UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

DISSERTAGAO DE MESTRADO

EFEITO DA ADMINISTRAGAO DE METILFENIDATO SOBRE A
CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL EM CEREBRO DE RATOS

JOVENS

ANA OLINDA NICKNICK FAGUNDES

CRICIUMA — SANTA CATARINA
2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

DISSERTAGAO DE MESTRADO

EFEITO DA ADMINISTRAGAO DE METILFENIDATO SOBRE A
CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL EM CEREBRO DE RATOS

JOVENS

Dissertacado apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias da
Saude.

Orientador: Prof. Dr. Emilio Luiz Streck

CRICIUMA — SANTA CATARINA
2006



II

DISSERTAGCAO DE MESTRADO

EFEITO DA ADMINISTRAGAO DE METILFENIDATO SOBRE A
CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL EM CEREBRO DE RATOS

JOVENS

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
Graduagdo em Ciéncias da Saude da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, para
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias da
Saude.

Orientador: Prof. Dr. Emilio Luiz Streck

CRICIUMA — SANTA CATARINA
2006



III

Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicagao

F156e Fagundes, Ana Olinda Nicknick.
Efeito da administracdo de metilfenidato sobre a cadeia

respiratoria mitocondrial em cérebro de ratos jovens / Ana
Olinda Nicknick Fagundes ; orientador : Emilio Luiz Streck. -
Cricima : Ed. do Autor, 2007.

76 f. :il. ; 30 cm.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade do Extremo Sul

Catarinense. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da
Saude, 2007.

1. Metilfenidato. 2. Disturbio da falta de atengdo com

hiperatividade. 3. Sistema nervoso central. 4. Respiragao

mitocondrial. |. Titulo.

CDD. 212 ed. 615.1

Bibliotecaria: Flavia Cardoso — CRB 14/840
Biblioteca Central Prof. Eurico Back — UNESC



1Y%

unesc
UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE - UNESC
Pré-Reitoria de Pos-Graduagdo, Pesquisa ¢ Extensio
Diretoria de Pos-Graduagio

Programa de Pos-Graduagdio em Ciéncias da Saide
Recomendado pela CAPES — Homologado pelo CNE — Portaria N° 1.919 de 03.06.2005

PARECER

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado de Coordenagéo do
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude (Mestrado) reuniram-se para realizar a
argiiicdo da Dissertagio de MESTRADO apresentada pela candidata ANA OLINDA
NICKNICK FAGUNDES, sob o titulo: "Efeito da administragio de metilfenidato sobre a
cadeia respiratéria mitocondrial em cérebro de ratos jovens", para obtengio do grau de
MESTRE EM CIENCIAS DA SAUDE do Curso de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Saide
da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC.

Ap6s haver analisado o referido trabalho e argiiido a candidata, os membros sdo de

parecer pela “APROVACAO” da Dissertagdo.

Criciima, SC, 30 de janeiro de 2007.

Omi’Me./g\n A

Professora Dra. Vanessa Moraes Andrade




Dedico esta dissertacéo a todas as criangas
portadoras do Transtorno de Déficit de Atengéo e
Hiperatividade, aos seus familiares, professores e

terapeutas, que trabalham sempre num ambito
coletivo para melhor inserir estas criangas no

trinbmio escola-familia-sociedade.



VI

AGRADECIMENTOS

A DEUS, pelo dom da sabedoria e da vida.

Ao Prof. Emilio Luiz Streck, por aceitar ser meu orientador, pela paciéncia,

conhecimento, sabedoria e amizade na orientagdo deste trabalho.
A Prof? Vanessa que prontamente aceitou ser a relatora deste trabalho.

A todos os colegas da 1?2 turma de mestrado de Ciéncias da Saude da
UNESC, pela convivéncia, companheirismo e amizade.

As alunas da graduacdo de biologia Samira e Gislaine, as quais me
ensinaram a lidar com os nossos amiguinhos “ratos”, a ajuda e disponibilidade no
decorrer do projeto.

As bolsistas do laboratério Francine, Gislaine, Lara, Cristiane, Maira,
Claudia, Eliane, Mariana (in memoriam) pelo apoio na confec¢cdo desse trabalho,
sem o qual este nao teria seus resultados.

A Ménica e a Beatriz (mestrado), pelas informacdes e amizade.

Ao meu marido, colega e companheiro Glauco o qual teve paciéncia e
respeito pelo meu trabalho.

A minha mae Nelva e aos meus filhos Jodo Augusto e Glaucia e meu
sobrinho Eduardo pelo carinho.

A UNESC e Prefeitura Municipal de Criciima pela bolsa de estudos e a

coordenacgao do Curso de Medicina Prof?. Silvana pelo apoio



VI

RESUMO

O metilfenidato é freqientemente prescrito para o tratamento do transtorno
de déficit de atencdo e hiperatividade. Sabe-se que os psicoestimulantes podem
causar alteracdes neuroquimicas e comportamentais, quando usados cronicamente.
Os mecanismos responsaveis pelos efeitos terapéuticos e adversos desse farmaco
ainda sao pouco conhecidos. Estudos ja demonstraram que o metilfenidato altera a
atividade metabolica cerebral. A maior parte da energia é obtida pela fosforilagdo
oxidativa, na cadeia respiratdria mitocondrial. Tecidos com alta demanda energética,
como o cerebro, possuem grandes quantidades de mitocondria. O objetivo desse
trabalho foi medir a atividade dos complexos Il e IV da cadeia respiratoria
mitocondrial e da succinato desidrogenase em cerebelo, coértex preé-frontal,
hipocampo, estriado e cértex cerebral de ratos jovens submetidos ao tratamento
agudo e cronico com metilfenidato. Os resultados mostram que o tratamento agudo
com metilfenidato n&o alterou as enzimas avaliadas no cerebelo, cortex pré-frontal e
cortex cerebral de ratos. O complexo Il e a succinato desidrogenase também n&o
foram alteradas no hipocampo e estriado. Além disso, o complexo IV foi ativado
nessas estruturas cerebrais. Também foi demonstrado que a atividade das enzimas
mitocondriais foram aumentadas pela administracdo crbénica de metilfenidato. A
succinato desidrogenase foi ativada no cerebelo, cortex pré-frontal e estriado, mas
nao foi alterada no hipocampo e cortex cerebral. O complexo Il foi ativado no
cerebelo e cortex pré-frontal, mas nao sofre alteragdo no hipocampo, estriado e
cortex cerebral. O complexo |V foi ativado no cerebelo, hipocampo, estriado e cértex
cerebral e ndo sofreu modificacdo na sua atividade no cortex pré-frontal. Esses
achados mostram que o metilfenidato, principalmente no tratamento crénico,
aumentou a atividade de enzimas mitocondriais. Mais estudos sao necessarios para
melhorar a compreensdo sobre os efeitos do metilfenidato sobre o sistema nervoso
central em desenvolvimento e sobre possiveis consequéncias na idade adulta do
uso prévio do farmaco.

Palavras-chave: Metilfenidato. Cadeia Respiratoria.
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ABSTRACT

Methylphenidate is frequently prescribed for the treatment of attention
deficit/hyperactivity disorder. Psychostimulants can cause long-lasting neurochemical
and behavioral adaptations. The exacts mechanisms underlying its therapeutic and
adverse effects are still not well understood. In this context, it was previously
demonstrated that methylphenidate altered brain metabolic activity, evaluated by
glucose consumption. Most cell energy is obtained through oxidative
phosphorylation, in the mitochondrial respiratory chain. Tissues with high energy
demands, such as the brain, contain a large number of mitochondria. In this work, our
aim was to measure the activities of mitochondrial respiratory chain complexes Il and
IV and succinate dehydrogenase in cerebellum, prefrontal cortex, hippocampus,
striatum, and cerebral cortex of young (25 days-old) rats submitted to acute or
chronic treatment with methylphenidate. We showed that acute treatment did not
affect the enzymes in cerebellum, prefrontal and cerebral cortex of rats. Complex Il
and succinate dehydrogenase were not affected in hippocampus and striatum.
Besides, complex IV was increased by acute administration of methylphenidate in
these brain areas. Our results also showed that mitochondrial respiratory chain
enzymes activities were increased by chronic administration of methylphenidate.
Succinate dehydrogenase was activated in cerebellum, prefrontal cortex and
striatum, but did not change in hippocampus and brain cortex. Complex Il activity was
increased in cerebellum and prefrontal cortex and was not affected in hippocampus,
striatum and brain cortex. Finally, complex IV activity was increased in cerebellum,
hippocampus, striatum and brain cortex. Complex IV was not affected in prefrontal
cortex. These findings show that methylphenidate, especially when cronically
administered, increases some enzymes of mitochondrial respiratory chain. Further
research to improve understanding of methylphenidate effects on developing nervous
system and the potential consequences in adulthood resulting from early-life drug
exposure.

Key-words: Methylphenidate, Respiratory Chain.
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PARTE |

1 INTRODUGAO

O metilfenidato € um dos farmacos estimulantes do sistema nervoso
central (SNC) mais utilizados no tratamento do transtorno de déficit de
atencgao/hiperatividade (TDAH), uma sindrome neuro-comportamental que afeta de 3
a 9% das criangcas em idade escolar (DOUGHERTY et al, 1999; NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH, 2000) e aproximadamente 4% dos adultos (FARAONE et
al 2003). Relacionado a prejuizo académico e social, diagnosticado tipicamente nos
primeiros anos da vida escolar da crianga (por volta dos 7 anos). Os sintomas do
TDAH classificam-se em trés categorias: desatengao, hiperatividade e impulsividade,
com nivel inapropriado de atencdo em relagdo ao esperado para idade com ou sem
impulsividade e hiperatividade. Isto leva a distrurbios motores, perceptivos e

cognitivo-comportamentais (KAPLAN et al, 2002).

O metilfenidato € um efetivo tratamento para esta desordem, tem sido
utilizado por mais de 50 anos, reduzindo de maneira significativa os sintomas de
desatencgdo, hiperatividade e impulsividade em até 70% das criangas tratadas
(GREENHILL et al, 2002; SWANSON et al, 1998). As propriedades farmacolégicas
do metilfenidato tém sido bem caracterizadas em varios estudos pré-clinicos,
entretanto seus mecanismos de acdo nao sao completamente estudados
(SOLANTO, 1998). Pesquisas sugerem que o metilfenidato aumenta o nivel de
dopamina extracelular no cérebro (CASTELLANOS et al, 1996 a; VOLKOW et al,
1994). Esta teoria tem sido sustentada em parte por estudos que mostraram que o

metilfenidato bloqueia transportadores de dopamina e de noradrenalina
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(DOUGHERTY et al, 1999; KRAUSE et al, 2000; SOLANTO, 1998). As disfungdes
dopaminérgica e noradrenérgica estdo envolvidas nas vias da atencao (neurénios
noradrenérgicos) e motivagao (neurdnios dopaminérgicos) na patogénese do TDAH

(DOUGHERTY et al, 1999; SOLANTO, 1998).

No entanto, apesar do uso frequente do metilfenidato, atualmente existem
poucas informacgdes sobre os possiveis efeitos do uso continuado desse farmaco no
desenvolvimento (DOUGHERTY et al, 1999; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH,
2000). Nesse sentido, muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de melhor
compreender os mecanismos de agao do metilfenidato sobre o SNC. Chase e
colaboradores (2002) mostraram, por exemplo, que a exposicdo de metilfenidato
durante periodos criticos do desenvolvimento neural altera o padrdo normal de
expressdo génica. Além disso, foi demonstrado que ratos pré-puberes tratados
cronicamente com metilfenidato apresentaram diminuicdo no numero de
transportadores de dopamina, sendo que esse efeito permaneceu até a idade adulta
(MOLL et al, 2001). O metilfenidato também alterou o comportamento de ratos de 10
dias de idade, induzindo aumento na atividade locomotora (MCDOUGALL et al,
1999).

Em 1987, Porrino e Lucignani demonstraram que a administracdo de
metilfenidato alterou significativamente e de forma dose-dependente a atividade
metabodlica em varias regides do sistema nervoso central, medida pela taxa de
utilizagcado cerebral de glicose. A diminuicdo no metabolismo energético cerebral
parece estar associada com algumas doencas neurodegenerativas, como as
doencas de Alzheimer, Parkinson, Huntington e isquemia cerebral (BEAL, 1992;
HEALES et al, 1999). Além disso, sabe-se que a redugéo de obtengéo de energia no

cérebro também pode comprometer a sintese de neurotransmissores e lipidios (DI
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DONATO, 2000; HERTZ e PENG, 1992). Deficiéncias no funcionamento normal da
cadeia respiratoria mitocondrial levam a uma rapida queda na produgao de energia e

consequente morte celular (ANKARCRONA et al, 1995).
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade

2.1.1 Conceito e Historico

O transtorno sofreu varias nomenclaturas e na década de 1940 foi
designado como Lesdo Cerebral Minima. Em 1962, no simposio de Oxford foi
oficializada a expressado Disfungdo Cerebral Minima, reconhecendo-se que as
alteracbes estdo mais relacionadas com disfungdes nas vias nervosas do que
propriamente lesdes. Posteriormente, em 1980, segundo o Manual Diagndstico e
Estatistico da Associagcdo Americana da Psiquiatria (DSM-Ill) o transtorno foi
designado como Disturbio da Atengdo. Em 1987, a nomenclatura foi novamente
modificada para TDAH no DSM-IlI-R e mantida no DSM-IV (1994). Na CID-10 é

classificada como um transtorno hipercinético.

Conceitualmente, o TDAH se caracteriza por ser uma sindrome
neurocomportamental com sintomas classificados em trés categorias: desatencgao,
hiperatividade e impulsividade, com nivel inapropriado de atencdo em relacdo ao
que se espera para a idade; com ou sem impulsividade e hiperatividade (GOLDMAN
et al, 1998; KIRBY et al, 2002; MILLER e CASTELLANOS, 1998; SWANSON et al,
1998). Estes sintomas devem aparecer em dois ou mais ambientes distintos (casa e
escola, e ou/ casa e trabalho), levando a disturbios motores, perceptivos cognitivos e
comportamentais. Existe importante comprometimento funcional em diversas areas
como académica, social, profissional e afetiva. A medida que o individuo cresce,

também ha aumento das comorbidades, principalmente no aspecto psiquiatrico.
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Na faixa etaria entre 4 e 5 anos é aceitavel certo grau de hiperatividade
em criangas, em fungao do processo neuroevolutivo, visto que a regiao pré-frontal
completa sua mielinizagdo durante esta faixa etaria. O encéfalo tem uma progresséao
postero-anterior, mielinizando primeiro a regido da visdo e por ultimo as areas
anteriores (MICK et al, 2002). Epidemiologicamente, o TDAH tem uma prevaléncia
estimada de 5 a 8% (FARAONE et al, 2003; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH,
2000; ROHDE et al, 1999) na idade escolar (acima de 7 anos) com variagbes de 3 a
17,8%, diminuindo sua prevaléncia com o aumento da idade, atingindo
aproximadamente 4% dos adultos (FARAONE et al, 2003; SWANSON et al, 1998).
Na infancia é mais freqliente em meninos do que meninas, na relagao 2:1 e podendo
chegar até 6,2: 1. Na idade escolar aproxima-se de 2:1, na adolescéncia aproxima-
se de 1:1 e na idade adulta ha um predominio no sexo feminino na proporcao de 2:1
(BIEDERMAN e FARAONE, 2004). No entanto, estudos epidemiolégicos indicam

que essa prevaléncia pode ser de duas a trés vezes maior (PAULE et al, 2000).

Em relac&o a sua expresséo clinica, existe um predominio da desatengao
no sexo feminino. No sexo masculino, os sintomas de hiperatividade e impulsividade
sdo mais representativos (RHODE, 2003). Criangas com TDAH tém tendéncia a
desenvolverem outros transtornos disruptivos do comportamento na infancia,
adolescéncia e idade adulta, principalmente o transtorno opositor desafiante e de
conduta, também problemas académicos, transtornos anti-sociais e abuso de drogas

(BIEDERMAN e FARAONE, 2000).
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2.1.2 Etiologia

A etiologia do TDAH é multifatorial, as causas exatas ainda sao
desconhecidas, contudo a influéncia de fatores genéticos e ambientais ja € bem
aceita na literatura (TANNOCK et al, 1998). O envolvimento genético é substancial, e
acredita-se que varios genes sejam responsaveis pela suscetibilidade genética ao
transtorno somado aos agentes ambientais. Estudos com o gene transportador de
dopamina (DAT 1), gene do receptor D4 de dopamina séo os pioneiros (COOK et al,
1995). Estudos que sugerem forte influéncia encontraram uma herdabilidade
relativamente alta ultrapassando 0,70 (THAPAR et al, 1999; TANNOCK, 1998). O
risco de TDAH parece ser de 2 a 8 vezes maior nos pais das criangas afetadas do
que na populagédo geral (FARAONE, 1998). Outro gene do sistema dopaminérgico
intensamente investigado neste transtorno € o gene do receptor D4 de dopamina. O
grande interesse por este gene surgiu a partir da observagao de sua associagao
com a dimensao de personalidade “busca de novidades”, provavelmente relacionada
ao TDAH (EBSTEIN, 1996). Além disso, o produto deste gene concentra-se em
areas do cérebro cujas fungbes estdo prejudicadas na doenga (MATSUOMOTO,
1995 e BARKLEY, 1997). La Hoste et al (1996) foram os primeiros a detectar a
associacao deste gene com o TDAH. Embora muitas investigagdes posteriores
tenham replicado a associagcédo com o gene do receptor D4, os resultados sao

controversos.
Praticamente todos os demais genes conhecidos do sistema

dopaminérgico ja foram objeto de estudos de associagdo com o TDAH, incluindo

genes que codificam os receptores D2, D3 e D5 e genes de enzimas relacionadas
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ao metabolismo de dopamina (ROMAN, 2003). Destes, 0 mais promissor parece ser

o gene receptor D5 de dopamina (LOWE, 2003).

Estudos do envolvimento dos genes dos sistemas noradrenérgicos e mais
recentemente do serotoninérgicos ainda sao bastante iniciais e investigacdes
adicionais se fazem necessarias antes que se possa confirmar ou nao suas
influéncias na etiologia do TDAH. A associagdo do TDAH com complicagbes na
gestacdo ou no parto é ainda bastante divergente, mas situagdes como toxemia,
eclampsia, pos-datismo, trabalho de parto muito longo, estresse fetal, baixo peso ao
nascer, hemorragias pré-parto e ma saude materna favorecem ao transtorno (MICKE
et al, 2002). Também associagéo entre exposigao a fumo e alcool durante a gravidez
e a presenga do TDAH nos filhos. (FARAONE; BIEDERMAN, 2003). Outros fatores
como dano cerebral perinatal do lobo frontal, podem afetar os processos de atencao,

motivacao e planejamento, relacionados de forma indireto com a doencga.

A maioria dos estudos sobre possiveis agentes ambientais e TDAH sé
evidenciaram uma associacdo dos mesmos e nao causa direta. O substrato
neurobiolégico do transtorno advém dos estudos neuropsicolégicos, de
neuroimagem e de neurotransmissores; formando um tripé pela imaturidade
cerebral, sistemas atencionais anterior e posterior e envolvimento de catecolaminas,
especialmente a dopamina e noradrenalina (RIESGO et al, 2004). Nesse contexto,
sabe-se que o TDAH é causado por uma deficiéncia de dopamina nos centros de
controle motor dos ganglios da base, particularmente no estriado (DOUGHERTY et
al, 1999). A neuromaturagao encefalica tem progressao poéstero-anterior, isto é, a
mielinizag&o se inicia pela regiao da visao por volta do nascimento e se completa em
torno dos 2 anos de idade. Por ultimo, mieliniza-se as areas anteriores. Dado esse

fato, é aceitavel certo grau de hiperatividade em criangas sem lesao até 4 a 5 anos.
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A regiao pré-frontal, onde esta o “freio motor”, completa sua maturagao por volta dos

7 anos.

2.1.3 Fisiopatologia

A fisiopatologia do TDAH envolve o circuito regulatério neural, incluindo o
cortex pré-frontal e os ganglios basais que s&o modulados pela fungéo
dopaminérgica do mesencéfalo. O l6cus ceruleus também desempenha importante
papel na atencdo, é constituido basicamente de neurbnios adrenérgicos. Estudos
recentes demostram que n&o sO neurotransmissores dopaminérgicos, mas também
noradrenérgicos, sdo implicados na fisiopatologia do TDAH (SOLANO, 1998; HAN e
GU, 2006). A teoria proeminete € que no TDAH existe uma disfungdo da
neurotransmisssdo dopaminérgica, com consequente desrregulacdo desses
circuitos, incluindo a area frontal (pré-frontal, frontal motora, giro do cingulo); regides
subcorticais (estriado, talamo mediodorsal) e a regido limbica cerebral (nucleo
acumbens (NAc), amigdala e hipocampo) (CASTELLANOS, 1997; DINN et al, 2001).
Estudos tém mostrado evidéncias da participacdo do estriado na modulagdo da
atengao e impulsividade no TDAH (AYLWARD at al, 1996; CASTELLANOS et al,
1996). A impulsividade do TDAH parece estar ligada a prejuizo na transmissao da
via dopaminérgica das proje¢cdes estriado-cortico-frontal (CASTELLANOS, 1997;

RUBIA et al, 2001; SWANSON et al, 1998; VAIDYA et al, 1998).

O prejuizo nas tarefas executivas do TDAH estd provavelmente
relacionado com o cértex pré-frontal dorso lateral (CASTELLANQOS, 1997; DINN et

al, 2001). Estudos neuroldgicos identificaram prejuizos em pacientes com TDAH por
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suas performances em tarefas requerendo a fungao do cortex pré-frontal. Estudos de
neuroimagem confirmam insuficiéncias funcionais e estruturais no circuito do cortex
pré-frontal. Pacientes portadores de TDAH demonstram alteragbes genéticas,
incluindo genes relacionados a neurotransmissao das catecolaminas (ARNSTEN e
LI, 2005). Lesdes na regido do cortex pré-frontal podem produzir sintomas
relacionados com esquecimento, distragcdo, impulsividade e desorganizagdo. As
projecbes dopaminérgicas mesocorticais estdo relacionadas a fungdes cognitivas
como fluéncia verbal, aprendizado, vigilancia durante tarefas executivas,
concentragdo e manutengao da atencao. As vias noradrenérgicas pré-frontais estéo
relacionadas a manutencdo do foco de atencgao, disposi¢ao, fadiga, motivacao e

interesse (STAHL, 2000).

Os sintomas relacionados com a hiperatividade e impulsividade nesse
transtorno parecem ser controlados pela via dopaminérgica nigroestriatal. A base
neurobiol6gica para o TDAH ainda n&o esta completamente definida. N&o ocorre
prejuizo em uma unica via ou regido cerebral, existem evidéncias de hipofungao
dopaminérgica no lobo frontal e nos ganglios da base. Estudos mais recentes de
neuroimagem e ressonancia magnética (MRI) sugerem que existe menos atividade
neural na regido frontal e nos ganglios da base (ZAMETKIN et al, 1993;
BAUMGARDNER et al, 1996; CASTELLANOS et al, 1996; FILIPEK at al, 1997,
MATARO et al, 1997), e alteragdes no cortex cingular anterior em individuos que
apresentam TDAH (BUSH et al, 1999). Estudos de imagem (TC por emissao de
féton SPECT e TC por emissdo de positron PET) tém demonstrado reducdo no
metabolismo nas regides frontal e ganglios da base (SIEG et al, 1995; ERNEST et

al, 1998; LOU et al, 1998; ERNEST et al, 1999).
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Uma das primeiras teorias anatomofuncionais propostas para explicar a
neurobiologia do TDAH descreve disfungbes nas areas frontais e suas conexdes
subcorticais no sistema limbico. No principio, s6 havia o entendimento do
envolvimento do sistema atencional anterior, e o TDAH era entendido como um fraco
controle inibitério frontal sobre as estruturas limbicas. Com isso, a teoria de um unico
centro atencional, apesar de bem comprovada por estudos neuropsicoldgicos, de
neuroimagem funcional e neurotrasmissores, s6 pode explicar alguns casos de
TDAH. A visdo anatomofuncional mais abrangente e completa deve incluir um
circuito neural com dois sistemas atencionais: um anterior que tende a ser
dopaminérgico (fig.1) e envolve a regido pré-frontal e suas conexdes subcorticais
(responsavel pelo controle inibitério e fungdes executivas, como a memoria de
trabalho) e outro posterior, principalmente noradrenérgico (responsavel pela
regulacdo da atencao seletiva) (RIESGO; RODHE, 2004).(fig. 2) O lécus ceruleus
também desempenha papel importante na atencédo e é constituido basicamente de
neurénios adrenérgicos e se torna muito ativo em resposta a estimulos especificos
(PLISKA, 1996). Apesar da importancia das fungdes dos dois sistemas atencionais
na neurobiologia do TDAH, ainda sao poucas as demonstragdes diretas das suas
relagdes reciprocas no transtorno. Levy e Farrow revisaram as conexdes pré-fronto-
parietais, que ligam o sistema atencional anterior e posterior e sdo o suporte

anatomofuncional para a meméria de trabalho (LEVY e FARROW, 2001).
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Via mgroastriatal

Figura 1 — Hiperatividade no TDAH
Fonte: STEPHEN, (2000).

* A hiperatividade motora é mediada pela atividade dopaminérgica na via nigroestriatal. A impulsividade
pode ser inibida pela agdo do glutamato sobre o cértex passando pelo estriado. Embora o aumento da
dopamina nesta via possa aumentar o comportamento motor e impulsividade nas pessoas normais, pode
promover um efeito paradoxal de calma motora e redugdo do comportamento de impulsividade nos
pacientes com transtorno de déficit de atengéo.

Via noradrendrgica

pré-frontal . e
f-f:.f-’f\ &

Via dopamindrgica
mesocortical

"Sioas

Figura 2 — Déficit de Atencado no TDAH
Fonte: STEPHEN, (2000).

* A via noradrenérgica que se projeta do locus ceruleus, no tronco cerebral, para o cortex frontal e a via
dopaminérgica que se projeta da area tegmental ventral, no tronco cerebral, para as areas corticais pré-
frontais mesocortical e dorsolateral, podem, hipoteticamente, mediar a atengao, a vigilia, a concentragéo
e outras fungdes cognitivas correlatas. Se deixarem de funcionar, podem resultar em distragdo e déficit
de atencao.

2.1.4 Apresentacgao Clinica

Atualmente menciona-se trés subtipos de TDAH: com predominio de

desatengdo; com predominio de hiperatividade e com uma combinagdo de ambos. E
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considerado um disturbio que se inicia tipicamente cedo na infancia e continua na

idade adulta (CASTELLANOS, 1997).

O quadro clinico se baseia fundamentalmente nos trés sinais principais
que sao identificados como déficit de atencado, a hiperatividade e a impulsividade,
com possiveis variagdes entre eles. A descricdo da sintomatologia esta definida
pelos critérios do Manual Diagnostico e Estatistico das Doengas Mentais ( DSM-1V),
as criangas com TDAH s&o facilmente reconhecidas em clinicas, escolas e em casa

(TAYLOR et. al, 2001).

A desatencéo, a hiperatividade ou a impusividade como sintomas isolados
podem resultar de muitos problemas de relagao, sistemas educacionais inadequados
ou podem estar associados a outros transtornos comumente encontrados na infancia
e adolescéncia. Portanto, para o diagndstico do TDAH, é sempre necessario
contextualizar os sintomas na histéria de vida da crianga (RODHE et al, 2000).

Algumas condigbes especiais sao requeridas para o seu diagndstico:

a. A duracao dos sintomas de desatencdo e ou hiperatividade/impulsividade:
as criangas com o transtorno tém histéria clinica desde a idade pré-escolar
com presenga dos sintomas ou pelo menos um periodo de varios meses

de sintomatologia intensa;

b. Freqléncia e intensidade dos sintomas: é fundamental que pelo menos 6
dos sintomas de desatencdo e ou 6 dos sintomas de

hiperatividade/impulsividade estejam presentes na vida da criancga;

c. Persisténcia dos sintomas em varios locais e ao longo do tempo: por

exemplo casa e escola;

d. Prejuizo clinico significativo na vida da criancga;
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e. Verificar cuidadosamente se o0 sintoma supostamente presente
correlaciona-se com o constructo basico do transtorno, ou seja, a

dasatencéo, hiperatividade/impulsividade (RHODE et al, 2000).

A apresentagao pode variar de acordo com o estagio de desenvolvimento.

O diagndstico deve ser cauteloso antes dos 6 anos de idade.

Existe uma alta prevaléncia de comorbidades entre o TDAH e os
transtornos disruptivos do comportamento, como o transtorno de conduta e o do
opositor desafiante, situada na faixa de 30 a 50%. As taxas de comorbidades
também sado bastante significativas com a depresséo (5 a 20%), transtornos de
ansiedade (25%) e transtorno de aprendizado (10 a 25%) (BIEDERMAN et al, 1991).
Também ha associagdo de TDAH e abuso e dependéncia de drogas na

adolescéncia e, principalmente, na fase adulta (BIEDERMAN, 1991).

A base para a avaliagdo diagnéstica € formada pela historia clinica,
observacdo do comportamento atual do paciente e relato dos pais e professores
sobre o funcionamento da crianga nos diversos ambientes que frequenta. A historia
clinica pregressa sobre o comportamento € decisiva para definicdo diagndstica,

histéria médica perinatal e problemas relacionados a prematuridade (LOWE, 2003).

A avaliagao neuroldgica é relevante; além de exame neurolégico evolutivo,
testes neuropsicolégicos também podem ser realizados. Os exames de
neuroimagem nao fazem parte do ambiente clinico, mas sim da pesquisa (RODHE,

et. Al., 2003).
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2.1.5 Tratamento

O tratamento do TDAH envolve uma abordagem multipla, englobando
intervengdes psicossociais e psicofarmacolégicas (AMERICAM ACADEMY
PEDIATRICS GUIDELINE, 1997). O tratamento n&o-farmacoldgico engloba manejo
educacional, avaliacdo psicossocial e psiquiatrica, acompanhamento paciente-
familia-ambientes e terapia cognitiva comportamental, que tem sido vista como uma
das formas de tratamento mais eficaz (MTA COOPERATIVE GROUP, 2004). No
tratamento farmacolégico, estimulantes do SNC sao os farmacos de primeira linha. A
farmacoterapia deve ser orientada levando-se em consideracdo as comorbidades. O
metilfenidato é o estimulante mais usado no Brasil e € a primeira escolha nos casos

de TDAH sem comorbidades.

2.2 Metilfenidato

2.2.1 Propriedades Gerais

Por mais de 50 anos, o metilfenidato tem sido usado como um efetivo
tratamento para o TDAH, sendo o farmaco de mais freqliente prescricdo e reduzindo
de maneira consideravel os sintomas de desatencao, hiperatividade e impulsividade
em até 70% das criangcas (GREENNHILL et al, 2002). Suas propriedades
farmacoldgicas tém sido bem caracterizadas, mas seu mecanismo de agao nao esta

completamente estudado (SOLANTO, 1998).
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O metilfenidato é um derivado da piperidina e esta relacionado
estruturalmente & anfetamina. E considerado um modesto estimulante do SNC, mas
com proeminentes efeitos em atividades mentais e motoras. Em grandes doses
provoca sinais de estimulacdo generalizada do SNC, que podem levar a crises
convulsivas e apresenta propriedades farmacoldgicas essenciais idénticas as
anfetaminas. O metilfenidato também compartilha o potencial de uso abusivo das
anfetaminas, considerado como substéncia controlada da classe Il nos EUA. O
farmaco esta envolvido no controle da atencdo em nivel de cortex cerebral. Além do
TDAH, esta indicado para o tratamento da narcolepsia (GOODMAN E GILMAN,

2006).

O principal mecanismo de acédo deste farmaco esta relacionado com o
aumento de dopamina na fenda sinaptica, liberada em resposta a um estimulo
evidente. Ele o faz principalmente pela ligagdo com os transportadores de dopamina
(DAT), bloqueando-os (CASTELANOS et al, 1996; VOLKOW et al, 1994). Além
disso, bloqueia também transportadores de noradrenalina (DOUGHERTY et al.
1999). A disfungéo nos sistemas dopaminérgicos e noradrenérgicos tem uma fungéo
de auto-regulacdo como atencgéo seletiva (neurdnios noradrenérgicos) e motivagéo
(sistema dopaminérgicos), os quais estdo implicados na patogénese do TDAH
(DOUGHERTY et al, 1999; SOLANTO, 1998). O efeito do metilfenidato pode
envolver outros sistemas de neurotrasmissores como noradrenalina (KUCZENSKI e
SEGEL, 1997), serotonina (GAINETDINOV et al, 1999) e glutamato (GAINETDINOV,

2001).
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2.2.2 Farmacocinética

A farmacocinética especifica do metilfenidato reside principalmente no
enantidmero D (DING et al 1997; PATRICK et al, 1987). No cérebro humano, o D-
metilfenidato liga-se aos DAT enquanto o enatibmero L-metilfenidato ndo (DING et
al, 1997). A distribuicdo do D-metilfenidato em cérebros de babuinos e humanos é
maior nos ganglios da base, enquanto o enantidbmero L-metilfenidato se distribui de
forma homogénea em todo cérebro. Ambos enantibmeros tém taxas similares de
captagao, com pico de concentragdo alcancado dentro de 10 minutos apds a
administracdo. No entanto, a taxa de depuracdo do enantibmero D é
significativamente mais lenta do que do L. Segundo Volkow et al (2005), a
farmacocinética do metilfenidato no cérebro humano é investigada através do uso de
PET e carbono-11 ([''C] metilfenidato) (VOLKOW et al, 1995). Quando administrado
de forma intravenosa a captacéo de [''C] metilfenidato pelo cérebro humano foi alta
(7,5% + 1,5%) e rapida, com o pico alcangado em 4 a 10 minutos. A distribuicdo do
metilfenidato administrado por via oral foi significativamente mais lenta do que por
via intravenosa (VOLKOW et al, 1995). Apds a administragédo oral, o farmaco atinge
seu pico de concentracdo cerebral entre 60 a 90 minutos, bloqueando mais de 50%
dos DAT, fazendo com que aumente significativamente o nivel de dopamina

extracelular nos génglios basais, em especial no estriado.

Estudos de imagem em cérebros humanos tém demonstrado que o
bloqueio dos DAT pelo metilfenidato é dose-dependente (VOLKOW et al, 1998). A
dose terapéutica € de 5 mg/kg e a dose maxima é de 60 mg/dia. Seu pico de agao é
de 2 horas e o tempo de meia-vida, de 1 a 3 horas. O principal metabdlito urinario é

um produto desesterificado, o acido ritalinico (GOODMAN e GILMAN, 2006). O
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metilfenidato tem sido considerado um fraco estimulante do SNC devido ao seu
rapido metabolismo em acido ritalinico, nas doses orais recomendadas. Seu
metabdlito tem pouca afinidade pelos DAT, indicando que o metilfenidato, na dose

terapéutica, bloqueia um grande percentual de DAT (VOLKOW et al, 1998).

2.2.3 Farmacodinamica

O tratamento com metilfenidato leva a uma amplificagdo do sinal
dopaminérgico pelo bloqueio dos DAT, visto que a dopamina diminui no neurdnio
estriatal apds sua liberacdo enquanto o sinal cérticoestriatal se fortalece nas células
do estriado. Esta amplificacdo aumenta o sinal seletivo nos neurdnios alvo
(KIYATKIN e REBEC, 1996). Dessa forma, uma conclusao que se chega é que em
individuos com TDAH, o tratamento com metilfenidato induz um aumento na
amplificacdo do sinal dopaminérgico estriatal, que poderia levar a melhora da
atencdo e diminuicdo da distragdo. Adicionalmente, a dopamina € um
neurotransmissor que salienta o sinal do estimulo e dirige a motivagdo da
performance na dire¢cdo da meta do comportamento (BERRIDGE e ROBINSON,
1998; HOLLERMAN e SCHULTZ 1998; KOOB, 1996). Desse modo, poderia se
especular que a melhora do sinal dopaminérgico induzida pelo metilfenidato causa
um aumento na percepgao do estimulo para realizagdo e motivagédo do individuo

para engajar-se em tarefas com melhora da atengao e performance.
Volkow et al (2005) relataram que o efeito do metilfenidato tem duas
hipéteses. A primeira considera que pelo bloqueio dos DAT, a dopamina extracelular

ativa autoreceptores locais pré-sinapticos, levando a uma atenuacdo da dopamina
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liberada em resposta a fase celular dopaminérgica de gatilho (SEEMAN e MADRAS,
1998). A segunda hipotese sugere que os bloqueios dos DAT dominam os efeitos
inibitérios da ativacado de autoreceptores, o que leva a um efeito de rede acumulando
dopamina na sinapse e amplificando o sinal dopaminérgico. A dopamina esta
envolvida em diversas doencas do SNC, como Doenca de Parkinson, esquizofrenia
e TDAH, em certos disturbios enddcrinos e na dependéncia de drogas (AZMITIA,

1995).

A distribuicdo de dopamina no cérebro é mais restrita do que a
noradrenalina, encontra-se em quantidades mais abundantes no corpo estriado, uma
parte do sistema motor extrapiramidal relacionada coordenagcdo do movimento
(BERRIDGE, 1998). Também é encontrada em algumas regides do sistema limbico
e hipotalamo, € sintetizada a partir da tirosina pela B-hidroxilase em neurénios
dopaminérgicos. Ap6s sua liberagdo na fenda sinaptica €, em grande parte,
recaptada por transportadores especificos (DAT) pertencente aos transportadores de
monoaminas. Sua metabolizagao se faz pelas enzimas monoamina oxidase (MAO) e
catecolamina O-metiltransferase (DING, 1997). Seus principais produtos sdo o acido

diidroxifenilacético e o acido homovanilico. Sio excretados na urina.

Os neurbnios dopaminérgicos formam trés vias principais (vias

dopaminérgicas no sistema nervoso central) (RANG e DALE, 2003).

a. A via nigroestriatal, responsavel por cerca de 75% da dopamina no
cérebro, consiste em corpos celulares situados na substancia negra
cujos axoénios terminam no corpo estriado. Esta via esta relacionada

com a atividade motora e da atencgéo (junto com a via noradrenérgica);

b. Via mesolimbica/mesocortical, onde os corpos celulares dessas vias

projetam-se do mesencéfalo, através do feixe pods-encefalico medial,
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para partes do sistema limbico, particularrmente nucleus acumbens e o

nucleo amigdaldide, bem como para o cértex frontal,

c. Sistema tubero-hipofisario, com nerbnios que se projetam do

hipotalamo ventral para a eminéncia mediana e hipdfise.

Os receptores dopaminérgicos sdao em grande numero e distribuem-se
amplamente no cérebro, estdo mais concentrados no estriado, sistema limbico,
cértex frontal, hipotalamo e adenohipéfise. Estdo agrupados em duas familias, D1 e
D,, relacionados respectivamente com ativacdo e inibicdo da adenilatociclase
(KIYATKIN, 1996). A familia de receptores D1 inclui D4 e Ds e a familia D, inclui Do,
Ds; e D4. Todos os receptores sado pertencentes a familia dos receptores
transmembranas acoplados a proteina G. Os receptores D¢ sdo mais abundantes
em regides dopaminérgicas, como o estriado, sistema limbico, talamo e hipotalamo
(VOLKOW, 1994). Os receptores D3 sdo encontrados no sistema limbico, mas nao
no estriado. Os receptores D4 sdo fracamente expressos, principalmente no cortex e
no sistema limbico, porém sao de grande interesse pelo possivel envolvimento com
a esquizofrenia, dependéncia de drogas e com o TDAH. A dopamina atua tanto em
nivel pré quanto pos-sinaptico. Os receptores D3 pré-sinapticos sdo encontrados no
estriado e sistema limbico, onde atuam ao inibir a sintese e liberagdo de dopamina.
Portanto, quando os antagonistas agem nesses receptores, aumentam a sintese e a
liberacdo da dopamina, provocando seu acumulo e de seus metabdlitos em certas
regides do cérebro, levando ao aumento na taxa de descarga de neurdnios
dopaminérgicos. Em 1968, Ungerstedt ( DALE et. Al. 547, 2003) demonstrou que a
ablacado bilateral da substancia negra em ratos, destruindo os neurdnios nigro-
estriatais, provoca catalepsia profunda, tornando os animais inativos a ponto de

morrerem de inanicdo a menos que sejam alimentados artificialmente. Os efeitos
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adversos mais comuns do metilfenidato incluem dor abdominal, ins6nia, anorexia,

perda de apetite (EFRON et al, 1997; GOLINKO, 1984) e déficit de crescimento.

Pouco se conhece ainda sobre os mecanismos que contribuem para a
eficacia dos estimulantes ou sobre a possivel consequéncia neuroadaptacional do
metilfenidato sobre seus efeitos a longo prazo, de uso crénico, principalmente em
criangas, e seus efeitos sobre a neuroquimica (GREENHILL, 2001; NATIONAL

INSTITUTES STATEMENT, 2000; SAFER e ALLEN, 1989).

A acao dos estimulantes sobre o cértex pré-frontal esta implicada no
desenvolvimento da sensibilizagdo locomotora e mudancas comportamentais. Além
disso, acredita-se que esta associada a certos aspectos das drogas de abuso
(VANDERSCHUREM e KALINAS, 2000). Dado a esse fato existe grande interesse
em se conhecer se ha efeitos adversos decorrentes do uso prolongado de
estimulantes na aprendizagem e no comportamento (COYLE, 2000), visto que, na
crianca, o SNC esta em continuo desenvolvimento e amadurecimento (BENES,

1998).

Estudos recentes com animais tém sido realizados para tentar esclarecer questdes
relacionadas ao uso agudo e crbnico do metilfenidato (CARBONE e SILVAGANI,
2004). Alguns estudos mostram que esse farmaco altera de forma significativa a
expressdo de genes imediatos, como o c-fos (CHASE et al, 2003; BRANDON e
STEINER, 2003). A administracdo aguda aumentou de forma significativa a
expressdo desses genes, enquanto que a administracdo cronica causou efeito
inverso. Além disso, as alteragbes verificadas em ratos jovens persistiram na fase
adulta (CHASE et al, 2003; BRANDON e STEINER, 2003). Estudo recente (CHASE
et al, 2005) confirmou os efeitos do metilfenidato no estriado de ratos jovens e

adultos e sua agao nos genes imediatos c-fos e fos-B.
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Segundo os autores, a repetida administracdo do metilfenidato regula de
forma diferente o c-fos e fos-B nessa estrutura cerebral, induz mudancgas duradouras
na expressao génica. Além disso, o cérebro imaturo responde de maneira diferente a
acao do metilfenidato quando comparada ao cérebro adulto. Em outro estudo, o
efeito do metilfenidato sobre as vias de sinalizagao do cortex pré-frontal em ratos, a
proteina quinase A (PKA) e a quinase regulada por sinais extracelulares (ERK) foi
investigado. Observou-se que a administracdo de metilfenidato ativa a PKA no
cortex pré-frontal in vivo, mas a ativacdo da ERK pelo metilfenidato nao foi

observada (PASCOLI et al, 2005).

O metilfenidato tem mecanismo de acao similar as anfetaminas, farmacos
estimulantes do SNC, atuando predominatemente na liberacdo de dopamina nos
terminais dopaminérgicos preé-sinapticos. Pouco se conhece sobre as alteragdes
neuroquimicas induzidas por este farmaco e as alteragdes nas vias de sinalizagao
celular ou na expressao dos genes imediatos. E de crucial importancia que se venha
a conhecer estes dados visto que este farmaco é largamente utilizado na infancia,
periodo do diagndstico do TDAH, onde o individuo esta em pleno desenvolvimento

neurobioldgico e psicologico.

2.3 Metabolismo Energético Cerebral

As vias bioquimicas metabdlicas cerebrais ndo sao diferentes dos demais
tecidos e 6rgaos do ser humano. A estratégia basica do catabolismo é obter energia
na forma de ATP (Trifosfato de Adenosina), poder redutor e elementos de

construcdo para as biossinteses (STRYER, 2002). Sob condi¢gdes normais, os
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substratos para o metabolismo cerebral séo a glicose e o0 O, e seus produtos finais
sdo dioxido de carbono e agua (SOKOLOFF, 1977). Em contraste com a maioria dos
outros tecidos, os quais exibem consideraveis flexibilidades para extracdo e
consumo de nutrientes da circulagdo sanguinea, o cérebro normal é restrito quase
que exclusivamente a glicose. Isto se deve em grande parte a membrana
hematoencefalica, extremamente seletiva quanto a sua permeabilidade (CLARK et

al, 1993).

O cérebro é um 6rgao de intensa atividade metabdlica e muito pobre em
substratos, com pouca reserva energética. Por isso, necessita de continua oferta de
substratos. A glicose é, virtualmente, o unico alimento para o cérebro humano,
exceto no jejum prolongado. Esta, diferentemente dos demais tecidos, ndo necessita
de insulina para ser captada e oxidada (DICKINSON, 1996). O cérebro consome
cerca de 120 g de glicose diariamente, o que corresponde a uma captagdo de
energia de aproximadamente 420 kcal, correspondendo a 60% da utilizacdo de
glicose por todo o organismo em estado de repouso. O padrédo de utilizagdo deste
nutriente varia conforme a etapa do desenvolvimento do SNC do individuo, seu
estado nutricional e o destino de sua cadeia de atomos de carbono (MARKS et al,

2005).

A glicose captada pelo cérebro ndo esta atrelada somente a obtengao de
energia, mas é também fonte para a biossitese de diversos constituintes do cérebro,
como os neurotrasmissores (SOKOLOFF, 1982). Pequenas quantidades de O, sao
usadas para oxidagdo de substancias que nao a glicose, como na sintese e
degradagcdo de monoaminas. A quantidade de O, utilizada para esses processos €
extremamente pequena e indetectavel em face do grande consumo para a oxidagao

dos carboidratos. Situagdes de jejum prolongado fazem com que o SNC passe a
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utilizar corpos cetdnicos para a obtencdo de energia, para que o organismo seja
poupado de um catabolismo protéico resultante da necessidade de manutencao da

glicemia via gliconeogénese (MARKS et al, 2005).

2.4 Metabolismo Intermediario e Cadeia Respiratoéria

Em 1937, Hans Krebs propdés uma série de reacbes do metabolismo
intermediario de carboidratos. Atualmente, o ciclo proposto por Krebs leva o seu
nome (Figura 3). Ha aproximadamente meio século, Kennedy e Lehninger
descobriram que as mitocOndrias contém as enzimas do ciclo de Krebs e as
enzimas de oxidagdo dos acidos graxos, além dos complexos respiratérios.
Mitocdndrias s&o organelas intracelulares, que tem com principal fungéo a producéao
de ATP pelo metabolismo aerdbico. Além disso, desempenham papel importante e
critico no processo de apoptose celular e servem de tampao de calcio. Tecidos com
intensa atividade metabdlica aerdbica, como o cérebro e os musculos esquelético e
cardiaco, apresentam altas concentragdes dessa organela (ORTH e SCHAPIRA,

2001).
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Figura 3 — Ciclo de Krebs
Fonte: NELSON e COX (2000).

Alguns anos depois,

Palade e Sjostrand, através da microscopia

eletrénica, mostraram que a mitocondria apresenta duas membranas, uma externa

e uma interna, muito dobrada. Em 1961, Peter Mitchell propds a teoria

quimiosmotica, sugerindo que o transporte de elétrons e a sintese de ATP estao

acoplados a um gradiente de prétons na membrana mitocondrial interna. Mitchell

sugeriu que bombas de protons criariam esse gradiente (de prétons), que seria a

forca motriz para a sintese de ATP (BERG et al, 2004).
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Os seres vivos precisam de energia para realizar varias fungdes, como,
por exemplo, o transporte ativo de ions e moléculas, sintese de macromoléculas e
outras biomoléculas a partir de precursores simples e para a contracdo muscular. A
energia necessaria para realizar essas fungdes € proveniente da oxidagcdo de
substancias na respiracao celular. O ATP é o principal combustivel da célula na
maioria dos processos que precisam de energia. A energia é liberada pela hidrélise
de ATP e serve para impulsionar uma série de reagbes (NELSON e COX, 2000).

A glicose € a principal fonte de energia utilizada pela maioria das células e
ocupa uma posigao central no metabolismo. A glicose é transportada para dentro
das células por proteinas transportadoras especificas. Ao entrar na célula, a glicose
pode ser metabolizada por diferentes rotas metabdlicas. A principal via de
degradagdo da glicose € a glicdlise, uma rota que envolve uma sequéncia de
reacdes que ocorre no citosol e forma como produto final o piruvato. Uma molécula
de glicose gera duas moléculas de piruvato e de ATP. Além disso, a glicose pode
participar do ciclo das pentoses, que tem como objetivo formar NADPH, um doador
de elétrons de fundamental importancia em biossinteses redutoras, e ribose-5-
fosfato, precursor na biossintese de nucleotideos. Quando a célula estd com
elevados niveis de ATP, a glicose pode ser armazenada na forma de glicogénio,
que pode ser liberado e utilizado rapidamente se a célula necessitar de energia, ou
formar triacilglicerol (BERG et al, 2004; CLARK et al, 1993; MARKS et al, 2005;
NELSON e COX, 2000). Em organismos superiores, o piruvato, formado na glicolise
a partir de glicose, pode seguir duas rotas metabdlicas distintas. Quando ha baixa
quantidade de oxigénio, como no trabalho muscular forcado ou na hipdxia, o
piruvato pode ser convertido em lactato pela enzima lactato desidrogenase,

formando ATP e consumindo NADH. No entanto, s6 uma pequena quantidade de
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energia da glicose é liberada pela conversdo de piruvato a lactato (BERG et al,
2004; MARKS et al, 2005; NELSON e COX, 2000). Em condi¢cbes aerdbicas, o
piruvato é transportado para dentro da mitocOndria e sofre agdo do complexo
enzimatico da piruvato desidrogenase, que forma acetil coenzima A (acetil-CoA). A
acetil-CoA inicia o ciclo de Krebs. E importante salientar que a acetil-CoA pode ser
formada também pela oxidagao de acidos graxos e aminoacidos (BERG et al, 2004;
CLARK et al, 1993; MARKS et al, 2005; NELSON e COX, 2000).

O ciclo de Krebs ocorre na matriz mitocondrial e consiste de uma
sequéncia de reagdes onde, em cada volta do ciclo, sdo formadas trés moléculas de
NADH, uma de FADH,, duas de CO; e uma de GTP. O NADH e FADH, produzidos
no ciclo de Krebs sao carreadores de elétrons e sao utilizados na cadeia respiratéria
para a producao de ATP na fosforilagdo oxidativa (MARKS et al, 2005; STRYER,
2005; NELSON e COX, 2000). Altos niveis de ATP inibem o ciclo de Krebs por
mecanismos complementares em varios locais do ciclo. Um dos pontos de controle
€ a conversao de piruvato a acetil-CoA pela enzima piruvato desidrogenase, inibida
por ATP, acetil-CoA e NADH (WILLIAMSON e COOPER, 1980).

A fosforilagao oxidativa € o preocesso principal para producédo de energia
celular, todos os passos oxidativos na degradacdo de carboidratos, gorduras e
aminoacidos convergem a este estagio final da respiragéo celular em que a energia
provida da oxidacdo pelo fluxo de elétrons através das enzimas da cadeia
respiratoria mitocondrial promove a sintese de ATP (NELSON e COX, 2004).

A cadeia respiratéria e o ciclo de Krebs, ocorrem nas mitocbndrias. A
cadeia respiratoria € formada por uma série de complexos protéicos, onde ocorre a

transferéncia de elétrons doados por NADH e FADH,. A transferéncia de elétrons
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pela cadeia respiratoria leva ao bombeamento de prétons da matriz para o lado

citosélico da membrana mitocondrial interna (Figura 4).
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Figura 4 — Cadeia Respiratoria Mitocondrial
Fonte: NELSON e COX (2000).
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O gradiente de protons é usado para impulsionar a sintese de ATP

(ERECINSKA e DAGANI, 1990; HEALES et al, 1999; WALLACE, 1999; NELSON e

COX, 2000). A cadeia respiratéria € composta de quatro complexos (I, Il

da ATP sintase.

O complexo |, também chamado de NADH: ubiquinona oxirredutase,

realiza a transferéncia de elétrons do NADH para a ubiquinona, formando ubiquinol.

Essa reagdo faz com que dois prétons sejam bombeados para o espago

intermembrana. O complexo IlI, também denominado de succinato:Q(ubiquinona)

oxirredutase, é formado pela succinato desidrogenase (SDH), enzima do ciclo do

acido citrico que gera FADH, na oxidagdo de succinato a fumarato e trés

subunidades hidrofébicas. Esta enzima tem FAD como grupo prostético. Os elétrons
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e os protons do succinato sédo transferidos para o FAD, que se reduz a FADH,. O
FADH,, n&do sai do complexo. Também fazem parte do complexo Il alguns centros
de Fe-S e o citocromo bsgg. Por esses componentes passam os elétrons derivados
do FADH, antes de finalmente serem doados para a coenzima Q sao transferidos
para centros Fe-S e dai para coenzima Q, para entrarem na cadeia transportadora
de elétrons. Duas outras enzimas a glicerol fosfato desidrogenase e a acil CoA
desidrogenase, transferem do mesmo modo seus elétrons de alto potencial do
FADH,, para coenzima Q, formando ubiquinol (QH,), o estado reduzido da
ubiquinona. O complexo succinato:Q oxiredutase e outras enzimas que transferem
elétrons do FADH, para ubiquinona, ao contrario da NADH:Q oxirredutase, nao
transportam proton. Em consequéncia, menos ATP é formada na oxidacdo do
FADH, do que do NADH (STRYER, 2002). Este complexo ndo atinge a parte
externa da membrana mitocondrial, tem contato apenas com a matriz mitocondrial.
Avaliando-se esse complexo enzimatico, pode-se ter uma idéia da segunda porta de
entrada de elétrons na cadeia transportadora mitocondrial desses e também uma
parcela do funcionamento do ciclo do acido citrico uma vez que a SDH é a unica
enzima do ciclo de Krebs presente na membrana mitocondrial e ndo na matriz,
fazendo um elo entre ciclo do acido citrico e cadeia de transporte de elétrons. O
complexo lll, ou citocromo c oxirredutase, transfere elétrons do ubiquinol para o
citocromo c, reacdo que serve para o bombeamento de mais quatro prétons. O
complexo 1V, mais conhecido como citocromo ¢ oxidase, contém dois citocromos do
tipo a (a e a3) e dois ions de cobre, cada qual associado a um dos dois citocromos.
Os ions de cobre, alternando entre os estados de oxidagdo Cu?* e Cu'*, fazem parte
do transporte dos eléteons. O complexo IV é responsavel pela doacdo de quatro

elétrons para a molécula de oxigénio (O2) que, liga-se a prétons do meio e converte-
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se em agua (MARKS, 2000). A retidada de prétons da matriz mitocondrial para o
espaco intermembrana contribui para o restabelecimento do gradiente de prétons.

Nessa etapa os ultimos dois prétons sdo bombeados (BERG et al, 2004;
VOET e VOET, 1995; WALLACE, 1999). O gradiente eletroquimico formado pelo
bombeamento de proétons durante a cadeia respiratéria mitocondrial € utilizado
como forga motriz para a ATPsintase, formar ATP (fosforilagdo oxidativa). O ATP é
transportado para fora da mitocéndria com o concomitante transporte de ADP para
dentro da mitocéndria, através de um sistema antiporte (BERG et al, 2004; HEALES
et al, 1999; WALLACE, 1999; NELSON e Cox, 2000; VOET e VOET, 1995). A
membrana mitocondrial interna € impermeavel a protons em toda a sua extensao,
exceto na ATP sintase; e € por este canal que os prétons atravessam a membrana
e retornam a matriz mitocondrial.

As necessidades celulares de ATP variam grandemente segundo o
estado fisioldégico do tecido ou érgéo, o cérebro € um tecido de alta demanda
mesmo em repouso. Evidéncias clinicas indicam que o cérebro é extremamente
sensivel as variagdes no metabolismo energético. O cérebro humano constitui
somente 2% do peso corporal, entretanto pelos seus altos processos de energia
consome aproximadamente 25% do total da glicose corporal. Com raras excegoes,
a glicose € quase que o substrato obrigatério do metabolismo cerebral. Em alguns
tecidos, a glicose pode seguir varios caminhos metabdlicos, no cérebro, é quase
que totalmente oxidada a CO, e H,O através de uma sequéncia de passos pela
glicélise, ciclo do acido citrico associado a fosforilagdo oxidativa a qual tem um
rendimento de 38 ATP por molécula de glicose. De fato, o consumo de oxigénio

pelo cérebro é de 20% do consumo de todo o organismo.
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Para promover o ajuste da produgao de ATP ao seu gasto, o transporte
de elétrons e a sintese de ATP sao processos intimamente acoplados, isto é, s6
existe oxidacido de coenzimas se houver sintese de ATP e vice-versa. Os substratos
desse processo sao as coenzimas reduzidas, oxigénio, ADP e fosfato inorganico
(Pi). Desses, o ADP é o unico que atinge concentragdes limitantes nas células,
sendo por isso o regulador de ambos os processos. Esta regulagao da velocidade
de oxidacao de coenzimas exercida pelo ADP denomina-se de controle respiratorio.
Que resulta num perfeito ajuste entre a velocidade de produgdo de coenzimas
reduzidas e a velocidade de sua oxidacdo pela cadeia de transporte de elétrons,
com produgao de ATP e portanto a producéo de energia pela célula.

Deficiéncias no funcionamento normal da cadeia respiratdria mitocondrial
levam a diminui¢ao da sintese de ATP (HEALES et al, 1999). Sabe-se também que
o dano causado a mitocéndria leva a uma rapida queda na producédo de energia e

consequente morte celular (ANKARCRONA et al, 1995).
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3 JUSTIFICATIVA E PROBLEMA

O TDAH é a sindrome neuro-comportamental mais frequente da infancia
(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2000). Estima-se que esse transtorno ocorra
em 3 a 6% da populacdo (SWANSON et al, 1998). No entanto, estudos
epidemioldgicos indicam que essa prevaléncia pode ser de duas a trés vezes maior
(PAULE et al, 2000). Embora o TDAH seja caracterizado por sintomas de
desatencao, hiperatividade e impulsividade, € uma patologia bastante heterogénea,
pelo menos do ponto de vista fenotipico, e exige critérios bem distintos para o seu
diagnostico. O metilfenidato (farmaco estimulante do SNC) é amplamente utilizado
no tratamento desse transtorno, e o uso desse farmaco aumentou drasticamente nos
ultimos anos (GREENHILL et al, 2002). O aumento na utilizagdo do metilfenidato
levou ao questionamento sobre as consequéncias, a longo prazo, do uso crénico
desse farmaco em criancas com TDAH (KUCZENSKI e SEGAL, 2001). As
anfetaminas, bem como outros farmacos psicoestimulantes, tém sido associadas a
déficits dos sistemas cerebrais dopaminérgiccos e noradrenérgicos com exposi¢ao a
longo prazo (SPINA e COHEN, 1989; LA VOIE e HASTINGS, 1999; PAGE et al,
2001). Outra preocupacdo em relacdo ao uso deste farmaco € uma possivel
supressdo no crescimento (KAPLAN et al, 2002). Por essa razao, € importante
conhecer e determinar os efeitos do tratamento crénico com metilfenidato durante o
periodo critico do desenvolvimento da crianga. Existem poucos trabalhos que
avaliam a possibilidade de efeitos toxicos do metilfenidato sobre o SNC, sua relagéo
com idade de uso e tempo de exposicao (HUSSON et al, 2004). Além disso, os
sintomas do TDAH continuam na idade adulta em aproximadamente 60% dos casos,
e a terapia com estimulantes do SNC, como o metilfenidato, ainda é o tratamento

mais eficiente.
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4 HIPOTESES E PERGUNTAS CIENTIFICAS

1. A administragdo aguda e crénica de metilfenidato modifica a atividade
enzimatica dos complexos Il e IV da cadeia respiratoria mitocondrial e
da succinato desidrogenase em cérebro de ratos jovens?

2. Animais jovens respondem de forma diferente aos tratamentos agudo e
cronico com metilfenidato?

3. Existem alteragcdes na atividade dos complexos Il e IV da cadeia
respiratoria mitocondrial e da succinato desidrogenase em diferentes

estruturas cerebrais e diferentes doses de metilfenidato?
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Considerando (a) o uso continuado e frequente do metilfenidato no
tratamento do TDAH, (b) que o metilfenidato altera a atividade metabdlica cerebral
(PORRINO e LUCIGNANI, 1987) (c) que alteragbes no metabolismo energético
cerebral podem provocar danos neuroldgicos graves (HERTZ e PENG, 1992) e (d)
que os efeitos do uso crénico e agudo do metilfenidato sdo pouco conhecidos, este
trabalho tem como objetivo geral avaliar os efeitos do metlfenidato sobre os
complexos enzimaticos Il e IV da cadeia respiratéria mitocondrial e succinato

desidrogenase em cérebros de ratos jovens.

5.2 Objetivos Especificos

Esse projeto tem como objetivos especificos:

1. Avaliar o efeito da administragao crbnica de metilfenidato sobre os
complexos |l e complexo IV da cadeia respiratdria mitocondrial e da
enzima sucinato desidrogenase, nas doses de 1 mg/kg, 2 mg/kg, 5
mg/kg,10 mg/kg e 20 mg/kg no estriado, hipocampo, cortex pré-frontal,
cortex cerebral e cerebelo de ratos jovens.

2. Avaliar o efeito da administragdo aguda de metilfenidato sobre os
complexos |l e complexo IV da cadeia respiratéria mitocondrial e da
enzima sucinato desidrogenase, nas doses de 1 mg/kg, 2 mg/kg, 5
mg/kg,10 mg/kg e 20 mg/kg no estriado, hipocampo, cortex pré-frontal,

cortex cerebral e cerebelo de ratos jovens.
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ABSTRACT

Methylphenidate is frequently prescribed for the treatment of attention
deficit/hyperactivity disorder. Psychostimulants can cause long-lasting neurochemical
and behavioral adaptations. The exacts mechanisms underlying its therapeutic and
adverse effects are still not well understood. In this context, it was previously
demonstrated that methylphenidate altered brain metabolic activity, evaluated by
glucose consumption. Most cell energy is obtained through oxidative
phosphorylation, in the mitochondrial respiratory chain. Tissues with high energy
demands, such as the brain, contain a large number of mitochondria. In this work, our
aim was to measure the activities of mitochondrial respiratory chain complexes Il and
IV and succinate dehydrogenase in cerebellum, prefrontal cortex, hippocampus,
striatum, and cerebral cortex of young rats (starting on 25" post-natal day and
finishing on 53™ post-natal day) chronically treated with methylphenidate. Our results
showed that mitochondrial respiratory chain enzymes activities were increased by
chronic administration of this drug. Succinate dehydrogenase was activated in
cerebellum, prefrontal cortex and striatum, but did not change in hippocampus and
brain cortex. Complex Il activity was increased in cerebellum and prefrontal cortex
and was not affected in hippocampus, striatum and brain cortex. Finally, complex IV
activity was increased in cerebellum, hippocampus, striatum and brain cortex, and
was not affected in prefrontal cortex. These findings suggest that chronic exposure to
methylphenidate in young rats increases mitochondrial enzymes involved in brain
metabolism. Further research is being carried out in order to better understand the
effects of this drug on developing nervous system and the potential consequences in

adulthood resulting from early-life drug exposure.

Key words: methylphenidate, succinate dehydrogenase, complex Il, complex IV,

mitochondrial respiratory chain, brain.



1. Introduction

The use of amphetamine-like stimulants, particularly methylphenidate, are
considered as the best available pharmacotherapy in the treatment of children with
attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) (Safer and Allen, 1989; Garland, 1998;
Wigal et al., 1999; Biederman et al., 2000; Challman and Lipsky, 2000). ADHD is a
worldwide and highly prevalent disorder, estimated to affect 5-10% of children
(Faraone et al., 2003) and 4% of adults, characterized by inattention, impulsivity and
hyperactivity. The symptoms often persist into young adulthood, and long-term
consequences include lower educational and occupational achievement and
increased risk for developing other psychiatric disorders (Mannuzza et al., 1997,
1998).

Methylphenidate blocks the dopamine transporters, and this indirect
dopamine agonist effect may be critical for its therapeutic effects (Volkow et al., 1998;
Greenhill, 2001). However, the mechanisms underlying the stimulant therapeutic
efficacy or possible enduring neuroadaptational consequences of methylphenidate
long-term drug exposure are poorly understood.

The effects of chronic and repeated exposure to low doses of stimulants in
animals (Robinson and Becker, 1986; Segal and Kuczenski, 1994; Van der Schuren
and Kalivas, 2000) and humans (Sax and Strakowski, 1998; Strakowski and Sax,
1998; Strakowski et al., 2001) have raised the possibility of subsequent drug abuse
as one consequence of long-term adolescent stimulant treatment (Schenk and
Davidson, 1998; Laviola et al., 1999; Brandon et al., 2001).

Preclinical studies also raise the possibility that repeated exposure to

stimulant drugs causes enduring neuroadaptations that contribute to other



neuropsychiatric disorders (Robinson and Berridge, 2000). Repeated exposure to
stimulant drugs has also been linked to the development of psychomimetic-like
effects in rats (Robinson and Becker, 1986). Once established, these behavioral
adaptations can endure for remarkably long periods without drug treatment,
suggesting that they may be caused by stable and long-lasting molecular adaptations
(Carlezon and Nestler, 2002; Nestler, 2001; Van der Schuren and Kalivas, 2000).

Like many other drugs with stimulant properties (including cocaine,
amphetamine, morphine, and nicotine), methylphenidate increases extracellular
concentrations of dopamine within key portions of rat brain reward circuits, including
the nucleus accumbens and related regions (Kuczenski and Segal, 1997, 2001,
2002; Volkow et al., 2001).

Most cell energy is obtained through oxidative phosphorylation, a process
requiring the action of various respiratory enzyme complexes located in a special
structure of the inner mitochondrial membrane, the mitochondrial respiratory chain.
Tissues with high energy demands, such as the brain, contain a large number of
mitochondria, being therefore more susceptible to reduction of the aerobic energy
metabolism. It is well described that impairment of energy production caused by
mitochondrial dysfunction has been implicated in the pathogenesis of a number of
diseases, including neurological conditions such as dementia, cerebral ischemia,
Alzheimer’'s disease and Parkinson’s disease (Brennan et al., 1985; Beal, 1992;
Heales et al. 1999; Blass, 2001; Schurr, 2002). Porrino and Lucignani (1987)
measured rates of local cerebral glucose utilization following acute administration of
methytlphenidate in doses ranging from 1.25 to 15.0 mg/kg. This study showed that
significant dose-dependent alterations in metabolic activity were found in the

components of extra-pyramidal system, nucleus accumbens and olfactory tubercle.



Therefore, considering that mechanisms underlying methylphenidate
therapeutic and side effects are still poorly known, in the present work we evaluated
the activities of mitochondrial respiratory chain complexes Il and IV and succinate

dehydrogenase from young rat brain after chronic administration of methylphenidate.

2. Experimental procedure

2.1. Animals: Adult and male Wistar rats (250-300 g) were obtained from Central
Animal House of Universidade do Extremo Sul Catarinense. They were caged in
group of 5 with free access to food and water and were maintained on a 12-h light-
dark cycle (lights on 7:00 am), at a temperature of 23°C + 1°C. The experiments were

performed between 2 p.m. and 5 p.m.

2.2. Methylphenidate administration: Methylphenidate HCI (1, 2, 5, 10 or 20 mg/kg,
intraperitoneal) or saline injections were given to young rats starting on 25" post-
natal day, once daily for 28 days (last injections on 53" post-natal day) (Chase et al.,
2003). Two hours after the last injection, the subjects were sacrificed by decapitation
and the cerebellum, prefrontal cortex (prefrontal), hippocampus, striatum and
cerebral cortex (cortex) were immediately dissected out and stored for posterior
biochemical analyses (n=6 animals per group). This study was performed in
accordance with National Institutes of Health guidelines and with the approval of

Ethics Committee from Universidade do Extremo Sul Catarinense.



2.3. Tissue and homogenate preparation: Cerebellum, prefrontal cortex,
hippocampus, striatum and cerebral cortex were homogenized (1:10, w/v) in SETH
buffer, pH 7.4 (250 mM sucrose, 2 mM EDTA, 10 mM Trizma base, 50 IU/ml
heparin). The homogenates were centrifuged at 800 x g for 10 min and the
supernatants kept at -70°C until used for enzyme activity determination. The
maximal period between homogenate preparation and enzyme analysis was always
less than 5 days. Protein content was determined by the method described by Lowry

and colleagues (1951) using bovine serum albumin as standard.

2.4. Respiratory chain enzyme activities: The activities of the respiratory chain
enzyme complexes succinate: DCIP oxireductase (complex IlI) and succinate:
phenazine oxireductase (soluble succinate dehydrogenase (SDH)) were determined
according to the methods of Fischer and colleagues (1985). Complex Il (succinate:
DCIP oxireductase) activity was measured by following the decrease in absorbance
due to the reduction of 2,6-DCIP) at 600 nm with 700 nm as reference wavelength (&
= 19.1 mM™ x cm™). The reaction mixture consisting of 40 mM potassium
phosphate, pH 7.4, 16 mM succinate and 8 [’M DCIP was preincubated with 40-80
g homogenate protein at 30°C for 20 min. Subsequently, 4 mM sodium azide and 7
"IM rotenone were added and the reaction was initiated by addition of 40 (1M DCIP
and was monitored for 5 min. The activity of succinate: phenazine oxireductase
(soluble SDH) was measured following the decrease in absorbance due to the
reduction of 2,6-DCIP at 600 nm with 700 nm as reference wavelength (¢ = 19.1
mM™ x cm™) in the presence of phenazine methasulphate (PMS). The reaction
mixture consisting of 40 mM potassium phosphate, pH 7.4, 16 mM succinate and 8

IM DCIP was preincubated with 40-80 [1g homogenate protein at 30°C for 20 min.



Subsequently, 4 mM sodium azide, 7 [IM rotenone and 40 [IM DCIP were added and
the reaction was initiated by addition of 1 mM PMS and was monitored for 5 min. The
activity of cytochrome c oxidase (complex IV) was measured by the method of Rustin
and colleagues (1994). Complex IV activity was measured by following the decrease
in absorbance due to the oxidation of previously reduced cytochrome ¢ at 550 nm
with 580 nm as reference wavelength (¢ = 19.1 mM™" x cm™"). The reaction buffer
contained 10 mM potassium phosphate, pH 7.0, 0.6 mM n-dodecyl-d-maltoside, 2—4
lg homogenate protein and the reaction was initiated with addition of 0.7 g

reduced cytochrome c. The activity of complex IV was measured at 25°C for 10 min.

2.5. Statistical analysis: Data were analyzed by one-way analysis of variance
followed by the Tukey test when F was significant. All analyses were performed using

the Statistical Package for the Social Science (SPSS) software.

3. Results

In the present work, we evaluated the activities of mitochondrial respiratory
chain complexes Il and IV and succinate dehydrogenase from rat brain after chronic
administration of methylphenidate. As seen on Figure 1, succinate dehydrogenase
was significantly activated in cerebellum (F(5,30)=34.13; p<0.01), prefrontal
(F(5,30)=9.00; p<0.01) and striatum (F(5,30)=17.68; p<0.01), but did not change in
hippocampus (F(5,30)=1.59; p=0.19) and cortex (F(5,30)=6.80; p=0.06) by chronic
administration of methylphenidate. Besides, complex Il activity was increased in

cerebellum (F(5,30)=36.38; p<0.01) and prefrontal (F(5,30)=17.46; p<0.01) and was



not affected by administration chronic exposure in hippocampus (F(5,30)=1.97;
p=0.11), striatum (F(5,30)=3.15; p=0.07) and (F(5,30)=3.46; p<0.08) cortex (Figure
2). Finally, complex IV activity was increased in cerebellum (F(5,30)=12.13; p<0.01),
hippocampus (F(5,30)=20.02; p<0.01), striatum (F(5,30)=14.64; p<0.01) and cortex
(F(5,30)=6.23; p<0.01). Besides, complex IV was not affected in prefrontal

(F(5,30)=1.87; p=0.13) (Figure 3).

4. Discussion

The precise mechanisms underlying methylphenidate therapeutic and side
effects are still not well known. It is well described that methylphenidate blocks
dopamine transporters and this indirect dopamine agonist effect may possibly be
important for its therapeutic effects. Besides, evidence from literature suggest that
methylphenidate and other stimulant drugs have profound and long-lasting
neurobiological effects (Volkow et al., 1998; Greenhill, 2001). It is also well known
that alterations on brain metabolism are related to various disorders. Energy
impairment has been linked to neuronal death and neurodegeneration (Brennan et
al., 1985; Beal, 1992; Heales et al. 1999; Blass, 2001; Schurr, 2002). In this context,
Porrino and Lucignani (1987) showed that reductions of local cerebral glucose
utilization following chronic methylphenidate administration occurs. Volkow and
colleagues (2005) showed that the distribution of methylphenidate in brain is
heterogeneous, and the maximum concentration occurrs in the striatum, cortex, and
cerebellum. Prefrontal cortex is also one target of methylphenidate therapy

(Marsteller et al., 2002; Schweitzer et al., 2004).



There are a few works evaluating the possible neurotoxic effect of
methylphenidate in the central nervous system and its relationship with the age and
time of exposure to the drug (Husson et al., 2004). Several researches have been
focused on methylphenidate effects in the central nervous system during childhood
and adolescence exposure despite to alterations in the dopaminergic circuits function
(Brandon and Steiner, 2003; Federici et al., 2005; Mague et al., 2005), gene
expression (Penner et al., 2002; Chase et al., 2003; Brandon and Steiner, 2003) and
others molecular changes related to neuronal metabolism (Fukui et al., 2003).

In this work, we demonstrated, for the first time, that mitochondrial
respiratory chain enzymes are activated in brain of young rats after chronic exposure
to methylphenidate. Particularly, we showed that complexes Il and IV and succinate
dehydrogenase activities were increased in cerebellum of young rats submitted to
chronic administration of methylphenidate. The cerebellum is tipically involved in
motor control. Besides, clinical and research findings have also shown cerebellar
involvement in a number of cognitive and affective processes. In this context, reviews
of neuroimaging data indicate that the cerebellum is active in a number of cognitive
tasks independent of motor control (Desmond and Fiez, 1998). Middleton and Strick
(2001) have also demonstrated cerebellar—cortical connections that provide an
anatomic substrate for a cerebellar—prefrontal circuit in the pathophysiology of ADHD.

Prefrontal lesions are associated with social disinhibition, impulse
dyscontrol, organizational, planning, working memory, attentional dysfunctions,
dysfluency and slowing of spontaneous behaviors (Lou, 1996). In this context, we
also demonstrated that complex Il and succinate dehydrogenase activities were

increased, but not complex IV in prefrontal cortex.



Succinate dehydrogenase and complex IV were activated in striatum and
complex Il was not affected. Striatum damage is plausibly associated with the
etiology of ADHD (Lou, 1996). Experimental striatal lesions in animals produce
hyperactivity and poor performance on working memory and response inhibition
tasks (Alexander et al., 1986). The striatum also is one of the richest sources of
dopaminergic synapses (Dougherty et al., 1999) and dopamine is important in the
regulation of striatal functions. Drugs commonly used to treat ADHD have effects on
striatum (Volkow et al., 2002). Succinate dehydrogenase and complex Il were not
affected in hippocampus, while complex IV activity was increased. Finally, complex
IV was also activated in cerebral cortex of rats, but complex Il and succinate
dehydrogenase were not altered.

The amphetamine family of psychostimulants has been associated to long-
term deficits in dopaminergic and serotonergic systems in the brain. This probably
results from dopamine- and glutamate-generated reactive oxygen species (Spina and
Cohen, 1989; LaVoie and Hastings, 1999; Page et al., 2001) that inhibit
mitochondrial function to further increase reactive oxygen species (Schinder et al.,
1996; Prehn, 1998; Berman and Hastings, 1999) and decrease ATP production
(Chan et al., 1994; Virmani et al., 2002). In contrast, in this work we demonstrated
that chronic administration of methylphenidate increased mitochondrial respiratory
chain enzymes in brain of young rats. We speculate that methylphenidate may
enhance ATP production by activating mitochondrial respiratory chain, possibly for
neurotransmitters reuptake and ionic gradient re-establishment. Consequently, more
oxygen is consumed and reactive oxygen species are produced. Martins and
colleagues (2006) showed that chronic methylphenidate treatment induced oxidative

stress in young rat brain.



Further studies are being carried out in our laboratory in order to elucidate
the activation of respiratory chain enzymes activities caused by chronic
administration of methylphenidate. The activities of other important metabolic
enzymes, such the Krebs cycle ones must also be evaluated. The precise long-
lasting effects of methylphenidate use remain unknown. Our findings demonstrated,
for the first time, that after chronic administration of this drug, mitochondrial
respiratory chain enzymes activities were increased in some brain regions of young

rats.
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Figure 1 — Succinate dehydrogenase activity in the cerebellum, prefrontal
cortex, hippocampus, striatum and cerebral cortex of young rats submitted to
chronic methylphenidate treatment. Rats were submitted to chronic treatment with
methylphenidate (1, 2, 5, 10 or 20 mg/kg) or saline. Two hours after last
administration, rats were sacrificed and the brain regions were collected for
determination of succinate dehydrogenase activity as described under Experimental
procedures. Data are expressed as units per mg protein, for six independent
experiments performed in duplicate. Different from control (saline) *p<0.01 (Tukey

test).

Figure 2 - Complex Il activity in the cerebellum, prefrontal cortex,
hippocampus, striatum and cerebral cortex of young rats submitted to chronic
methylphenidate treatment. Rats were submitted to chronic treatment with
methylphenidate (1, 2, 5, 10 or 20 mg/kg) or saline. Two hours after last
administration, rats were sacrificed and the brain regions were collected for
determination of complex Il activity as described under Experimental procedures.
Data are expressed as units per mg protein, for six independent experiments

performed in duplicate. Different from control (saline) *p<0.01 (Tukey test).

Figure 3 — Complex IV activity in the cerebellum, prefrontal cortex,
hippocampus, striatum and cerebral cortex of young rats submitted to chronic
methylphenidate treatment. Rats were submitted to chronic treatment with
methylphenidate (1, 2, 5, 10 or 20 mg/kg) or saline. Two hours after last
administration, rats were sacrificed and the brain regions were collected for

determination of complex IV activity as described under Experimental procedures.



Data are expressed as units per mg protein, for six independent experiments

performed in duplicate. Different from control (saline) *p<0.01 (Tukey test).
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SUMMARY

Methylphenidate is commonly used for the treatment of attention deficit/hyperactivity
disorder. It is believed that this drug can cause long-lasting neurochemical and
behavioral adaptations. The exacts mechanisms underlying methylphenidate
therapeutic and adverse effects are still not well understood, especially when used in
childhood and adolescence. We have recently demonstrated that methylphenidate
chronic administration activates mitochondrial respiratory chain enzymes in brain of
young rats. The objective of this study was to evaluate the activities of mitochondrial
respiratory chain complexes Il and IV and succinate dehydrogenase in cerebellum,
prefrontal cortex, hippocampus, striatum and cerebral cortex of young rats (25 days
old) after one single administration of methylphenidate. We showed that acute
treatment did not affect the enzymes in cerebellum, prefrontal and cerebral cortex of
rats. Complex Il and succinate dehydrogenase were not affected in hippocampus
and striatum. Besides, complex IV was increased by acute administration of
methylphenidate in these brain areas. These findings show that methylphenidate
acute exposure increases mitochondrial respiratory chain complex IV, only in

hippocampus and striatum of young rats.

KEY WORDS: methylphenidate; mitochondrial respiratory chain; brain.



INTRODUCTION

Oxidative phosphorylation is a process requiring the action of the
mitochondrial respiratory chain. The brain contain a large number of mitochondria,
being more susceptible to flutuations on aerobic metabolism. In this context, it is
known that mitochondrial dysfunction is implicated in the pathogenesis of a number
of diseases (Brennan et al., 1985; Beal, 1992, 2005; Heales et al. 1999; Blass, 2001,
2002; Schurr, 2002; Land et al., 2004; Lin and Beal, 2006).

Methylphenidate is currently used in the treatment of children with attention
deficit hyperactivity disorder (ADHD) (Safer and Allen, 1989; Garland, 1998; Wigal et
al., 1999; Biederman et al., 2000; Challman and Lipsky, 2000; Volkow et al., 2002).
This disorder is highly prevalent, affecting around 5-10% of children and 4% of
adults (Faraone et al., 2003). ADHD is characterized by inattention, impulsivity and
hyperactivity. The long-term consequences include Ilower educational and
occupational achievement and increased risk for developing other psychiatric
disorders (Mannuzza et al., 1997, 1998). The mechanisms underlying the therapeutic
effects of methylphenidate are not fully known. However, it is well described that this
drug blocks the dopamine transporters, and that this effect is probably critical for its
therapeutic effects (Volkow et al., 1998, 2002, 2005).

There are few works regarding the effects of methylphenidate on brain
metabolism. In 1997, Porrino and Lucignani showed significant dose-dependent
alterations in metabolic activity in the components of extra-pyramidal system, nucleus
accumbens and olfactory tubercle, evaluated by rates of local cerebral glucose
utilization following acute administration of methytlphenidate in doses ranging from

1.25 to 15.0 mg/kg. In a recent work from our laboratory, we demonstrated that



chronic administration of methylphenidate increased mitochondrial enzymes involved
in brain metabolism in young rats (Fagundes et al., 2007). In this study we aimed to
measure the activities of mitochondrial respiratory chain complexes Il and IV and
succinate dehydrogenase from young rat brain after acute administration of

methylphenidate.

METHODS

2.1. Animals: Young male Wistar rats (25 days old) were obtained from Central
Animal House of UNESC. They were caged in groups of 5 with free access to food
and water and were maintained on a 12-h light-dark cycle (lights on 7:00 am), at a

temperature of 22°C + 1°C.

2.2. Methylphenidate administration: Methylphenidate HCI (1, 2, 5, 10 or 20 mg/kg,
intraperitoneal) or saline injections were given to young rats (Chase et al., 2003).
Two hours after the injection, the animals were sacrificed by decapitation and the
cerebellum, prefrontal cortex (prefrontal), hippocampus, striatum and cerebral cortex
(cortex) were immediately dissected out and stored for posterior biochemical
analyses (n=6 animals per group). This study was performed in accordance with
National Institutes of Health guidelines and with the approval of Ethics Committee

from UNESC.

2.3. Tissue and homogenate preparation: Cerebellum, prefrontal -cortex,
hippocampus, striatum and cerebral cortex were homogenized (1:10, w/v) in SETH

buffer, pH 7.4 (250 mM sucrose, 2 mM EDTA, 10 mM Trizma base, 50 IU/mL



heparin). The homogenates were centrifuged at 800 x g for 10 min and the
supernatants kept at =70°C until used for enzyme activity determination. Protein
content was determined by the method described by Lowry and colleagues (1951)

using bovine serum albumin as standard.

2.4. Respiratory chain enzyme activities: The activities of the respiratory chain
enzyme complexes succinate: DCIP oxireductase (complex IlI) and succinate:
phenazine oxireductase (soluble succinate dehydrogenase (SDH)) were determined
according to the methods of Fischer and colleagues (1985). Complex Il (succinate:
DCIP oxireductase) activity was measured by following the decrease in absorbance
due to the reduction of 2,6-DCIP) at 600 nm with 700 nm as reference wavelength (&

= 19.1 mM' x cm ). The reaction mixture consisting of 40 mM potassium

phosphate, pH 7.4, 16 mM succinate and 8 uM DCIP was preincubated with 40-80
ug homogenate protein at 30°C for 20 min. Subsequently, 4 mM sodium azide and 7
uM rotenone were added and the reaction was initiated by addition of 40 uM DCIP
and was monitored for 5 min. The activity of succinate: phenazine oxireductase
(soluble SDH) was measured following the decrease in absorbance due to the
reduction of 2,6-DCIP at 600 nm with 700 nm as reference wavelength (¢ = 19.1
mM™' x ecm™") in the presence of phenazine methasulphate (PMS). The reaction
mixture consisting of 40 mM potassium phosphate, pH 7.4, 16 mM succinate and 8
uM DCIP was preincubated with 40-80 pg homogenate protein at 30°C for 20 min.
Subsequently, 4 mM sodium azide, 7 uM rotenone and 40 uM DCIP were added and
the reaction was initiated by addition of 1 mM PMS and was monitored for 5 min. The
activity of cytochrome ¢ oxidase (complex IV) was measured by the method of Rustin

and colleagues (1994). Complex IV activity was measured by following the decrease
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in absorbance due to the oxidation of previously reduced cytochrome ¢ at 550 nm

with 580 nm as reference wavelength (¢ = 19.1 mM ™" x cm™ ). The reaction buffer

contained 10 mM potassium phosphate, pH 7.0, 0.6 mM n-dodecyl-d-maltoside, 2—4
ug homogenate protein and the reaction was initiated with addition of 0.7 ug reduced

cytochrome c. The activity of complex IV was measured at 25°C for 10 min.

2.5. Statistical analysis: Data were analyzed by one-way analysis of variance

followed by the Tukey test when F was significant.

RESULTS

In this study, we measured the activities of mitochondrial respiratory chain
complexes Il and IV and succinate dehydrogenase from young rat brain after acute
administration of methylphenidate. Figure 1 shows that succinate dehydrogenase
activity was not affected by methylphenidate acute treatment in brain of young rats.
Figure 2 shows similar results, where complex Il activity was also not altered by acute
administration of the drug. Finally, as seen on Figure 3, the acute administration of
methylphenidate increased complex IV activity in hippocampus and striatum, and did

not affect the enzyme in cerebelum, prefrontal and cerebral cortex.

DISCUSSION

Some studies report methylphenidate effects in the central nervous system

during childhood and adolescence. Alterations in dopaminergic circuits function

(Brandon and Steiner, 2003; Federici et al., 2005; Mague et al., 2005), gene
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expression (Penner et al., 2002; Chase et al., 2003; Brandon and Steiner, 2003) and
others molecular changes related to neuronal metabolism (Fukui et al., 2003) were
already reported.

In this work, our aim was to evaluate the effect of acute administration of
methylphenidate on the activities of mitochondrial respiratory chain enzymes in brain
of young rats. Energy impairment has been linked to neuronal death and
neurodegeneration (Brennan et al., 1985; Beal, 1992, 2005; Heales et al. 1999;
Blass, 2001, 2002; Schurr, 2002; Land et al., 2004; Lin and Beal, 2006). In this
context, a recent report from our research group showed that chronic administration
of this drug in young rats caused an activation of mitochondrial respiratory chain
enzymes in brain (Fagundes et al., 2007). In this work, we demonstrated that only
complex IV was activated in hippocampus and striatum of young rats after acute
methylphenidate administration. Besides, succinate dehydrogenase and complex I
were not affected.

Volkow and colleagues (2005) showed that the distribution of
methylphenidate in brain is heterogeneous, and the maximum concentration occurs
in the striatum, cortex, and cerebellum. However, in this work, only hippocampus and
striatum were affected. The reason why these activation occurs only in these brain
areas is not well known, since the drug is also present in other areas.

These findings are in accordance to our recent work, where activation of
these enzymes by methylphenidate chronic administration was reported. It is
believed that methylphenidate activates mitochondrial respiratory chain, possibly for
neurotransmitters reuptake and ionic gradient re-establishment. Our findings

demonstrated, for the first time, that acute administration of methylphenidate



activates mitochondrial respiratory chain complex IV activity in hippocampus and

striatum of young rats.
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Figure 1 — Succinate dehydrogenase activity in the cerebellum, prefrontal
cortex, hippocampus, striatum and cerebral cortex of young rats submitted to
acute methylphenidate treatment. Rats were submitted to acute treatment with
methylphenidate (1, 2, 5, 10 or 20 mg/kg) or saline. Two hours after the injection, rats
were sacrificed and the brain regions were collected for determination of succinate
dehydrogenase activity as described under Methods. Data are expressed as units

per mg protein, for six independent experiments performed in duplicate.
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Figure 2 - Complex Il activity in the cerebellum, prefrontal cortex,

hippocampus, striatum and cerebral cortex of young rats submitted to acute
methylphenidate treatment. Rats were submitted to acute treatment with
methylphenidate (1, 2, 5, 10 or 20 mg/kg) or saline. Two hours after the injection, rats
were sacrificed and the brain regions were collected for determination of succinate
dehydrogenase activity as described under Methods. Data are expressed as units

per mg protein, for six independent experiments performed in duplicate.
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Figure 3 — Complex IV activity in the cerebellum, prefrontal cortex,
hippocampus, striatum and cerebral cortex of young rats submitted to acute
methylphenidate treatment. Rats were submitted to acute treatment with
methylphenidate (1, 2, 5, 10 or 20 mg/kg) or saline. Two hours after the injection, rats
were sacrificed and the brain regions were collected for determination of succinate
dehydrogenase activity as described under Methods. Data are expressed as units
per mg protein, for six independent experiments performed in duplicate. Different

from control (saline) *p<0.05 (Tukey test).
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PARTE Il

8 DISCUSSAO

Do grupo das anfetaminas, o metifenidato, conhecido comercialmente
como Ritalina®, é o farmaco de 12 escolha no tratamento de criancas e
adolescentes que apresentam o TDAH. Esse transtorno surge na infancia, é
diagnosticado por volta dos 7 anos de idade, apresentando como principais
caracteristicas os sintomas de desatencgao, hiperatividade e impulsividade, em mais
de um ambiente freqientado pela criangca ou adolescente. Percebe-se que o sintoma
de desatengdo permanece ao longo da vida, porém os sintomas de hiperatividade e
impulsividade tendem a diminuir com o passar dos anos. O diagnostico é
essencialmente clinico, apesar de haver estudos com objetivo de detectar
marcadores biologicos para esta doenga. O FDA relatou neste ano que 2,5 milhdes
de criancas, nos Estados Unidos, utilizam estimulantes (anfetamina e metilfenidato)
para o tratamento do TDAH, sendo que destes, 10% s&o meninos com 10 anos de
idade. O diagndstico em pacientes adultos é recente e tem resultado em crescimento
da prescricdo destas medicacgoes.

Charles Bradley (1937) fez a primeira observagdo de que a benzedrina
(uma mistura de D e L -anfetamina) tinha o efeito de acalmar o comportamento
hiperativo de criangas. Desde entdo, varios estudos vém sendo conduzidos a
aprovar o uso de estimulantes para atenuar os sintomas do TDAH (SOLANTO,
1998). As propriedades farmacoldgicas do metilfenidato tém sido bem caracterizadas
em diversos estudos pré-clinicos, no entanto seus mecanismos de acdo nao esta

completamente entendido (SOLANTO, 1998). Pesquisas sugerem que o0
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metilfenidato aumenta o nivel extracelular de dopamina no cérebro (CASTELLANOS
et al, 1996; VOLKOW et al, 1994). Esta hipbétese esta bem sustentada, em parte por
estudos pré-clinicos que encontraram o metilfenidato bloqueando transportadores de
dopamina e de noradrenalina (DOUGHERTY et al, 1999, KRAUSE, 2000; SOLANO;
1998). Disfungdes dos sistemas dopaminérgicos e noradrenérgicos estdo implicados
na patogénese do TDAH (DOUGHERTY et al, 1999; SOLANTO, 1998). Os DAT sao
0s principais responsaveis pela remocg¢ao e recaptagcdao de dopamina da fenda
sinaptica. Pela regulagcdo da concentracdo de dopamina na sinapse, os DAT
regulam ambos a magnitude e a duragao do sinal dopaminérgico. O metilfenidato, ao
bloquear os DAT, leva a um aumento de dopamina na sinapse € espaco
extracelular, amplificando a resposta final do estimulo. Este efeito agonista
dopaminérgico do metilfenidato possivelmente estda relacionado com suas
propriedades terapéuticas (VOLKOW et al, 1998; GREENHILL, 2001). Por outro
lado, evidéncias na literatura sugerem que, o metilfenidato, bem como outras drogas
e farmacos estimulantes, tem provocado alteragbes da ordem neurobioldgicas,
quando usadas por longos periodos (BRENNAN et al, 1985; BEAL, 1992; HEALES
et al, 1999; BLASS, 2001; SCHURR, 2002) levando a alteragcbes no metabolismo
cerebral. O prejuizo ou diminuicdo de energia no cérebro pode levar a
neurodegeneragdes e até morte neuronal. Neste contexto, Porrino e Lucignani
(1987) mostraram que a administragdo cronica de metilfenidato leva a reducéo da
utiizacdo de glicose cerebral localizada. Volkow e colaboradores (1995)
demonstraram que a distribuicdo do metilfenidato é heterogénea e a maxima
concentragdo ocorre no estriado, cortex e cerebelo (MARSTELLER et al, 2002;

SCHWEITZER et al, 2004).
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Existem poucos trabalhos que avaliam a possibilidade de efeitos
neurotoxicos do metilfenidato, bem como a sua relagdo com idade de uso e tempo
de exposicdo (HUSSSON et al, 2004). Algumas pesquisas tém sido focadas nos
efeitos do metilfenidato sobre o SNC em criancas e adolescentes, sobre alteracbes
na funcao do sistema dopaminérgico (BRANDON e STEINER, 2003; FEDERICI et
al, MAGUE et al, 2005), expressao génica (PENNER et al, 2002; CHASE et al, 2003;
BRANDON and STEINER, 2003) e outras alteragdes moleculares no metabolismo
neuronal (FUKAI et al, 2003).

Neste trabalho, foram analizadas as atividades de algumas enzimas da
cadeia respiratoria mitocondrial em animais jovens expostos ao tratamento cronico e
agudo com metilfenidato. Particularmente, foram analizadas as atividades de
enzimas do complexo Il e IV da cadeia respiratoria e a succinato desidrogenase (que
também faz parte do ciclo de Krebs).

Observou-se aumento da atividade enzimatica dos complexos Il e IV e
succinato desidrogenase no cerebelo de ratos jovens tratados de forma crénica com
metilfenidato, mas nao houve diferengca significativa em relagcdo as doses
administradas. No tratamento agudo, ndo se observaram alteragdes nas atividades
enzimaticas. O cerebelo esta tipicamente ligado a fungdo do equilibrio e
coordenagao dos movimentos, além da aprendizagem motora. Ele auxilia tanto na
sequéncia de atividades motoras como na monitorizagao e ajustes dessas atividades
produzidas por outra parte do encéfalo (MACHADO, 2004; GUYTON, 1993). Além
disso, esta envolvido no controle motor, em processos afetivos e em grande numero
de tarefas cognitivas. Neste contexto, estudos de neuroimagem indicam que o
cerebelo se relaciona com tarefas cognitivas independentes do controle motor

(DESMOND e FIEZ, 1998). Middleton e Strick (2001) também demonstraram
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conexdes cortical-cerebelares que servem de substrato anatdbmico para o circuito
pré-frontal-cerebelar na fisiopatologia do TDAH. O cerebelo também esta
relacionado com algumas doengas neuropsiquiatricas como depressao, autismo e
esquizofrenia (FILIPEK et al, 1997; HARRISON, 1999); ndo sé esta envolvido com o
controle do comportamento, mas também em muitos aspectos do comportamento
cognitivo, como o planejamento, memoria de trabalho e o comportamento sequencial
(MIDDLETON et al, 2000).

A area pré-frontal compreende a parte anterior ndo-motora do lobo frontal.
Esta regido desenvolveu-se muito durante a evolugdo dos mamiferos e, no ser
humano, ocupa cerca de um quarto da superficie do cortex cerebral. Suas conexdes
sao bastante complexas, através dos fasciculos de associagao do cértex ela recebe
fibras de todas as demais areas ligando-se ao sistema limbico. Tem a funcédo de
escolher opgdes e estratégias comportamentais mais adequadas a situacéo fisica e
social; manutencdo da atencao e controle do comportamento emocional, exercida
em conjunto com o hipotalamo e sistema limbico (MACHADO, 2004). Lesbes nesta
regido levam a disturbios relacionados com desatencdo, impulsos descontrolados,
desorganizagao, alteragcbes no comportamento social e memoéria de trabalho
(LOU,1996). Neste contexto, foi demonstrado que o tratamento agudo com
metilfenidato ndo produziu alteragdes nas atividades enzimaticas. Com o tratamento
crébnico, houve aumento na atividade das enzimas do complexo |l da cadeia
respiratoria e succinato desidrogenase, o0 mesmo nao ocorrendo com o complexo IV.
Também nao houve efeito dose-dependente do metilfenidato no cértex pré-frontal.

Com o tratamento crénico, a succinato desidrogenase e o complexo IV
foram ativados no estriado, enquanto que o complexo Il ndo foi alterado. No

tratamento agudo, o complexo IV foi ativado nas doses de 10 e 20 mg/kg, e o
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complexo Il e a succinato desidrogenase nao sofreram alteragdes. Lesdes
experimentais em estriado de animais leva a hiperatividade, prejuizos na execugao
de tarefas e memodria de trabalho (ALEXANDER et al, 1986). No corpo estriado
(constituido pelo nucleo caudado, putdmen e globo palido), as conexdes sao
extremamente complexas. Suas fungdes sao exercidas através de um circuito basico
que liga o cértex cerebral através de fibras cértico-estriatais, que por sua vez séo
moduladas por circuitos subsidiarios ou satélites que a ele se ligam. O estriado,
assim como o cerebelo, tem funcdo no planejamento motor. Ha evidéncias de que
além desse mecanismo puramente motor, outro através do qual informacdes
originadas em uma outra area cortical sdo processadas no corpo estriado e através
do circuito basico voltam a esta mesma area, podendo influenciar areas nao-motoras
do cortex, como a area pré-frontal, ligada exclusivamente a fungbes psiquicas
(MACHADO, 2004). A area do estriado € rica em dopamina e suas sinapses
(DOUGHERTY et al, 1999) estao diretamente relacionadas com o TDAH e a agao do
metilfenidato (VOLKOW et al, 2002). As outras estruturas cerebrais (cértex, cortex
pré-frontal e hipocampo) se relacionam com os sistemas dopaminérgicos e/ou
noradrenérgicos ligadas a este transtorno, que provavelmente sdo a projegao
dopamaninérgica mesocortical e/ou noradrenérgica pré-frontal (STAHL, 2000).

No hipocampo, a administragcdo crénica de metilfenidato n&o alterou a
atividade da succinato desidrogenase e do complexo I, enquanto que o complexo IV
teve a atividade aumentada em 2 e 5 mg/kg e inibida em 10 e 20 mg/kg.
Contrariamente, com o tratamento agudo, o complexo IV teve sua atividade
aumentada nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg. Além disso, ndo foram observadas
outras alteragbes enzimaticas no tratamento agudo nessa estrutura. O hipocampo é

uma estrutura cerebral que faz parte do sistema limbico (atua na regulagdo do
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comportamento emocional, memoaria e aprendizagem) e da via dopaminérgica que
faz parte da area tegmentar ventral (localizada acima da substancia negra),
dirigindo-se ao coértex pré-frontal e passando pelo hipocampo. Esta via € chamada
de via mesolimbica (mesocortical) e esta relacionada com a dependéncia de drogas
de abuso e comportamento emocional. Pesquisas demonstraram que o pré-
tratamento com metilfenidato em ratos jovens pode alterar a resposta a cocaina
durante a fase adulta, levando a mudanga duradoura na neurobiologia do sistema de
recompensa cerebral. No entanto, esta mudanca observada depende da fase de
desenvolvimento durante a qual o animal foi exposto ao metilfenidato (ANDERSEN
et al, 2001). Do ponto de vista neuroquimico, as areas encefalicas relacionadas ao
comportamento emocional sdao importantes porque apresentam diversidade de
substancias ativas, como as monoaminas. A riqueza dessas areas em monoaminas,
em especial a dopamina, noradrenalina e serotonina € muito significativa para a
farmacologia, visto que muitos farmacos usados para o tratamento de disturbios,
principalmente comportamentais, agem no sentido de modificar o teor das aminas
cerebrais (MACHADO, 2004). Estudos com o sistema dopaminérgico na regiao
mesolimbica em ratos identificaram neuroadaptacdes induzidas por estimulantes
(NESTLER, 2001); estas estdo relacionadas com alteragdes no sistema de
recompensa ou propriedades aversivas de drogas de abuso (CARLEZON et al,
1998; KELZ et al, 1999). Uma das neuroadaptacdes envolvidas é a CREB (proteina
de ligagao ao elemento que responde a AMPc) (ANDERSEN et al, 2001), um fator
de transigao ativado por estimulantes (CARLEZON et al, 1998). Muitos genes cuja
transcricdo € regulada pelo CREB foram identificados; como o c-fos (ANDERSEN et

al, 2001) o qual é alterado pela administracdo de metilfenidato (CHASE et al, 2003,
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2005; BRANDON e STEINER, 2003), além do zif-268 (BRANDON e STEINER,
2003) e fosB (CHASE, 2005).

Alteracbdes moleculares descritas acima podem estar relacionadas com
alteracbes comportamentais nos animais tratados com metilfenidato. Observam-se
sinais de depressao e prejuizos na capacidade de habituagcdo (CARLEZON et al,
2003), responsividade a estimulos emocionais e ansiedade (BOLANOS et al, 2003)
em ratos adultos que foram tratados com metilfenidato durante um periodo da
adolescéncia. Sintomas de depressao e ansiedade envolvem estruturas cerebrais
como hipocampo (FILE et al, 2000; CHEETA et al, 2000, KEMPERMAN, 2002),
cortex pré-frontal (ZHONG e YAN, 2004; SHAH e TREIT, 2004) e cortex cerebral
(SETNIK e NOBREGA, 2004; TALPALAR e GROSSMAN, 2004).

Finalmente, no cértex cerebral, o complexo IV foi ativado e a succinato
desidrogenase e o complexo |l ndo se alteraram. Da mesma forma, ndo se
observaram alteragdes significativas dose-dependentes. No tratamento agudo, nesta
estrutura ndo ocorreu nenhuma alteragao nas enzimas dos complexos Il e IV e na
succinato desidrogenase. No cortex cerebral chegam os impulsos provenientes de
todas as vias da sensibilidade que ai se tornam conscientes e sao interpretadas. Do
cortex partem os impulsos nervosos que iniciam e comandam o0s movimentos
voluntarios e com ele estdo relacionados os fendbmenos psiquicos (MACHADO,
2004).

O metilfenidato tem agao psicomotora similar a cocaina e as anfetaminas,
(KOOB et al, 1998; WISE e BOZARTH, 1987). Estudos tém mostrado que o
metilfenidato possui propriedades estimulantes pelo bloqueio dos DAT (SCHWERI et
al, 1985; VOLKOW et al, 1998); induz o aumento a dose dependente em regides

cerebrais ativadas pelas drogas de abuso (GERASIMOV et al, 2000; VOLKOW et al,
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1998) e produz aumento da resposta motora depois de repetidas administragdes
(CRAWFORD et al, 1998; MCDOUGALL et al, 1999). Anfetaminas, bem como outros
psicoestimulantes, tém sido associadas a déficits dos sistemas cerebrais
dopaminérgicos e noradrenérgicos, com exposi¢ao a longo prazo.

Isto é, provavelmente, causado por producdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio geradas pelo excesso de dopamina (SPINA e COHEN, 1989;
LA VOIE e HASTINGS, 1999; PAGE et al, 2001). A que da produgéo de ATP (CHAN
et al, 1994; VIRMANI et al, 2002) pela inibicdo da fungdo mitocondrial também
determina o aumento dessas espécies (SCHINDLER et al.,, 1996; PREHN, 1998;
BERMAN and HASTINGS, 1999). Neste contexto, Martins e colaboradores (2006)
mostraram que, em cérebros de animais jovens tratados com metilfenidato, ocorreu
um aumento de pparamteros de estresse oxidativo.

Em contraste, neste estudo, foi demonstrado que a administragao cronica
do metilfenidato aumentou, de maneira geral, a atividade enzimatica de complexos
da cadeia respiratéria mitocondrial em cérebro de ratos jovens. Nos animais jovens
que foram submetidos ao tratamento agudo, houve alteracdo na atividade do
complexo IV no estriado e hipocampo. Por esses resultados, pode-se concluir que o
metilfenidato possivelmente aumenta a producdo de ATP pela ativacdo da cadeia
transportadora de elétrons. A energia cerebral € usada principalmente para a
recaptacdo de neurotransmissores e restabelecimento do gradiente ibnico
necessario para a excitabilidade neuronal. Consequentemente, mais oxigénio é
consumido e espécies reativas de oxigénio podem ser geradas. Mais estudos séo
necessarios para elucidar essas questbes, como 0 consumo de oxigénio

mitocondrial apds o tratamento com metilfenidato.
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O aumento da atividade da cadeia respiratoria mitocondrial, descrita neste
trabalho, foi verificado em animais sem TDAH. Modelos animais de TDAH, com
tratamentos semelhantes podem apresentar resultados diferentes. Mais estudos
estdo sendo realizados em nosso laboratorio, com a finalidade de esclarecer a razéo
do aumento da atividade desses complexos enzimaticos apds a administragao
crobnica e aguda do metilfenidato. A atividade de outras importantes enzimas
relacionadas com o metabolismo como as do ciclo de Krebs também serdo
avaliadas.

Clinicamente, o metilfenidato € o farmaco mais prescrito para criangas em
idade escolar, visto que criangas menores de 5 anos de idade podem apresentar
comportamentos disruptivos (RAPPLEY et al, 1999; DEBAR et al, 2003). O cérebro
da crianca na faixa etaria entre 6 a 12 anos nao esta totalmente desenvolvido,
anatomo e neurofuncionalmente, ja que até 6 anos de idade ainda ha reprodugéo
neuronal. Entre 6 a 14 anos de idade ha uma selecao natural dos neurénios, ficando
as vias mais fortalecidas (GASSANIGA e HEATHERTON, 2005). A criangca que
apresenta o TDAH e faz uso de metilfenidato geralmente tem declinio de seus
sintomas. Porém, o uso deste farmaco pela crianga pode ser prolongado e a sua
administragao ocorre no periodo em que esta ainda apresenta maturacido cerebral.
Por isso € necessario realizar estudos com animais experimentais, principalmente
jovens, com o objetivo de verificar possiveis efeitos adversos provocados pelo uso

cronico deste farmaco.
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9 CONCLUSOES

a. Animais jovens tratados cronicamente com metilfenidato demonstraram
aumento da atividade enzimatica dos complexos Il e IV da cadeia
respiratoria mitocondrial e da enzima succinato desidrogenase;

b. A enzima succinato desidrogenase foi significativamente ativada no
cerebelo, coértex pré-frontal e estriado. Nado houve mudancas no
hipocampo e cortex dos animais tratados cronicamente com
metilfenidato;

c. O complexo Il da cadeia respiratdria foi significativamente aumentado no
cerebelo e cortex pré-frontal, mas nao foram observadas alteragdes no
hipocampo, estriado e cértex dos animais jovens tratados cronicamente
com metilfenidato;

d. O complexo IV da cadeia respiratéria mitocondrial aumentou
significativamente no cerebelo, hipocampo, estriado e cértex. Além
disso, nédo foi alterado na regido pré-frontal dos animais jovens
submetidos a tratamento crénico com metilfenidato.

e. Animais jovens tratados de forma aguda com metilfenidato mostraram
aumento da atividade enzimatica do complexo IV da cadeia respiratoria

mitocondrial, somente no estriado e hipocampo.
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10 PERSPECTIVAS

Nesse estudo, encontraram-se resultados significativos sobre o efeito do
metilfenidato na cadeia respiratéria mitocondrial em cérebro de ratos jovens. A partir
desses resultados, pretende-se continuar estudos em animais jovens e também em
adultos submetidos a tratamentos com metilfenidato de forma cronica e aguda. A
avaliacado de alteracbes mitocondriais em animais submetidos ao modelo animal de
TDAH também se faz necessaria. E de crucial importancia que se continue avaliando

os efeitos de um farmaco usado predominantemente em criancas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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