante entre homens e mulheres, e que o TB tipo Il seja mais prevalente em
mulheres sendo que o inicio dos sintomas, em ambos, ocorre geralmente entre o fim
da adolescéncia e o inicio da vida adulta (3).

A caracteristica essencial do TB tipo | € um curso clinico caracterizado pela
ocorréncia de pelo menos um episddio maniaco — definido por um periodo de sete
dias ou mais com elevacdo de humor, e mais trés sintomas relacionados a mania —,
ou humor irritativo e mais quatro sintomas relacionados a mania, resultando em
prejuizo marcante e necessidade de internacdo. Por outro lado, o TB tipo Il é
caracterizado pela presenca de depressdo maior e um episodio hipomaniaco —
definido por um periodo de quatro dias ou mais com sintomas semelhantes a mania
e com uma alteracdo leve na funcionalidade, mas sem um episédio maniaco. Os
critérios para hipomania subsindrémica incluem a presenca de pelo menos uma das
guestBes de triagem para mania e falha em preencher os critérios de diagnostico
para hipomania. Estes trés diagndsticos fazem parte do chamado espectro do
transtorno bipolar (2).

Ambos apresentam sintomas que envolvem altera¢cdes no humor, prejuizo em
habilidades cognitivas e modificacbes em comportamento (4, 5). A intensidade dos
sintomas é variavel, acarretando prejuizos no desempenho das atividades diarias e
sofrimento pessoal sendo considerado um dos maiores motivos de incapacitacao
entre jovens (6).

O TB apresenta um prognoéstico a longo prazo muito pior do que
anteriormente imaginado. Os pacientes frequentemente apresentam sintomas
subsindrémicos associados a prejuizos cognitivos persistentes e declinio funcional
decorrentes da progressao do transtorno (7). Ha evidéncias mostrando que o0s

pacientes em estégios iniciais da doenca apresentam desfechos clinicos muito



melhores do que aqueles com multiplos episodios (8). Por exemplo, pacientes com
maior duracdo de doenca ou aqueles que tiveram mais de trés episddios sdo menos
propensos a responder ao tratamento farmacoldgico, particularmente ao litio (9, 10).
Além disso, a duracdo dos periodos interepisodicos diminui a medida que o niamero
de episddios aumenta e a taxa de recorréncia é maior comparada a outros

transtornos psiquiatricos (11).

1.2 Fisiopatologiado TB

Estudos de neuroimagem tém identificado inUmeras alteracbes
neuroanatdmicas nos cérebros de pacientes com TB. Essas alteragdes incluem
regides relacionadas ao humor, como o cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala e
podem incluir perda de massa cinzenta e anormalidades varidveis no volume dessas
estruturas. Além disso, o aumento do terceiro ventriculo esta associado a um maior
namero de episédios, mostrando que de alguma forma o curso do TB altera algumas
estruturas encefalicas ao longo do tempo (12, 13).

O volume de massa cinzenta mostra-se reduzido em pacientes com TB,
principalmente o cortex pré-frontal e acredita-se que isso se deva a uma reducao
nos niveis de fatores neuroprotetores, como o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) (14, 15). Niveis reduzidos de BDNF foram encontrados no soro de pacientes
que passavam por um episddio maniaco ou depressivo, havendo correlacdo com a
gravidade do episodio (16). O tempo de doenca também parece exercer influéncia
nos niveis de BDNF, o que faz com que as células neuronais reduzam sua
resiliéncia, tornando-se mais suscetiveis a estressores (17).

Em nivel celular, disfuncbes mitocondriais e excesso na geracdo de espécies
reativas de oxigénio gerando um quadro de excitotoxicidade ja foram descritas (18,
19). Além disso, ha um aumento na atividade de enzimas antioxidantes nas fases
agudas da doenca e normalizacdo destas na fase eutimica, o que evidencia um
desbalango no estado redox celular (20). Estas alteragbes sao fase-dependentes e
também se agravam com o numero de episodios, sendo que pacientes em estagios
mais avangados possuem um maior nivel de dano oxidativo (18).

Nos dultimos anos, tem sido mostrado que a inflamacdo tem um papel

significante na fisiopatologia dos transtornos de humor, e essa relacdo também é



mostrada no TB, pois se evidencia alteracfes de citocinas pro e anti-inflamatorias.
Diversos estudos tém mostrado o aumento de citocinas pré-inflamatérias durante os
periodos de depressdo, mania e eutimia, indicando um estado crénico de inflamacéo
leve. Mais especificamente os niveis séricos de citocinas pré inflamatdrias como
Interleucina-4 (IL-4), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), receptor soltvel de
interleucina-2 (slL-2R), interleucina-1 beta (IL-1pB), interleucina-6 (IL-6), receptor
solivel de TNF-alfa tipo 1 (STNFR1) e proteina C-reativa (CRP) se mostram
elevados em pacientes com TB quando comparados aos controles saudaveis(21).

Uma correlacdo entre o tempo de doenca e os niveis de citocinas ja foi
relatada, sendo que pacientes com menor niumero de episddios possuiam maiores
niveis de TNF-a, IL-6 e IL-10 qguando comparados aos controles, porém 0s pacientes
com maior numero de episddios apresentavam uma reducdo progressiva nos niveis
de IL-6 e IL-10 e aumento nos niveis de TNF-a (17). Isto mostra que a progressao
da doenca pode gerar um estado pré-inflamatério nos pacientes com TB.

Devido a todas essas alteracbes, é muito importante e vem sendo enfatizada
a busca por formas de prevenir o desenvolvimento e a progressdo do TB. Neste
aspecto, uma substancia estd ganhando especial atencdo: os acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa (LC:PUFASs). Alguns estudos sugerem que uma
dieta que seja rica em LC:PUFAs seria capaz de melhorar o progndstico de varios

transtornos psiquiatricos, inclusive o TB (22, 23).

1.3 Acidos graxos poliinsaturados

Os acidos graxos tem diferentes papeis fisiopatol6gicos no organismo, séo de
extrema importancia para estrutura da membrana celular e processos metabdlicos e
sdo essenciais para o funcionamento do cérebro e transmisséo de impulsos neurais
(24).

Os acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa incluem a familia de acidos
graxos dmega-6 (w-6) e 6mega-3 (w-3) cujos precursores sdo o acido linolénico (LA)
e o acido a-linolénico (ALA), respectivamente. Ambos possuem 18 &tomos de
carbono, com um grupo carboxilico em um lado da cadeia e um grupo metilico no
outro lado, também conhecido como terminacdo 6mega (w). O LA apresenta duas
ligacdes e a primeira esta localizada no carbono 6 do grupo metilico (w-6). Ja o ALA



apresenta trés ligacoes e a primeira € localizada no terceiro carbono do grupo
metilico (w-3) (23).

O w-6 e w-3 sao sintetizados durante o periodo perinatal e seus niveis podem
ser mantidos na vida adulta apenas por ingestdo dietética. Assim, estes acidos
devem ser obtidos atravées da alimentacdo para que possam ser aproveitados pelos
tecidos corporais. O LA é amplamente encontrado em 06leos vegetais e pode ser
convertido ao &cido araquidénico (ARA). O ARA é abundante nos fosfolipidios de
membranas celulares e desempenha papel imunolégico, dando origem a
mediadores inflamatorios como eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos). Os principais sintomas de sua deficiéncia s&o retardo de crescimento,
lesbes de pele, insuficiéncia reprodutora, esteatose hepética e polidpsia, entre
outros (25).

O acido graxo a-linolénico (ALA) estd presente em 0Oleos vegetais como
linhaca, canola e soja, além de vegetais verdes folhosos (26)(102). Deste acido
derivam os &cidos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico (DHA), ambos
encontrados em peixes e 6leos de peixes como sardinha, salmdo, bagre, atum,

cavala (27).

1.4 DHA e EPA

A cadeia longa de &cido graxo EPA, participa da atividade da cicloxigenase
(COX) e lipoxigenase (LOX) e forma prostandides da familia 3 (incluindo
prostaglandinas e tromboxanos) e leucotrienos de série 5, ambos exercendo papéis
com propriedade anti-inflamatéria. O DHA é um acido graxo de cadeia longa
composto por 22 atomos de carbono e 6 ligacdes, a primeira sendo localizada no
carbono 3 do grupo metilico. A maioria dos lipidios do cérebro sé&o
glicerofosfolipideos compostos principalmente por DHA e Acido araquiddnico e estes
exercendo papéis importantes no desenvolvimento e funcionamento do sistema
nervoso central (SNC) (28). DHA é necessario para a estrutura da membrana das
células neuronais e influencia eventos sinalizadores que Sao essenciais para a
diferenciacéo e sobrevivéncia neuronal (29, 30).

O mecanismo proposto para os beneficios dos acidos graxos parece estar

relacionado a incorporacdo destes acidos nas membranas celulares, promovendo
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mudancas na sua fluidez e funcdo, bem como alteragcbes na expressdo génica e
producdo de eicosanoides (31). Os fosfolipidios do EPA e DHA sé&o liberados da
membrana celular pela agdo da enzima fosfolipase A2, sendo metabolizados por
duas vias. A primeira delas envolve as enzimas COX (cicloxigenase) e LOX
(lipoxigenase) e a segunda a via das resolvinas e protectinas (32).

Recentemente, pesquisas mostraram que o DHA, liberado das membranas
celulares mediante a ativagdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2) quando em
situacdes de dano neuronal, origina um composto denominado Neuroprotectina D1,
um docosanoide com importante papel neutroprotetor no SNC (33).

Foi demonstrado que a suplementacdo de PUFA w-3 em ratos melhorou
parametros em tarefas diferentes de memdéria e aprendizado (34), enquanto que
uma restricdo desses acidos graxos na dieta leva a uma piora nesses testes
comportamentais (35). Além de mostrarem que os acidos graxos w-3 tem uma
capacidade neuroprotetora e antioxidante (36, 37).

A deficiéncia dietética e baixos niveis enddgenos de 4cidos graxos w-3 estdo
associados a um pior prognostico de doencas psiquiatricas e alguns estudos clinicos
evidenciaram que a suplementacdo destes acidos foi benéfica em pacientes com
depressdo maior, TB e esquizofrenia (22). Aléem do impacto desta subtancia em
reduzir conversdo para psicose em populacbes com risco constatado por ensaio
clinico randomizado (38) e menor converséo para transtornos psiquiatricos em geral

no seguimento deste participantes por cerca de 6 anos (39).

1.5 Modelo Animal de Mania e Anfetamina

O uso de modelos animais que preencham os requisitos de validade é vital
para o entendimento de doencas psiquiatricas e a busca por melhores tratamentos.
A validade de face se refere ao quanto um modelo animal recapitula caracteristicas
importantes da doenga humana como fenotipos neuroanatémicos, bioquimicos ou
comportamentais. Validade de construto € o grau em gque um teste mede aquilo que
se propde ou a relevancia translacional do modelo construido, como alteracbes
dopaminérgicas em modelos animais de anfetamina (AMPH). Por fim, a validade
preditiva se refere ao quanto um modelo responde a um tratamento que é

sabidamente eficaz para aquela determinada doenca. Os modelos animais para TB
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normalmente tentam mimetizar o episédio maniaco da doenca, pois até o momento
ndo se conseguiu induzir alteragbes de humor ciclicas em animais da mesma forma
que ocorre nos pacientes. Existem varias drogas capazes de induzir sintomas
semelhantes aos da mania, tais como hiperatividade, alteracdes do sono, déficit
cognitivo, hiperlocomoc¢éao, comportamento agressivo, etc (40).

A anfetamina e a d-anfetamina sdo substancias psicoestimulantes, capazes
de causar diversos efeitos em seres humanos, tais como redugcdo da fadiga e
apetite, euforia, humor elevado, etc. Muitos estudos tém mostrado que
psicoestimulantes como a AMPH podem produzir sintomas que se parecem com a
mania em pessoas saudaveis assim como pode exacerbar sintomas ou induzir um
episédio maniaco em pacientes bipolares (41-44). Além disso, também é utilizada
como terapia para Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade e Narcolepsia
(45). Ela é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, exercendo efeito de
agonista dopaminérgico e noradrenérgico através da inibicdo da recaptacdo destes
neurotransmissores, causando hiperativacao de vias como a mesolimbica e a nigro-
estriatal (46).

Devido a estas caracteristicas farmacodinamicas e aos sintomas induzidos, o
modelo animal de mania induzido por AMPH apresenta valor de face incompleto,
pois mimetiza apenas o episddio maniaco, porém possui bom valor preditivo e de
construto, uma vez que além de mimetizar os sintomas maniacos, é capaz de induzir
mania em individuos susceptiveis e o uso de drogas utilizadas no TB e o Litio &
capaz de inibir os efeitos comportamentais da AMPH (47, 48).

Sendo assim, considerando que o TB € um transtorno de etiologia multifatorial
e de neurofisiopatologia complexa, utilizaremos um composto de anfetamina visando
mimetizar parte dos comportamentos do transtorno no animal escolhido para ser o

modelo.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de prevencdo do 6mega-3 em um modelo animal de mania

induzido por anfetamina

2.2 Objetivos especificos

1) Avaliar habilidades cognitivas utilizando o teste de reconhecimento de
objetos

2) Avaliar a atividade locomotora dos animais em campo aberto
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3. Artigo Cientifico

Periddico: Journal of Psychiatric Research

Titulo: Avaliacdo dos efeitos do tratamento com 6mega-3 em um modelo animal de

mania induzido por anfetamina

Normas da Revista: http://www.journals.elsevier.com/journal-of-psychiatric-

research/ e Anexo I.
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RESUMO

Introdugdo: Estudos demonstram que h& deficiéncia em A&cidos graxos em
populacdes com alto risco de desenvolver o TB. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a eficacia do tratamento com émega-3 (w-3) em um modelo animal
de mania induzido por anfetamina.

Metodologia: Para o modelo de prevencao de mania, ratos Wistar de 30 dias foram
tratados com w-3 (18% EPA e 12% DHA) 0,8g/kg ou tween por 14 dias. A partir do
oitavo dia, os animais receberam um composto de anfetamina (AMPH) 2mg/kg ou
salina. Atividade locomotora foi avaliada no 14° dia utilizando o campo aberto e
pardmetros cognitivos foram avaliados utilizando o teste de reconhecimento de
objetos feito entre o0 14° e 17° dia.

Resultados: No teste de reconhecimento de objetos, a AMPH prejudicou a memoaria
declarativa a longo prazo dos animais quando comparados aos outros grupos
(p<0,001) e esse prejuizo cognitivo foi prevenido pela administracdo de w-3. A
AMPH demonstrou uma tendéncia em aumentar a atividade locomotora nos animais
durante o teste do campo aberto que nao foi prevenida pelo w-3.

Concluséo: O 6mega-3 se mostrou capaz de prevenir prejuizos na memoria a longo
prazo dos animais submetidos a administracdo de AMPH. Embora os mecanismos
por tras destes resultados ndo estejam plenamente elucidados, o estudo acrescenta

evidéncias para estratégias de prevencao primaria.
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1.INTRODUCAO

O Transtorno Bipolar (TB) € um transtorno mental complexo, multifatorial e
potencialmente grave, associado a episédios de humor recorrentes e elevada
morbidade clinica (Kilbourne, Cornelius et al. 2004). Estima-se que a incidéncia do
espectro de TB seja de 2,4% na populacdo (Merikangas, Jin et al. 2011). Os
sintomas do TB envolvem alterac6es no humor, prejuizo em habilidades cognitivas e
modificacbes em comportamento (Martinez-Aran, Vieta et al. 2007, Grande,
Goikolea et al. 2013). Os pacientes frequentemente apresentam prejuizos cognitivos
persistentes e declinio funcional decorrentes da progressdo do transtorno
(Kapczinski, Vieta et al. 2008). Ha evidéncias mostrando que 0s pacientes em
estagios iniciais da doenca apresentam desfechos clinicos muito melhores do que
agueles com multiplos episodios (Tohen, Waternaux et al. 1990).

Estudos tém identificado inUmeras alterac6es fisiopatoldgicas decorrentes da
progressdo da doenca como alteragdes em tamanho e volume do cértex pré-frontal
e hipocampo, indicando uma perda de massa cinzenta nessas estruturas (Hajek,
Carrey et al. 2005, Strakowski, Delbello et al. 2005, Abe, Ekman et al. 2015). Niveis
reduzidos de BDNF foram encontrados no soro de pacientes que passavam por um
episédio maniaco ou depressivo, havendo correlacdo com a gravidade do episodio
(Cunha, Frey et al. 2006). Em nivel celular, disfuncées mitocondriais e excesso na
geracdo de espécies reativas de oxigénio gerando um quadro de excitotoxicidade
(Andreazza, Kapczinski et al. 2009, Rao, Harry et al. 2010). Além disso, hd um
quadro de desequilibrio inflamatério, pois se evidencia alteracdes de citocinas pro e
anti-inflamatérias. Diversos estudos tém mostrado o aumento de citocinas pro-
inflamatorias durante os periodos de depressdo, mania e eutimia, indicando um
estado de inflamacao cronica, principalmente em pacientes que se encontram em
estagio tardio da doenca (Kauer-Sant'Anna, Kapczinski et al. 2009, Barbosa, Bauer
et al. 2014).

O tratamento padrdo para o TB € o uso de estabilizadores de humor como o
Litio entre outros farmacos, que possuem eficacia relativa para maioria dos casos,
porém possuem efeitos adversos por vezes indesejaveis (Miura, Noma et al. 2014).
Portanto, a busca por novos alvos terapéuticos € de extrema importancia para 0s

transtornos de humor como o TB. Nesse sentido, o 6mega-3 (w-3) vem surgindo
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como uma alternativa a essa questéo. Ele é um acido graxo poliinsaturado de cadeia
longa majoritariamente sintetizado durante o periodo perinatal e seus niveis podem
ser mantidos na vida adulta apenas por ingestéo dietética e cujo precursor é o acido
a-linolénico (ALA) (Marszalek and Lodish 2005). O (ALA) esta presente em Oleos
vegetais como linhaca, canola e soja, além de vegetais verdes folhosos (Heird and
Lapillonne 2005). Deste acido derivam os &cidos eicosapentaenoico (EPA) e
docosaexaenoico (DHA), ambos encontrados em peixes e 6leos de peixes como
sardinha, salméao, bagre, atum, cavala (Covington 2004).

A deficiéncia dietética e baixos niveis endégenos de w-3 estdo associados a
um pior prognostico de doencas psiquiatricas e alguns estudos clinicos evidenciaram
que a suplementacéo destes acidos foi benéfica em pacientes com depressao maior,
TB e esquizofrenia (Peet and Stokes 2005). Além do impacto desta substancia em
reduzir conversdo para psicose em populacbes com risco constatado por ensaio
clinico randomizado (Amminger, Schafer et al. 2010) e menor conversao para
transtornos psiquiatricos em geral no seguimento destes participantes por cerca de 6
anos (Amminger, Schafer et al. 2015).

O mecanismo proposto para os beneficios dos acidos graxos parece estar
relacionado a incorporacdo destes acidos nas membranas celulares, promovendo
mudancas na sua fluidez e fung&o (Sinclair, Begg et al. 2007), além de otimizar
funcdes de receptores ligados a proteina G (Wood 1990, Mitchell, Niu et al. 2003),
diminuir estresse oxidativo, aumentar fatores neurotréficos (Logan 2003) e melhorar
0 quadro inflamatoério(Serhan, Yacoubian et al. 2008).

Para avaliar os efeitos do w-3 na prevencédo do TB, utilizamos um modelo
animal de mania induzido por anfetamina, uma substancia psicoestimulante capaz
de exercer efeito de agonista dopaminérgico e noradrenérgico através da inibicdo da
recaptacdo destes neurotransmissores (Fleckenstein, Volz et al. 2007) e gerar
sintomas semelhantes aos observados em um paciente em fase maniaca, tais como
hiperatividade e déficit cognitivo (Logan and McClung 2015). O presente estudo tem
como objetivo avaliar em roedores os efeitos da AMPH sobre alteracbes em

parametros cognitivos e comportamentais possivelmente prevenidos pelo 6mega-3

2.MATERIAIS E METODOS

Drogas
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Para a administracdo de 6mega-3, foram utilizadas capsulas contendo 6leo de
peixe com 1,200 mg de 6leo rico em 6mega-3, composto por 18% de EPA e 12% de
EPA, somando um total de 30% de &cidos graxos 6mega-3. Os 70% restantes da
composicdo consistiam de gordura saturada e monoinsaturada. O Tween foi
escolhido como veiculo para os animais controle por ser considerado um 6leo inerte
sem gerar grandes modificagdes no metabolismo dos animais. Para gerar o modelo
de mania, foi utilizado um composto de anfetamina (AMPH) constituido de quatro
sais de anfetamina que correspondem a cerca de 75%-80% de D-anfetamina e 20-
25% de L-anfetamina (ADDERALL®).

Animais

Ratos machos adolescentes da linhagem Wistar (30 dias) foram obtidos de
fornecedores credenciados (biotério CREAL/UFRGS), sob supervisdo da Unidade de
Experimentacdo Animal do HCPA (UEA). Os animais foram mantidos na UEA em
ambiente controlado com temperatura entre 20 e 24°C, umidade relativa do ar entre
40-60%, ciclo claro/escuro de 12h/12h com luzes acesas as 7h. Os animais foram
alimentados com racdo padrdo para a espécie e agua ad libitum e permaneceram
em quarentena e aclimatacédo por 10 dias antes do inicio dos experimentos. Todos
0s procedimentos ocorreram de acordo com 0s aspectos éticos adotados na
universidade. Este projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos de
acordo com as diretrizes e normas nacionais e internacionais, especialmente a Lei
11.794 de 08/10/2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, aprovado pela CEUA/HCPA em 08 de abril de 2014. Numero do projeto:
13-0483.

Desenho experimental

ApGs o periodo de aclimatagdo os animais foram isolados (4-5 animal/caixa
moradia) para o inicio dos tratamentos do modelo de preven¢édo a mania. Do 1° ao
14° dia os animais receberam 0,8g/kg de dmega-3 (constituidas por 18% de acido
eicosapentaenoico e 12% de acido docosahexaenoico) via gavagem, ou Tween
0,8g/kg via gavagem (Gama, Canever et al. 2012). A partir do 8° dia até o 14° dia os
animais receberam um composto de sais de anfetamina (85% D-anfetamina e 15%
L-anfetamina) 2mg/kg(Clarke, Cammarota et al. 2010, Steckert, Valvassori et al.

2013) ou salina 1ml/kg via injecéo intraperitoneal. Totalizando 54 animais divididos
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em 4 grupos distintos de 13-14 animais cada: Tween/Salina (controle), 6mega/Salina
(bmega), Tween/AMPH (AMPH) e dmega/AMPH. No 14° dia, apdés duas horas da
dltima administracdo para evitar quaisquer efeitos agudos da anfetamina, cada
animal foi submetido ao teste de atividade locomotora no campo aberto (CA) e do
15° dia ao 17° os animais foram submetidos ao treino e teste de reconhecimento de
objetos (RO). Ao final dos testes comportamentais os animais foram eutanasiados
para coleta de estruturas (Fig 1).

Reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi iniciado 24 horas apds a ultima
injecdo intraperitoneal, utilizando-se um “n” de 13-14 animais por grupo. O teste
consistiu de 3 etapas (uma por dia) onde foi feita a habituacéo, o treino e o teste de
memoéria. O aparato utilizado para o teste foi uma caixa com vidro na parte frontal
para observacdo. A habituacdo dos animais no local foi feita um dia apds a Ultima
administracdo e durou 5 minutos onde o animal podia explorar livremente o aparato.
No treinamento, os ratos foram expostos a dois objetos idénticos: A e B. Os objetos
foram posicionados em dois cantos adjacentes e os animais foram permitidos a
explora-los por 5 minutos totais. O teste de memdria a longo prazo foi realizado 24
horas apds a sessao de treino e os ratos puderam explorar o aparato por 5 minutos
na presenca do objeto A e um objeto C (novo) colocados nas mesmas posi¢coes dos
objetos na sesséo de treino. Todos 0s objetos apresentavam as mesmas texturas,
cores e tamanhos, mas diferentes formas. Entre os testes, 0s objetos foram lavados
com etanol 10%. A exploracao é definida por cheirar ou tocar o objeto com 0 nariz,
e, portanto é avaliado o tempo que o animal gastou para explorar o objeto novo em
comparacao ao conhecido (Clarke, Cammarota et al. 2010, Pinheiro, de Lima et al.
2012).

Atividade locomotora

A atividade locomotora foi avaliada em um “n” de 13-14 animais por grupo 2
horas apds a ultima injecédo intraperitoneal de AMPH ou salina, utilizando-se o
Monitor de Atividade para quantificar as alteracdes comportamentais nos animais
induzidas pela AMPH e possivelmente prevenidas pelo 6mega-3. Esta atividade foi
realizada em uma caixa redonda cercada por paredes de acrilico (Open Field

redondo) com aproximadamente 50cm de altura e 80 cm de diametro. Os animais
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foram observados por um periodo total de 15 minutos cada, e o experimento foi
gravado na forma de video e seus parametros analisados utilizando o software

Anymaze.

Preparo das amostras

Imediatamente ap0s o0s testes comportamentais (locomocdo e
reconhecimento de objetos), 2 animais por grupo foram perfundidos e seu encéfalo
preservado congelado para posteriores analises de citocinas por técnica de
imunofluorescéncia e 11-12 animais por grupo foram eutanasiados por decapitacao
e tiveram estruturas diferentes do cérebro isoladas - cortex pré-frontal, hipocampo, e

estriado — e posteriormente congeladas.

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software SPSS 18.0 para. Para
descricdo da amostra, foram utilizadas andlises descritivas. A normalidade dos
dados quantitativos foi medida pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para distribuicdo
paramétrica, as médias dos grupos foram comparadas utilizando andlise de
variancia (ANOVA), seguido de poés-teste de Tukey, apresentados como médiazSD.
Outliers significativos foram identificados pelo programa GraphPad Quick Calcs e
excluidos da analise. Em todos os testes, foi considerada a significancia estatistica

quando p<0,05.

3. RESULTADOS

Na fase de treino do teste de reconhecimento de objetos néo foi observada
diferenca significativa entre os grupos, indicando que os animais exploraram os dois
objetos idénticos em tempos parecidos independente da droga que havia sido
administrada (Fig 3). Entretanto, na fase de teste, foi observado que o grupo AMPH
obteve um desempenho inferior, por apresentarem interesse maior no objeto
familiar, em relacdo aos demais grupos incluindo o grupo dmega/AMPH (p<0,001)
(Fig. 4), demonstrando que o dmega-3 se mostrou capaz de prevenir este prejuizo
na memaria causado pela administracdo de AMPH.

No campo aberto foi observado que o grupo 6mega/AMPH obteve um

aumento significativo na distancia percorrida (p<0,01) quando comparado ao grupo
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controle e ao grupo 6mega, mas nao quando comparados ao grupo AMPH (p=0,2).
O grupo AMPH demonstrou uma tendéncia a uma maior distancia percorrida quando
comparado ao grupo controle e 6mega, mas nao significativo (p=0,5 e p=0,4

respectivamente) (Fig. 2).

4. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que a AMPH tende a aumentar a
locomogéo dos ratos no teste de campo aberto em relagcdo aos controles, porém
sem uma diferenca estatisticamente significativa. Entretanto, a AMPH foi capaz de
gerar um prejuizo cognitivo significativo nos animais submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos (o qual mede parametros de memoria a longo prazo), ou
seja, 0os animais que receberam AMPH falharam ao recordar do objeto A (velho) e
por isso tem a exploracdo dos objetos divida reduzindo o indice de exploracdo ao
novo objeto (C). Esse prejuizo cognitivo € de acordo com o esperado em modelos
utilizando farmacos psicotrépicos (Logan and McClung 2015).

No trabalho apresentado, o dmega-3 foi capaz de prevenir o prejuizo na
memoria gerado pela AMPH, indicando que os animais que receberam o w-3
tiveram um melhor desempenho cognitivo, em tarefas que exigem uma memoria a
longo prazo. Essa melhora cognitiva estd de acordo com outro trabalho que,
utilizando o w-3 como tratamento, conseguiu prevenir prejuizos em memoria de
trabalho e de longo-prazo utilizando teste de esquiva inibitéria em ratos submetidos
a um modelo de esquizofrenia utilizando cetamina (Gama, Canever et al. 2012). O
teste de reconhecimento de objetos é uma ferramenta util para estudar memoria
declarativa em roedores porque faz uso da preferéncia inata destes animais por
objetos novos a objetos familiares. Evidéncias sugerem que o hipocampo é
essencial para o processamento durante este tipo de teste (Clark, Zola et al. 2000).
A fase de processamento de memaria que corresponde ao roedor frente a um objeto
novo é chamada reconsolidacdo. E considerada uma fase ativa que da lugar a
reorganizacdo de memoarias ja formadas para incorporagdo de novas informacoes
(Milekic and Alberini 2002, Suzuki, Josselyn et al. 2004). Segundo nosso estudo,
observamos que o 6mega-3 foi capaz de prevenir a declinio desta habilidade em
animais que receberam AMPH, embora os mecanismos por tras desta capacidade

neuroprotetora do w-3 neste modelo permanecem desconhecidos. Estudos sugerem
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que o prejuizo cognitivo relacionado a hipocampo e outras regides cerebrais podem
estar associado a alteracdes em BDNF (Fries, Valvassori et al. 2015).

Recentemente Amminger publicou um estudo de follow-up em pacientes com
alto risco para o desenvolvimento de psicose que receberam w-3 por 12 semanas na
adolescéncia; esses adolescentes mesmo 6 anos apds a ingestdo do acido-graxo
continuaram a apresentar melhores parametros cognitivos e funcionais quando
comparados ao grupo que recebeu placebo, bem como diminuicdo da conversao
para outros transtornos psiquiatricos como depressdo e ansiedade (Amminger,
Schafer et al. 2010, Amminger, Schafer et al. 2015). Ambos os estudos, juntamente
com os resultados aqui apresentados sugerem que o 6mega-3 pode estar exercendo
um papel neuroprotetor no cérebro dos animais.

Entretanto, no teste de campo aberto, os animais que receberam AMPH e
Omega-3 mostraram uma atividade locomotora exacerbada e significativamente
diferente dos grupos émega e controle, mas nao do grupo AMPH. Diferentemente
de outro estudo, que utilizou FENPROPOREX para induzir o comportamento tipo
mania, onde o Omega-3 foi capaz de prevenir e reverter comportamentos de
hiperatividade (Model, Gomes et al. 2014). Uma possivel explicacdo para este
resultado é devido aos efeitos antidepressivos do w-3. Uma revisdo mostrou que
existem mais comprovagdes acerca dos efeitos antidepressivos do w-3 do que de
seus efeitos antipsicéticos em TB (Su, Matsuoka et al. 2015). Estes efeitos
antidepressivos gerados pelo 6mega-3 sao semelhantes a farmacos inibidores da
recaptacdo da serotonina (SSRI), estimuladores de serotonina (SSRE), inibidores de
receptacdo de dopamina-noradrenalina (NDRI) por também interferirem diminuindo
parametros pro-inflamatorios relacionados a neuroinflamag¢do e aumentando niveis
de fatores neurotréficos como BDNF relacionados a neuroprotecdo (Lu, Tsao et al.
2010). Um estudo sugeriu uma correlagéo entre elevados niveis de um metabdlito da
serotonina (5-HIAA) em pessoas com concentragdao alta de w-3 no liquido
encefaloraquidiano (Hibbeln 1998), o que poderia indicar um aumento de
concentracdo de serotonina no organismo e uma possivel explicagdo para a
atividade locomotora exacerbada no grupo 6mega/AMPH.

Existem muitos estudos que correlacionam a importancia do w-3 em doencas
neurodegenerativas como Alzheimer e transtornos de humor como depresséo,
ansiedade e esquizofrenia (Liperoti, Landi et al. 2009, Amminger, Schafer et al.

2010, Amminger, Henry et al. 2011, Su, Matsuoka et al. 2015). Porém h& poucos
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estudos demonstrando seus efeitos benéficos no TB, principalmente em relacdo aos
sintomas maniacos. Com excecdo de alguns que demonstram efeitos
moderadamente positivos em relagdo a sintomas maniacos medidos por aumento na
pontuacdo da escala de funcionalidade global e diminuicdo na escala de mania
(YMRS) em jovens diagnosticados com TB (Wozniak, Biederman et al. 2007,
Clayton, Hanstock et al. 2009).

Em modelos animais, estudos ja demonstraram que uma suplementacédo de
PUFA w-3 em ratos melhorou o desempenho em tarefas diferentes que avaliam
memo©ria espacial utilizando Water Maze quando comparados a ratos deficientes em
w-3, mostrando que uma restricdo desses &acidos graxos na dieta leva a uma piora
destes parametros cognitivos (Lim, Hoshiba et al. 2005, Chung, Chen et al. 2008).
Os possiveis mecanismos relacionados aos efeitos do 6mega-3 em tratamentos no
TB sao variados. Segundo uma revisao recente (Balanza-Martinez, Fries et al. 2011)
estudos sugerem que o w-3 pode exercer alteragcdes na funcdo de membrana,
alterando sua fluidez, o que pode influenciar regulagcdo de neurotransmissao
dopaminérgica e serotoninérgica, além de facilidade no transporte de glicose
garantindo o aporte de energia necessaria para funcdes neuronais (Sinclair, Begg et
al. 2007); alteracdes em fatores neurotréficos como o aumento dos niveis de BDNF,
capazes de exercer influéncia na plasticidade e sobrevivéncia neuronal (Logan
2003); quando em ambiente inflamat6rio o DHA pode exercer papel anti-inflamatorio
através da producdo e acdo de resolvinas e protectinas (Serhan, Yacoubian et al.
2008); protecdo contra estresse oxidativo (Young and Conquer 2005, Berk, Conus et
al. 2010). Além disso, DHA e EPA parecem facilitar transducdo de sinal através da
otimizacdo do sinal de receptores ligados a proteina G, cujos sinais intracelulares
incluem vias sensoriais para visdo, olfato, paladar, toque e neurotransmissores como
dopamina, serotonina, GABA e histamina e que podem exercer iniUmeros papéis em
habilidades cognitivas (Wood 1990, Mitchell, Niu et al. 2003).

Algumas limitagdes precisam ser levantadas para adequada conclusédo dos
dados: (1) utilizagdo de um modelo animal que possui uma validade de face limitada,
visto que ele mimetiza apenas a fase maniaca do TB, e ndo a ciclagem entre
depressdo e mania; (2) o composto utilizado nao possui descricdo na literatura;
contudo tem presenca de 75 a 80% de d-anfetamina fato que nos fez utilizar a dose

gue consta na literatura para d-AMPH.
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Os resultados aqui apresentados mostram que o w-3 foi capaz de prevenir um
prejuizo cognitivo na memoéria a longo prazo. Este aspecto é de suma importancia
nos transtornos psiquiatricos severos, em especial na esquizofrenia e transtorno
bipolar. A progressiva deterioracdo de funcdes cognitivas e funcionais nesses
transtornos, atualmente, € considerada uma importante causa de dias vividos com
incapacidade em idade produtiva. Por isso, aspectos que possam ajudar na

prevencgao dos transtornos mentais s&o de suma importancia para a sociedade.
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Figura 2. Efeitos do 6mega-3 e AMPH no teste de atividade locomotora em

campo aberto. Dados expressos em médiatDesvio padrdo, n= 13-14 por grupo. (#)

AMPH/Omega diferiu significativamente do grupo Omega (p=0,008). (*) Grupo

AMPH/Omega diferiu significativamente do grupo Controle (p=0,005)
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Figura 3. Efeitos do 6mega-3 e AMPH na fase de treino do reconhecimento

de objetos. indice criado a partir do tempo gasto explorando o objeto A sobre o

tempo gasto explorando o objeto B. Dados expressos em médiatDesvio padréo, n=

13 por grupo.
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Figura 4. Efeitos do 6mega-3 e AMPH na fase de teste do reconhecimento

de objetos. indice criado a partir do tempo gasto explorando o objeto novo (C) sobre
0 tempo gasto explorando objeto familiar (A). Dados expressos em médiatDesvio
padréo, n=13-14 por grupo. (*)(#)(A) O grupo AMPH explorou mais o objeto familiar

e diferiu significativamente em relagéo a todos os outros grupos (p<0,001).
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4. ConclusOes E Perspectivas

O estudo demonstrou que o dmega-3 foi capaz de prevenir prejuizos
cognitivos relacionados a memoéria de longo prazo, mas néo foi capaz de prevenir
uma hiperatividade locomotora gerada pela AMPH. O teste de reconhecimento de
objetos demonstrou que o émega-3 possui uma alta capacidade neuroprotetora,
visto que os animais nao perderam a habilidade de se lembrar do objeto antigo,
mesmo tendo recebido administracées cronicas de AMPH. Embora n&o se saiba
exatamente 0os mecanismos por trds das acdes neuroprotetoras do w-3, o estudo é
muito importante, pois lida com uma fase dos transtornos pouco elucidada pela
ciéncia: estratégias de prevencdo primaria em popula¢des com risco de desenvolver
TB. Além de ser um tratamento baseado em estudos que demonstram que niveis
baixos de EPA e DHA estdo presentes em populacdes em risco muito alto de
desenvolver o TB e uma suplementacdo destes poderia ser um potencial adjuvante

em terapias de prevencao ao transtorno.

Existem muitas perspectivas para este estudo, principalmente relacionadas a
elucidar por quais mecanismos o0 w-3 foi capaz de prevenir 0 prejuizo cognitivo nos
animais. Para tanto, sera realizada dosagens de interleucinas proé-inflamatérias nas
estruturas retiradas (hipocampo, cortex pré-frontal e estriado) e relacionar com
dosagens de neurotrofina derivada do cérebro (BDNF) e estresse oxidativo em
proteinas/lipideos. Além disso uma parte dos animais deste modelo foi perfundida a
fim de realizarmos técnicas de imunofluorescéncia com marcadores pro-

inflamatorios.
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