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1. INTRODUCAO

O transtorno de humor bipolar (THB) se caracteriza por alteracbes de
humor que se manifestam como episédios depressivos (reducdo do humor,
energia e da atividade) e por episddios de mania (caracterizada pela elevagao
do humor e aumento da energia e da atividade). A prevaléncia deste transtorno
chega a 9% da populacdo mundial, entre os dois tipos ja classificados (Tipo | e Il).
Além disso, o THB pode ocorrer junto com transtornos de ansiedade e com abuso
e dependéncia de substancias, além dos pacientes apresentarem um alto indice
de suicidios (15 a 20%) (OLIVEIRA,et al, 2015). O diagnéstico do THB é
essencialmente clinico, feito através do Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais - 52 edi¢cdo (DSM-V). Este pode ser complexo e mascarado
por comorbidades e problemas de personalidade, resultando em atrasos entre a
primeira apresentacdo e o inicio da terapia adequada. O diagndstico preciso é
essencial para o tratamento eficaz, pois a terapia inadequada desestabiliza o
curso e o desfecho clinico da doenca (BERK, et al, 2006).

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor bastante difundido por todo o
sistema nervoso central (SNC), incluindo as regides do cortex cerebral,
prosencéfalo basal, hipocampo, diencéfalo, ponte e, em menor quantidade, no
cerebelo. Os neurdnios colinérgicos estéo relacionados com importantes funcdes
como o alerta, o controle motor, o aprendizado e a memodria, e todas essas a¢cdes
exercidas pela ACh estéo prejudicadas quando ha deficiéncias na secrecéo desse
neurotransmissor (VINUTHA, et al., 2007).

A acetilcolinesterase (AChE) € uma enzima cuja acdo € crucial na
propagacao do impulso nervoso e inativa a agdo do neurotransmissor acetilcolina
hidrolisando-o em acetato e colina. A ACh é sintetizada e armazenada em
vesiculas no neurbnio pré-sinaptico e a sua liberacdo depende da alteracéo
ibnica e elétrica da membrana plasmatica promovendo o influxo de Ca2+
seguida da fusdo de vesiculas sinapticas com a membrana plasmatica,
promovendo a liberagdo e difusdo de ACh até o receptor localizado na
membrana plasmatica do neurdnio poés-sinaptico. Antes de ocorrer a nova
liberacdo de ACh, a molécula previamente liberada deve ser hidrolisada pela
AChE (MOTA, et al, 2012). Atualmente, existem dados na literatura que
demonstram um envolvimento da atividade da AChE em modelos animais de
mania (VARELA et al.,, 2013; Van ENKHUIZEN et al., 2015). Além disso,
evidéncias apontam para o fato de que a transmissao colinérgica também pode
ser afetada por um farmaco de extenso uso no tratamento de THB: o Litio
(Petraglio et al., 2008).
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Atualmente, um dos modelos animais utilizados para o estudo de THB é o
modelo de mania induzido por cetamina, uma arilcicloalquilamina derivada da
fenciclidina (LUFT e MENDES, 2005). Esses isdbmeros possuem propriedades
farmacoldgicas diferentes. A acdo neurofarmacolégica da cetamina possui alto
grau de complexidade, visto que apresenta interacdo com diversos receptores em
diferentes sitios de ligacao, tais como os receptores glutamatergicos, tanto NMDA
(N-metil-Daspartato) quanto ndo-NMDA,; opiodes; gabaérgicos; serotonérgicos;
além de agir, direta ou indiretamente, sobre as monoaminas (acetilcolina,
noradrenalina e dopamina). Além disso, os efeitos adversos comportamentais
descritos ap0s tratamento com cetamina podem estar relacionados a alteracao
da transmisséo colinérgica (ZUGNO et al., 2014).

Portanto, considerando que (1) a cetamina vem sendo utilizada para
desenvolvimento de modelo de mania em roedores, (2) o Litio poderia alterar a
atividade da AChE e, finalmente, (3) existem evidéncias de que a transmissao
colinérgica possa estar envolvida na patofisiologia do THB, o presente estudo tem
por objetivo analisar a atividade da enzima AChE em um modelo experimental de
mania induzido por cetamina apés tratamento com Litio.

2. METODOLOGIA

2.1. Animais: Foram utilizados 24 ratos adultos Wistar (com peso 250-
300g e com 60 dias), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de
Pelotas. Os animais foram colocados em gaiolas padrdo (04 animais por gaiola)
em condi¢des experimentais controladas (24-27°C), com agua e comida ad libitum
e ciclo claro/escuro de 12 h durante todo o perido de tratamento. O protocolo
experimental desse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da UFPel (CEEA 9026).

2.2 Modelo animal de mania e tratamento com Litio: O protocolo a ser
utilizado neste estudo foi previamente proposto por GHEDIM e colaboradores
(2012) e teve duragédo de duas semanas. Em um primeiro momento, os animais
foram submetidos a um tratamento de 14 dias com litio (45 mg/kg) e ou veiculo
(Salina 0,9%) atraves de gavagens diarias (dias 1 a 14). Para realizar o modelo
de mania, foi administrada cetamina (25 mg/kg) via intraperitoneal (i.p.) dos dias
8 a 14. Portanto, os grupos experimentais foram distribuidos da seguinte maneira
(n=6 cada grupo): | - Salina/Salina; Il - Litio/Salina;lll - Salina/Cetamina;lV -
Litio/Cetamina.No 15° dia os animais receberam uma Unica dose de
cetamina e apds avaliagcdo comportamental, amostras biol6gicas de cortex
cerebral, hipocampo e estriado foram coletadas para determinacdo da atividade
da AChE.

2.3 Amostras Bioldgicas: Os animais foram submetidos a eutanasia
imediatamente ap6s o teste comportamental. Desses animais foi coletado
encéfalo, que posteriormente foi dissecado em cortex cerebral estriado e
hipocampo. Essas estruturas foram imediatamente homogeneizadas e sua
proteina foi determinada utilizando albumina bovina como padrdo através do
reagente de cor Coomasie Blue (Bradford, 1976).

2.4. Determinacdo da atividade da AChE: A atividade da AChE foi
determinada de acordo com Elmann e colaboradores (1961). Este método baseia-
se na hidrolise do substrato acetiltiocolina formando acetato e tiocolina. O produto
tiocolina reage com DTNB formando o a&nion amarelo 5-tio 2 nitrobenzoico que
absorve luz em 412nm. Os resultados foram expressos em U/L

2.5. Anédlise estatistica: Os resultados obtidos foram avaliados através de
analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido por teste post-hoc de
Bonferroni. Os resultados foram considerados significativos para P < 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbés a analise das atividades enzimaticas, pode-se observar que em
amostras de cortex cerebral os animais submetidos ao tratamento apenas com
cetamina tiveram a atividade da AChE diminuida (2.108 + 0.2584 U/L) quando
comparada ao grupo controle (3.831 + 0.1804 pmol de tiocolina/hora/mg de
proteina), entretanto essa diferengca n&o foi significativa. Em hipocampo e
estriado, essa alteragcdo na atividade da AChE néo foi observada. Um estudo
publicado em 2014, também analisou a atividade da AChE nas mesmas
estruturas cerebrais apos o tratamento com cetamina. Nesse estudo, 0s autores
observaram um aumento da atividade enzimética apds 1, 3 e 6 horas da Ultima
exposicado de cetamina (Zugno et al., 2014). A discrepéancia entre os dados da
literatura e os dados apresentados neste resumo podem ter ocorrido devido a
diferenca nos tempos de andlise da atividade da AChE apoés a ultima injecdo de
cetamina, uma vez que as estruturas cerebrais utilizadas em nosso estudo foram
coletadas 35 minutos apos a ultima exposicdo a cetamina. Além disso, existem
evidéncias que o aumento da transmisséo colinérgica poderia estar envolvida na
patofisiologia do THB (Van Enkhuizen et al.,, 2015), o que poderia estar
relacionado com a inibicdo da AChE.

Além dos resultados supracitados, o tratamento com litio foi capaz de
aumentar a atividade da AChE significativamente em estriado de animais
porteriormente tratados com salina ou cetamina. Esse efeito gerado pelo
tratamento com litio sobre a atividade da AChE néo foi observado no cortex
cerebral ou no hipocampo. Evidéncias da literatura sugerem que o Litio pode
interagir com o sitio ativo de uma AChE recombinante e aumentar sua velocidade
de hidrdlise (Vmax) e sua afinidade pelo substrato (Ku)(Petraglio et al., 2008).
Esses dados corroboram com os resultados obtidos com amostras de estriado,
mas ndo com hipocampo e coOrtex pré-frontal. Dados da literatura ja
demonstraram a caraterizagdo de diferentes isoformas de AChE expressas em
distintas regides cerebrais (Zimmermann, 2013). Levando essa evidéncia em
consideragdo, a isoforma de AChE presente na regido estriatal poderia ser distinta
das isoformas expressas em hipocampo e cértex pré-frontal, uma vez que
responde de forma diferente ao tratamento com o Litio.

4. CONCLUSOES
Nossos achados contribuem para uma melhor caracterizagéo da atividade da
AChE em diferentes regifes cerebrais de ratos submetidos ao modelo de mania
induzido por cetamina. Além disso, as diferentes respostas ao tratamento com
Litio sugerem a possibilidade de que diferentes isoformas de AChE podem ser
expressas em distintas regides cerebrais. Entretanto, mais estudos devem ser
realizados com o intuito de esclarecer essa questéo.
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