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RESUMO

O transtorno bipolar (TB) é um transtorno psiquiatrico caracterizado por episodios
de mania e depressao. Além disso, esta associado com altas taxas de morbidade,
mortalidade e suicidio. A disponibilidade de um modelo animal podera acelerar
pesquisas sobre TB, para melhor compreender a fisiopatologia do mesmo e
promover a possibilidade de screening farmacologicos pré-clinicos. A administragao
intracerebroventricular (i.c.v.) de ouabaina, um inibidor especifico da Na®, K'-
ATPase, induz mudancas comportamentais em ratos, e € usado com um modelo
animal de TB. Muitas evidéncias sugerem que a mitocondria tem um papel central
em algumas doencgas neuropsiquiatricas, tais como o TB. A citrato sintase (CS) é
uma enzima localizada na matriz mitocondrial e representa um dos passos mais
importantes do ciclo de Krebs. A creatina quinase (CK) é importante para
homeostase energética por exercer fungdes de integracdo metabodlica. A
fosforilagao oxidativa mitocondrial € o principal via de produgao de ATP. A energia
na forma de ATP €& obtida na mitocdndria através de uma série de reacdes. No
presente estudo nés avaliamos a atividade da CS, CK e complexos |, I, Ill e IV da
cadeia respiratdéria mitocondrial em cérebro de ratos 1 hora e 7 dias apds a
administracao de ouabaina 10 e 10°M. Neste trabalho nés usamos ratos adultos
machos Wistar que receberam uma Unica injecdo de ouabaina (10> e 10?M) ou
salina. A atividade locomotora foi mensurada usando o teste de campo aberto. A
atividade da CS, CK e cadeia respiratéria mitocondrial foi avaliada em cérebro de
ratos 1 hora e 7 dias apds a administracdo de ouabaina 102 e 102M. Nossos
resultados mostraram que a atividade locomotora espontdanea aumentou 1 hora
apos a administragcao de ouabaina, e que esta hiperlocomogao permaneceu por 7
dias. A atividade da CS foi inibida 1 hora apdés a administracdo de ouabaina no
estriado nas concentracdes de 10° e 10 M. Esta inibicdo permaneceu por 7 dias.
Por outro lado, nédo foi observada nenhuma diferenca na atividade da CS no
hipocampo e cortex pré-frontal. A atividade da CK foi inibida no estriado, hipocampo
e cortex pré-frontal 1 hora apds a administracdo de ouabaina 10° e 10°M. Apds 7
dias da administracdo de ouabaina, nenhuma alteracdo foi observada na atividade
da CK no estriado e hipocampo. No entanto, foi demonstrado uma inibicdo desta
enzima no cortex pré-frontal 7 dias apos. Nossos resultados também mostraram
que a atividade dos complexos |, Il e IV foi aumentada no cértex pré-frontal,
hipocampo e estriado 1 hora apés a administracdo de ouabaina 10> e 10°M. No
entanto, a atividade do complexo Il foi ativada somente no cértex pré-frontal na
concentragdo de 10°M. Por outro lado, nenhuma alteragdo significante foi
observada na atividade do complexo | 7 dias apds a administragcdao de ouabaina. No
entanto, um aumento na atividade dos complexos II, Il e IV foi observado somente
no cortex pré-frontal na concentragdo de 102M. Evidéncias sugerem que o prejuizo
energético esta envolvido no TB e nds especulamos que a redugao do metabolismo
cerebral pode estar relacionada com a fisiopatologia deste transtorno. Todavia, a
ativacdo dos complexos enzimaticos pode ser uma possivel limitacdo deste modelo
animal de mania, sendo que provavelmente os pacientes apresentem prejuizo no
metabolismo energético.

Palavras-chave: transtorno bipolar; ouabaina; citrato sintase; creatina quinase;
cadeia respiratoria mitocondrial



ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) is a psychiatric disorder characterized by alternating episodes
of mania and depression. Besides, this disease is associated with higher rates of
morbidity, mortality and suicide. The availability of an animal model would accelerate
BD research by improving understanding of the pathophysiology of the disorder and
providing the possibility of preclinical pharmacologic screening.
Intracerebroventricular (i.c.v.) administration of ouabain, a specific Na*, K’-ATPase
inhibitor, induced behavioral changes in rats, a putative animal model for BD. Many
lines of evidence suggest that mitochondria have a central role in some
neuropsychiatric disease, such as BD. Citrate syntase (CS) is an enzyme localized
in the mitochondrial matrix and represents one of the most important steps of Krebs
cycle. Creatine kinase (CK) is important for normal energy homeostasis by exerting
several integrated functions. Mitochondrial oxidative phosphorylation is the major
ATP producing pathway. Energy, in the form of ATP, is obtained in the mitochondria
through a series of reactions. In the present study we evaluated the activity of CS,
CK and Complexes I, Il, lll and IV of mitochondrial respiratory chain in brain of rats 1
hour and 7 days after the administration of ouabain 10 and 10M. In this work we
used adult male Wistar rats that received a single injection of ouabain (10'3 and 10
M) or saline. Locomotor activity was measured using the open field test. CS, CK
and mitochondrial respiratory chain activity were measured in the brain of rats 1 hour
and 7 days after administration of ouabain 10 and 10?M. Our results showed that
spontaneous locomotion was increased 1 hour after ouabain administration, and that
the hyperlocomotion persists 7 days. CS activity was inhibited 1 hour after the
administration of ouabain in the striatum at the doses of 10° and 102M. This
inhibition remains by 7 days. On the other hand, it was not observed any difference
in CS activity in the hippocampus and prefrontal cortex. CK activity was inhibited in
the striatum, hippocampus and prefrontal cortex 1 hour after administration of
ouabain 10 and 10M. After 7 days of ouabain administration, no alterations were
observed in the CK activity in the striatum and hippocampus. However, was
observed inhibition in this enzyme in the prefrontal cortex 7 days after. Our results
also showed that complexes |, Ill and IV activity were increased in the prefrontal
cortex, hippocampus and striatum 1 hour after the administration of ouabain 10 and
10M. Moreover, complex || activity was increased only in the prefrontal cortex at
the concentration of 102M. On the other hand, no significant alterations were
observed in complex | activity 7 days after the ouabain administration. However, an
increase in complexes I, Il and IV activities were observed only in the prefrontal
cortex at the concentration of 102M. Evidence suggests that energy impairment is
involved in BD and speculate that the reduction of brain metabolism may be
probably related to the pathophysiology of this disease. However, activation of
complexes may suggest a possible limitation of this animal model of mania, since
BD patients present metabolism impairment.

Key-words: bipolar disorder; ouabain; citrate syntase; creatine kinase; mitochondrial
respiratory chain
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1. INTRODUGAO

1.1 TRANSTORNO BIPOLAR

Em 1899, Emil Kraepelin, observando os conhecimentos de psiquiatras
franceses e alemaes, que hoje é chamada de transtorno bipolar (TB), como sendo
uma psicose maniaco-depressiva, onde mania e depressao eram apresentadas
como estagios da mesma doenca (Kaplan et al.,, 1997; Mackinnon, 2005).
Posteriormente, segundo o do Manual de Diagndstico e Estatistica dos Transtornos
Mentais (DSM-IV) e o Cédigo Internacional de Doengas (CID-10), o transtorno foi
designado como TB.

Epidemiologicamente, o TB afeta cerca de 1 a 4% da populagdo mundial, com
igualdade entre os sexos. O aparecimento dos sintomas € cada vez mais precoce,
se desenvolve tipicamente em jovens, o que pode estar intimamente relacionado
como o uso de substéancias ilicitas, como a cocaina e a anfetamina, o que podem
favorecer o aparecimento da bipolaridade. Em alguns casos, o TB tem seus
primeiros sintomas durante a infancia ou em idades mais avancadas, além de que,
muitas pessoas podem sofrer por anos sem serem corretamente diagnosticadas e
tratadas (Baldessarini, 1999; Gould, 2002; Judd et al.,, 2002; Belmarker, 2004;
Mitchell, 2004; Moreno et al., 2005; Kessler, 2007).

Conceitualmente, o TB se caracteriza por apresentar uma alternéncia de
episodios depressivos e maniacos, onde a mania apresenta caracteristicas
especificas, dentre elas a falta de sono, irritacdo psicomotora, aumento da libido,

com uma auto-estima grandiosa, pressdo para falar, fuga de idéias, energia
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abundante e muita facilidade em se distrair, devido a estes fatores o individuo tem
um comportamento fora dos padrées sociais aceitaveis (EI-Mallak, 1983; Frey, 2004;
Moreno, 2005; Del Porto, 2005; Correa, 2007). Ja a depressao é descrita como uma
doenca que leva a um decréscimo emocional, reducao da fala, pessimismo, falta de
energia principalmente para o que causa prazer, redugao das habilidades fisicas,
lentiddo dos pensamentos, da cognicdo e percepgao, desilusdes, alucinagbes e
reducdo do nivel de consciéncia e um estado melancélico podendo levar ao suicidio
(Spitzer et al., 1978; Maj et al., 1994; Schwartzmann & Lafer, 2004).

Na sua expressao clinica, € considerado um transtorno psiquiatrico cronico e
grave, de origem obscura e fisiopatologia incerta. O principal fator clinico
apresentado é a alternancia de depressao, mania ou hipomania de forma isolada ou
mista com grande morbidade e mortalidade (Stooll et al., 2000; Souza, 2005; Rosa et
al., 2006; Frey et al., 2006).

O episédio hipomaniaco é similiar ao episédio da mania, porém mais leve e
com menor duragédo, em média, menos de uma semana (Rocca, 2006). Em alguns
casos, a hipomania pode ser confundida com estados de humor normais, como a
alegria e a irritabilidade, que costumam ser desencadeadas por uma boa ou ma
noticia, por exemplo. Além do que, essas alteragbes de humor acabam nao sendo
percebidas pelas pessoas como um estado hipomaniaco ou um desvio do estado de
humor habitual (Moreno et al., 2005).

Segundo Haldane e Frangou (2005), a diferenciagdo entre a depressao
unipolar e a bipolar consiste em um problema, pois o diagndstico pode ser
dificultado, ja que muitos sintomas clinicos sugestivos para o espectro bipolar sdo de
dificil deteccdo. Sendo essa diferenciacdo muito importante, pois o tratamento da

depressao bipolar, em especial, necessita do uso de estabilizadores de humor.
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O TB pode ser caracterizado como tipo 1 ou TB tipo 2, o que pode dificultar
ainda mais o tratamento. Durante as inumeras recorréncias das fases alternantes ou
ciclicas, aproximadamente 1/3 dos pacientes também desenvolve estado misto,
incluindo sintomas depressivos e maniacos simultdneos. O TB é classicamente
descrito como transtorno afetivo psicético com episddios maniacos e depressivos
maiores, classificados em sua magnitude como TB tipo 1 (Akiskal, 1992; Benazzi,
2000a; Benazzi, 2000b; Mantere, 2004). Outros estudos clinicos recentes
demonstraram a existéncia de um novo espectro de estados depressivos
ambulatoriais que alteram com periodos mais moderados e curtos de um estado de
hipomania em vez de mania completa, o qual nem sempre é facil de ser diferenciado
do transtorno depressivo maior (unipolar), e neste caso o transtorno é classificado
como TB tipo 2 (Benazzi, 2000a, Benazzi, 2000b; Muller-Oerlinghausen, 2002;
Mantere, 2004; Bonetto, 2006).

Embora o TB ainda seja mal compreendido, alguns indicios apontam para o
envolvimento genético. Ou seja, uma pessoa portadora do TB tem de 5 a 10% de
probabilidade dos filhos apresentarem esta doencga, e nos gémeos homozigotos esta
taxa é elevada para 40 a 70%, enquanto na populagdo mundial é de 0,5 a 1,5% a
possibilidade do aparecimento do TB (Graccock & Sklar, 2009).

Outros estudos reportam que o aumento da agressividade e a tendéncia ao
suicido em pacientes com TB, pode estar intimamente ligado ao déficit na produgéo
da serotonina. Além disso, também representa um papel importante no sono, apetite,
ritmo circadiano e na cognigao (Shiah et al., 2000; Caspi & Moffitt, 2006; Gradccock
& Sklar, 2009). Quanto a noradrenalina, estudos demonstram que uma menor
sensibilidade dos receptores noradrenérgicos ocasiona o estado de depresséo, ja o

aumento pode resultar em mania. A disfun¢gdo no sistema gabaérgico resulta numa
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tendéncia aos estados maniacos e depressivos, onde pacientes bipolares tem os
niveis plasmaticos do acido y-aminobutirico (GABA) diminuidos (Ashton & Young,
2003; Balakrishnan, 2003). As alteragdes do sistema glutamatérgico também estéo
relacionadas ao TB, e podem ocasionar a disfungdo mitocondrial pelo excesso de
calcio (Ca®*), o qual desempenha fungdes celulares que afetam a neuroplasticidade,
disturbio este que pode desencadear a fisiopatologia do TB e precisa ser mais bem
estudado na tentativa de obtencdo de uma melhora dos sintomas da doenca
(Kapczinski et al., 2004).

A neurobiologia desse transtorno ainda continua obscura, estudos pos
mortem sugerem uma reducao significativa das células glias no cortex pré-frontal e
sistema limbico e de neurbnios no cortex pré-frontal e hipocampo de pacientes com
TB (Kapczinski et al., 2004). Com o uso de ressonancia magnética funcional tém se
examinado as areas cerebrais que ficam ativas em varios estagios do TB, entre eles:
depressdo, hipomania e mania, por meio de paradigmas de ativacdo emocional
utilizando estimulos com valéncia afetiva ou neutra (Stoll et al., 2000).

Os pacientes com TB tém ativagao elevada em regides subcorticais (talamo,
hipotalamo, amigdala) e porgdes mediais do globo palido. Kato e Kato (2000),
relatam que ha alteragdes significativas do volume cerebral, sugerindo atrofia ou
perda neuronal importante, pelo menos em parte dos individuos com o TB.

Brambina e colaboradores (2003), em seus estudos, identificaram regides
alteradas no cortex pré-frontal e regides limbicas na ressonancia magnética, as
mesmas apresentavam diminuicdo no tamanho com prejuizo funcional, ocorrendo
também a diminui¢do do pH, fosfocreatina e adenosina trifosfato (ATP) aumentando

assim os niveis de lactato nestas regides, embora estes dados especificamente n&o
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implicavam diretamente na mitocondria, eles sugerem desequilibrio energético
nestas regides do cérebro (Brambina et al., 2003).

Algumas teorias atuais relacionam o possivel envolvimento de neurotrofinas,
particularmente o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e fator de
crescimento neural com a fisiopatologia do TB (Shaltiel et al., 2008, Frey 2006, Berk
et al., 2009). Embora a alteragao destes sistemas e a forte contribuigdo dos fatores
genéticos estejam estabelecidas, ndo se tem ainda nenhuma mutacdo genética
explicavel nos sistemas monoaminérgicos (Alcantara, 2003).

O tratamento do TB apresenta maior erro ao ser caracterizado por crises
isoladas de mania, depressao ou mistas. O foco deve estar atento a ciclagem e
proporgdes dos episddios. O desfecho clinico agrava quanto maior for o numero de
episodios, sugerindo que, quanto mais precoce for a intervengéao clinica, melhor sera
o prognostico (Garcia- Lopes, 2001).

A terapia do TB engloba trés fases distintas, a fase aguda, a continuagédo do
tratamento e a manutencdo (Souza, 2005), porém os principais objetivos do
tratamento s&do a diminuicdo de sintomas maniacos agudos, a diminuicdo da
frequéncia dos episodios, a reducdo da oscilacdo de humor e a prevencdo das
consequéncias psicossociais causadas pelo TB (Rosa et al., 2006).

Na fase aguda, em especial, o tratamento tem como objetivo controlar sinais e
sintomas de maneira rapida e segura, restabelecendo assim o funcionamento social
e psicoldgico do individuo. Tratar, dessa maneira, a mania sem causar depressao e
tratar esta sem causar mania (Moreno & Moreno 2005). Na fase de continuagéo o
tratamento visa reduzir a possibilidade de recaida, na fase de manutencdo o
tratamento deve ser amplo, considerando os aspectos bioldgicos, psicolégicos e

sociais com o objetivo de prevenir riscos para o proprio paciente e para outros,
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mantendo o paciente em remissao dos sintomas. O surgimento de sintomas na fase
de continuagao é chamado de recaida, sendo que, se ocorre na fase de manutengao
€ caracterizado como recorréncia (Souza, 2005).

Dessa maneira, o tratamento do TB constitui um grande desafio, ja que
diversas questbes devem ser levadas em consideracido, desde a resposta
terapéutica esperada, a caracteristica individual da doenca e seus desencadeantes,
entre outros (Del Porto & Versiani, 2005). Além disso, Moreno e colaboradores
(2005) enfatizam que o tratamento do TB também constitui, além de um desafio, um
problema, pois o uso de medicamentos antidepressivos pode induzir ciclagem
maniaca, recomendando-se assim, a utilizacdo de estabilizadores de humor como
tratamento, dentre eles destaca-se o litio, valproato, lamotrigina, e carbamazepina

(Bowden, 2003; Bielecka & Obuchowicz, 2008).

2. MODELOS ANIMAIS DE MANIA

O TB é uma psicopatologia dificil de estudar em modelos animais, visto que
nao é simples desenvolver um modelo animal de um transtorno caracterizado por
periodos de depressao e mania, que se repetem espontaneamente de forma ciclica.

Convém destacar que, de maneira geral, os modelos animais usados para
estudar patologias humanas devem atingir, ao menos, trés critérios, que s&o:
validade aparente, validade preditiva e validade de construto. A validade aparente
baseia-se nas semelhangas entre os sintomas observados em humanos que sofrem
de determinada patologia e o fendtipo dos animais submetidos ao modelo em
questdo. A validade de construto € contemplada quando o modelo animal reproduz

as bases biologicas e os fatores desencadeadores da patologia em humanos. A
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validade preditiva refere-se a capacidade de farmacos usados no tratamento da
patologia em humanos alterar de modo significativo o fendétipo dos animais
(Ellenbroek et al, 1990; Einart et al., 2003).

Atualmente, os modelos animais disponiveis para o estudo do TB tendem a
focalizar apenas um dos podlos do transtorno, mania ou depressao, enquanto que um
numero ainda limitado de modelos emprega outros exemplos de comportamentos
oscilatérios que nao necessariamente se assemelham aos sintomas do TB

(Ellenbroek et al, 1990).
2.1. MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR OUABAINA

A ouabaina, um glicosideo cardioténico, € uma inibidora especifica da Na*,K"-
ATPase e liga-se na enzima na etapa em que ela esta fosforilada, impedindo a
desfosforilacdo. A administracdo de baixas doses de ouabaina provoca morte
neuronal “in vivo”, o que sugere a importancia da enzima para o funcionamento

normal do cérebro (Lees & Leong,1995; El-Mallakh & Karippot, 2006).
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Figura 1: Estrutura Quimica da Ouabaina. Fonte: Mathews et al., 2000.
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A Na* K*-ATPase ¢ uma proteina integral de membrana e é responsavel pela
translocacao de sédio e potassio contra seus gradientes de concentragao através da
membrana celular. Desta forma, essa enzima desempenha um papel fundamental
para o funcionamento normal do cérebro, sendo responsavel pela manutencido de
gradientes i6nicos necessarios para a propagac¢ao do impulso nervoso, além da
regulagédo do volume celular e do pH intracelular (Matsumoto et al., 2006).

O modelo da administracdo de ouabaina para TB reproduz uma anormalidade
bioldgica bastante comum na mania, a diminuigdo na atividade da Na* K*-ATPase.
Alguns estudos mostraram uma diminuicdo na atividade da Na* K'-ATPase em
eritrocitos de pacientes com TB. Apesar de ndo se saber exatamente a causa,
acredita-se que a diminuicdo da enzima nos eritrocitos pode refletir uma diminuigao
na atividade da mesma enzima no cérebro desses pacientes, e que isso tenha uma
forte relagcdo com a fisiopatologia do TB (Shaltie, 2008).

Além disso, a administracdo de baixas doses de ouabaina no ventriculo
cerebral induz hiperatividade, que & prevenida por litio, carbamazepina e também
farmacos antipsicéticos, como a olanzapina e haloperidol. Desta forma, este modelo
engloba os trés critérios basicos necessarios para sua validagdo, visto que
apresenta hiperlocomogéo (validade aparente), inibicdo da Na*,K*-ATPase (validade
de construto) e farmacos estabilizadores do humor revertem a alteragéo
comportamental (validade preditiva) (Li et al.,1997; El-Mallakh et al., 2003; Hennion

et al., 2003).

3. METABOLISMO ENERGETICO CEREBRAL

O ATP é o principal combustivel da célula na maioria dos processos que
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necessitam de energia. A energia € liberada pela hidrélise de ATP e serve para
impulsionar uma série de reagdes (Nelson & Cox, 2007). O cérebro desenvolve uma
intensa atividade metabdlica, porém possui uma pequena reserva energética em
relacdo ao grande consumo de glicose, existindo assim uma necessidade continua
de substratos energéticos (Dickinson, 1996).

Estudos mostram que a disfuncdo mitocondrial resulta de um mau
funcionamento da cascata bioquimica sugerindo ser um importante fator na
patogénese de muitas doengas psiquiatricas, tais como TB (Fattal et al., 2006; Horn
& Barrientos, 2008; Rezin et al.,, 2008). Além disso, uma anormalidade no
metabolismo energético pode desencadear lesdo e morte celular (Heales et al.,

1999; Blass, 2001; Calabrese et al., 2001; Schurr, 2002).

3.1. GLICOLISE

A energia necessaria para realizar fungdes vitais, tais como, transporte ativo
de ions e moléculas, sintese de macromoléculas e contragdo muscular € obtida com
a oxidacao de substancias pela respiragao celular. A glicose € a principal fonte de
energia utilizada pela maioria das células e ocupa uma posicdo central no
metabolismo. Ela chega ao cérebro pela circulagdo sanguinea e atravessa a barreira
hematoencefalica com auxilio de transportadores. Ao entrar na célula, a glicose
pode ser metabolizada em diferentes rotas, no entanto a principal via de degradag¢ao
da glicose é a glicdlise. Esta via é composta por uma sequéncia de 10 reagdes
enzimaticas, cuja funcdo no metabolismo energético € fornecer parte da energia
utilizada pelos organismos. Este processo ocorre no citoplasma e tem como produto

final o piruvato (Clark et al., 1993; Nelson & Cox, 2007; Berg et al., 2008).
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Em condigdes aerdbicas, o piruvato é transportado para dentro da mitocéndria
e sofre uma descarboxilagdo oxidativa, formando a acetil coenzima A (acetil CoA)
através da acao enzimatica da piruvato desidrogenase (Nelson & Cox, 2007; Berg et
al., 2008). A partir disso, a acetil-CoA entra no ciclo de Krebs que por sua vez € a via

final comum para a oxidagao das moléculas alimentares (Berg, 2004).

3.2. CICLO DE KREBS

O ciclo de Krebs (Figura 2), também conhecido como, ciclo do acido citrico ou
tricarboxilico, ocorre nas mitocondrias, compreende a completa oxidagcao do acetil-
CoA a CO., através de uma série de reacbes composta por oito passos, onde cada
um é catalisado por uma enzima diferente (Nelson & Cox, 2007; Berg et al., 2008). O
ciclo de Krebs comeca e termina com oxaloacetato, e produz duas moléculas de
COy, trés de nicotinamida adenina dinucleotidio (NADH), uma de flavina adenina
dinucleotidio (FADH2) e energia. Contudo, durante todo o ciclo n&o ocorre perda de
agua, logo o ciclo tem que estar acoplado a cadeia respiratoria, por ela ser capaz de
produzir agua usando NADH e FADH, gerados no ciclo de Krebs (Voet et al., 2002).

O ciclo de Krebs comega com a condensagdo de acetil CoA (Cz) com
oxaloacetato de quatro carbonos (C4) formando citrato (Cs). Essa reacdo é
catalisada pela citrato sintase e envolve a hidrélise da ligagéo tioéster. Prosseguindo
esta via ciclica, o citrato € desidratado formando a aconitato que sera hidratado pela
aconitase formando isocitrato (Cg). Por meio da isocitrato desidrogenase o isocitrato
€ descarboxilado, formando o a-cetoglutarato (Cs). Esta reagdo gera a formagéo de
NADH e COs,.

O a-cetoglutarato passa por descarboxilagdo oxidativa gerando succinil- CoA
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(C4) através da a-cetoglutarato desidrogenase, formando NADH e CO, . O succinil-
CoA é convertido em succinato pela succinil-CoA sintase. Por sua vez, o succinato é
oxidado, pela succinato desidrogenase, formando fumarato. Nesta reagdo séao
produzidos o FADH; e os elétrons transportados séo direcionados para a quinona da
cadeia respiratéria. Em sequéncia o fumarato é hidratado pela fumarase formando o
malato. O malato que é oxidado pela malato desidrogenase forma o oxalacetado,
gerando outra molécula de NADH. Dessa maneira, o oxaloacetato esta pronto para
reagir com mais uma molécula de acetil-CoA e iniciar novamente o ciclo de Krebs
(Murray et al., 2002; Berg, 2004, Nelson & Cox, 2007). O NADH e FADH: produzidos
no ciclo de Krebs sao carrear elétrons até a cadeia respiratdria para a producao de
ATP na fosforilagdo oxidativa (Marks et al., 1996; Strye et al., 2004 Nelson & Cox,
2007).

A enzima citrato sintase € quem inicia o Ciclo de Krebs e catalisa a reacao de
condensacao e hidrolise, onde o oxaloacetato se condensa com acetil-CoA para
formar citril Coa, que entdo é hidrolisado a citrato e CoA (Berg, 2004; Campbell,
2005). Esta enzima é inibida por quantidades elevadas de ATP, acetil-CoA e NADH,
sendo que esta regulagdo assegura que o ciclo de Krebs ndo oxide o excesso de
acetil-CoA quando as concentragdes de ATP nas células sdo elevadas (Shepherd,
1969). Um dos pontos de controle € a conversdo de piruvato a acetil-CoA pela
enzima piruvato desidrogenase, inibida por ATP, acetil-CoA e NADH (Williamson &

Cooper, 1980).
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Figura 2. Representagao do Ciclo de Krebs
Fonte: Nelson & Cox, 2007.
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3.3. CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

A cadeia respiratoria é formada por complexos protéicos, onde ocorre a
transferéncia de elétrons doados pelo NADH e FADH,. A transferéncia de elétrons
pela cadeia respiratdoria mitocondrial leva ao bombeamento de protons da matriz
mitocondrial para o espago intermembranas. O gradiente de prétons é usado para
impulsionar a sintese de ATP (Erecinska & Dagani, 1990; Heales et al., 1999;
Wallace, 1999; Nelson & Cox, 2007).

A cadeia respiratoria € composta por quatro complexos enzimaticos:

e Complexo | ou NADH ubiquinona oxirredutase: realiza a transferéncia de
elétrons do NADH para a ubiquinona, formando ubiquinol. Essa reacao faz
com que dois protons sejam bombeados para o espacgo intermembrana;

e Complexo Il ou Succinato - ubiquinona oxirredutase: é formado pela enzima
succinato desidrogenase e trés subunidades hidrofobicas. Esse complexo
participa do ciclo de Krebs e transfere elétrons do succinato para a ubiquinona
e também forma ubiquinol.

e Complexo Ill ou citocromo c oxirredutase: transfere elétrons do ubiquinol para
o citocromo c, reagao que serve para o bombeamento de mais quatro prétons.

e Complexo IV ou citocromo c oxidase: transfere elétrons do citocromo ¢ para o
oxigénio, formando 4&gua. Nessa etapa os Uultimos dois protons sao

bombeados (Voet et al., 2002; Wallace, 1999).



24

Membrana Externa

H* Espago intermembranas H* H*

1 I

|[|coa H 1] it__c: v . S#\Eﬂ Membrana Interna

NADH NAD* r\ 0, H,0 r \'
Succinato Fumarato ADP ATP
+
Matriz Mitocondrial Pi I

Figura 3. Cadeia respiratoria mitocondrial e fosforilagdo oxidativa
Fonte: Rezin et al.(2009).

A operacao da cadeia de transporte de elétrons que leva a um bombeamento
de prétons através da membrana interna da mitocdndria cria um gradiente de
prétons, chamado de acoplamento quimiosmoético (Madrigal et al., 2001; Fattal et al.,
2006; Boekema & Braun, 2007; Devlin, 2008).

O acoplamento quimiosmotico baseia-se na diferenca da concentragcdo de
prétons entre o espaco intermembranas e a matriz mitocondrial. Durante o processo
de transporte de elétrons, tais proteinas obtém os protons da matriz € quando sao
reoxidadas elas liberam os prétons dentro do espago intermembranas, originando
assim o gradiente de protons. A produgdo de ATP ocorre quando esses prétons
migram de volta para o interior da matriz mitocondrial através do canal i6nico
presente na ATP sintase. No acoplamento quimiosmotico existe uma conexao direta
entre o gradiente de protons e a reagao de fosforilagdo, todavia o desacoplamento
da oxidacao e da fosforilagdo acontece quando ha uma diminuicdo na diferenca de
prétons entre os dois lados da membrana mitocondrial interna, portanto com a volta

dos protons a matriz ocorre fosforilagdo do ADP formando assim ATP (Heales et al.,
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1999; Wallace, 1999; Voet et al., 2002; Nelson & Cox, 2007).

3.4. CREATINA QUINASE

A creatina quinase esta localizada em tecidos com alta demanda energética,
tais como o cérebro, musculo esquelético e coragao (Wyss et al., 1992).

Esta enzima catalisa a transfosforilacido reversivel entre ATP e creatina a
adenosina difosfato (ADP) e fosfocreatina [MgATP- + creatina « (fosfocreatina)- +
MgADP- + H+], auxiliando na manutengcdo dos niveis dos substratos fosforilados

(Figura 3).

Fosforilacao
Oxidativa

Mitocdndria l
ADP ATP

Citoplasma

Fosfocreatina Creatina

| |
T

ADP ATP

Figura 4: O sistema creatina quinase/fosfocreatina/cretina como sistema de tamponamento dos niveis
de ATP celular.  Fonte: Rezin et al.(2009)

As isoformas da creatina quinase estdo localizadas em sitios de demanda e

producao energética. A isoforma citosdlica (Ci-CK) consiste de dimeros e é expressa



26

de uma maneira tecido-especifica, isto €, cérebro-especifica (BB-CK), musculo
esquelético-especifica (MM-CQ) e um heterodimero musculo cardiaco-especifico
(MB-CK) (Schnyder et al., 1991; Wallimann et al.,, 1992; O’Gorman et al., 1996;
Hamman et al., 1995).

Durante a excitacdo nervosa e neuromuscular ocorre um aumento de dez
vezes no giro celular de ATP, e durante essas mudangas rapidas, o sistema
creatina/fosfocreatina é fundamental, tanto como um tampao energético, quanto
como um sistema de transporte entre os locais de producdo e consumo de ATP
pelas ATPases, para evitar grandes flutuagdes nos niveis de ATP/ADP celulares
nesses tecidos excitaveis (Bessman & Carpenter, 1985; Schnyder et al., 1991;
Wallimann et al., 1992).

Alteragcbes na fungdo da creatina quinase levam ao desenvolvimento de
varios estados patolégicos envolvendo o cérebro, musculo esquelético e coragao,
devido a localizagao das isoformas de creatina quinase ser proximas a sitios onde se
da a geracdo de energia e transporte de ions através de membranas, e pelo sistema
creatina quinase/fosfocreatina desempenhar um papel fundamental na homeostase
energética neuromuscular (Hamman et al., 1995; David et al., 1998, Aksenov et al.,

1999; Aksenov et al., 2000).
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4. DISFUNGAO METABOLICA E TRANSTORNO BIPOLAR

A diminuigdo no metabolismo energético cerebral parece estar associada a
algumas doengas neurodegenerativas, como as doengas de Alzheimer, Parkinson e
Huntington, isquemia cerebral e esclerose amiotrofica lateral (Brennan et al.,1985;
Beal, 1992; Heals et al.,, 1999; Blass, 2001; Schurr, 2002). Acredita se que a
diminuicdo do metabolismo energético cerebral e da creatina quinase estejam
envolvida na patogénese de danos neurolégicos do TB (Beal, 1992). Neste sentido,
estudos desenvolvidos em nosso laboratério descreveram um modelo animal de
mania induzido por anfetamina, no qual verificou-se a inibicdo da atividade da
creatina quinase no hipocampo, estriado e coértex, além de uma inibigao significativa
da atividade da citrato sintase no hipocampo destes animais (Cérrea et al., 2007;
Streck et al., 2008).

Estudos de Deicken e colaboradores (2001) e Bertolino e colaboradores
(2003), sobre metabolismo energético, descreveram que a diminui¢do na produgao
de ATP leva a um funcionamento deficitario da cadeia respiratéria, podendo levar a
morte celular (Ankarcrona et al., 1995; Heales et al.,1999; Deicken et al.,2001;
Bertolino et al.,2003). Consequentemente a redugdo de energia no cérebro pode
comprometer a sintese de acetilcolina, glutamato, aspartato e GABA, levando ao
dano neuronal (Di Donato, 2000).

Acredita-se que o metabolismo energético cerebral alterado acompanhado de
disfungdo mitocondrial desempenhe um importante papel na fisiopatologia do TB
(Kato, 2000). As mitocondrias atuam como depdsitos temporarios de calcio, para
assim controlar os niveis demasiados deste no citosol. Com uma concentragao

critica de calcio intracelular, as mitocondrias comegcam a promover a remogao de
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célcio (Kato, 2000; Lacerda, 2002). Kato (2000), descreve que a elevagao dos niveis
de calcio em pacientes bipolares representa um dos achados mais replicados nas
pesquisas do TB. Sabe-se, também, que o sistema de fosforilagdo oxidativa gera
radicais livres € que a cadeia de transportes de elétrons é vulneravel aos danos
causados pelos mesmos (Navarro & Boveris, 2007). O dano oxidativo induzido pelo
estresse oxidativo pode ser causa ou uma consequéncia da disfungdo mitocondrial
(Torres et al., 2004; Sun 2006; Boekema & Braun, 2007).

Além disso, estudos in vivo de ressonadncia magnética demonstram a
diminui¢cao do ATP, do pH e da fosfocreatina, no lobo frontal e temporal de pacientes
com TB (Kato et al., 1993; Dager et al., 2004). O que leva a acreditar que a fungéo
monoaminérgica apresenta-se alterada no TB para compensar o pH intracelular
reduzido, o que poderia ocasionar os sintomas maniaco-depressivos (Kato, 2000;
Dager et al., 2004).

Paralelamente, Konradi e colaboradores (2004), relatam uma diminui¢cdo da
expressdo do gene codificador dos complexos enzimaticos, responsaveis pela
fosforilagao oxidativa e a redugcdo dos complexos proteicos ocasionando um dano no
hipocampo de nove pacientes afetados por TB (Konradi et al., 2004; Sun et al.,
2006). Estudos recentes pos mortem do hipocampo e no cértex em pacientes com
TB, mostraram uma diminuigdo na expressao génica dos codificadores para o acido
ribonucléico mensageiro (RNAm) das enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial,
reforcando a queda da energia mitocondrial (Sun et al., 2006). Corroborando Mac
Donald e colaboradores (2006), apresentam resultados interessantes em que
pacientes com TB apresentam uma diminuicdo nos niveis de mRNA de creatina

quinase, especialmente no hipocampo.
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Outros achados demonstram que pacientes com TB, no estado maniaco
apresentam diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral no lobo temporal direito no
cértex frontal comparado aos individuos do grupo controle (Clark, 1998).

Sendo assim, cresce o interesse por pesquisas em modelos animais de mania
sobre as alteragdes neuroquimicas e comportamentais, para que se possa
compreender a fisiopatologia do TB, que se mostra cada vez mais desafiador no

mundo atual.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Geral

Avaliar parametros do metabolismo energético cerebral em ratos submetidos

ao modelo animal de mania induzido por ouabaina.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade da citrato sintase em cérebro de ratos 1 hora e 7 dias apds a
administracao ICV de ouabaina,;
- Avaliar a atividade da creatina quinase em cérebro de ratos 1 hora e 7 dias apds a
administracao ICV de ouabaina,;
- Avaliar a atividade dos complexos I, I, lll e IV da cadeia respiratéria mitocondrial

em cérebro de ratos 1 hora e 7 dias apds a administragao ICV de ouabaina.
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DISCUSSAO

O TB é uma doencga grave, classificada como uma das dez mais incapacitantes
no mundo (Lopes & Murray, 1998), associada a morbidade e mortalidade (Osby et
al., 2001; Baldessarini & Tondo, 2003; Belmaker 2004; Kupfer 2005). Tem como
caracteristicas a alternancia de episédios de mania e depressao (Belmaker, 2004;
Kupfer, 2005), apresentando taxa de mortalidade de duas a trés vezes maior que na
populacdo geral, sendo que um terco dos afetados pelo TB ja tentaram suicidio
(Muller-Oerlinghausen, 2002), e no tratamento destes pacientes o principal foco de
atencdo é a prevencado das reincidivas (Goodwin & Jamison, 1990). Porém a
dificuldade em investigar o TB reside no fato de que o diagndstico e o tratamento
mudam ao longo do tempo, existindo controvérsias sobre a identificagdo, quadro
clinico e causa da doencga. Estudos recentemente tém demonstrado que as
mudangas nas vias intracelulares que regulam a transmiss&o neuronal e plasticidade
estdo associadas com a fisiopatologia do TB (Manji et al., 2001). Contudo, a
escassez de um modelo neurobiologico é uma das atuais limitagbes no
entendimento da neurobiologia do TB (Maniji et al., 2001; Riegel et al., 2009). Neste
contexto, o desenvolvimento de novos modelos animais de mania tem contribuido
para o esclarecimento dos mecanismos fisiopatologicos do TB.

Os modelos animais de mania incluem a administracdo de psicoestimulantes,
como a anfetamina, cocaina, além da privacdo do sono e estimulagao elétrica, tais
modelos devem cumprir trés critérios: a validade de face, preditiva e a de construto
(Manji & Chen, 2002; Einart et al., 2003; Streck et al., 2008).

Os modelos animais de mania utilizados tem como base a indugdo de

anfetamina, um estimulante do Sistema Nervoso Central, que aumentado a liberagao
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de dopamina da fenda pré sinaptica e cumprindo os critérios para validagdo do
modelo, mas devido a dificuldade da liberagdo e importacdo da anfetamina,
utilizamos neste estudo o modelo de mania com a utilizacdo de ouabaina, um
glicosideo cardiotdnico inibidor especifico da Na'K'-ATPase, uma enzima
responsavel pela manutencao do potencial de membrana através do transporte ativo
de ions sbdio e potassio no sistema nervoso central. A Na',K*-ATPase, parece
desempenhar um papel importante na patogénese do TB (Christo & Mallakh, 1993,
El- Mallakh, 2003, Zugno, 2009), pois encontra-se presente em altas concentragdes
no cérebro, consumindo cerca de 40-50% do ATP gerado neste tecido (Erecinska e
Silver, 1994).

Neste estudo, observamos que uma unica injegéo intracerebroventricular (ICV)
em baixas concentragdes (10'3 Me 102 M) induziu a hiperatividade locomotora e
reproduziu os trés critérios pré-estabelecidos para a validacdo de um modelo animal
de mania (validade de construto, preditiva e de face) (El-Mallakh et al., 2003; Zugno
et al., 2009).

No presente trabalho, avaliamos a atividade locomotora de ratos 1 hora e 7 dias
apo6s a administragdo de ouabaina ICV nas concentragdes de 10°M e 10°M. Foi
demonstrado que, a hiperlocomologdo permaneceu até sete dias apds a
administracdo de ouabaina, em relagdo ao grupo controle. Estes resultados estédo
em concordancia com a literatura, que demonstra um efeito estimulante de ouabaina
em ratos, imediatamente apos a injegcado (Decker et al, 2000; El Mallakh et al., 2000;
2006). Ruktanonchai e colaboradores (1998) demonstraram que os animais que
receberam Unica administragdo ICV de ouabaina 10°M, mantiveram a

hiperlocomogéao 9 dias apos a administragdo (Ruktanonchai et al., 1998).
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Reforcando os achados, uma exposicao repetida ao mesmo ambiente poderia
induzir a uma redugcédo do comportamento exploratério, que pode ser descrito como
uma habituagdo ao espago (Vianna et al.,, 2000). No entanto, os animais que
receberam a administragao ICV de ouabaina apresentaram aumento no numero dos
crossings e rearings, indicando a hiperlocomogdo, em comparagao aos animais
controle, mesmo que estes ja estivessem familiarizados com a caixa exploratoria.

Estas observagoes reforcam que a administracdo ICV de ouabaina pode ser
um modelo util para a investigagdo de aspectos ligados a cronicidade do TB, como
as alteragbes neuroquimicas em longo prazo.

Além do comportamento, este estudo avaliou a atividade da enzima creatina
quinase (CK), citrato cintase (CS) e dos complexos I, Il, Il e IV da cadeia respiratéria
mitocondrial, pois acreditamos que a alteragdo da obtencdo de energia no
metabolismo cerebral acompanhado da disfungdo mitocondrial desempenhe um
importante papel no entendimento da fisiologia do TB (Hough & Chuang 2000; Kato
& Kato 2000; Konradi et al., 2004; Rezin et al., 2009; Streck et al., 2008).

Nesse trabalho, foi estudada a atividade da CK, uma enzima que catalisa a
transferéncia reversivel do grupamento N-fosforil da fosfocreatina para o ADP
regenerando o ATP, desempenhando um papel fundamental no tamponamento
energético (regenerando ATP) e na transferéncia do ATP dos sitios produtivos para
os de consumo, principalmente em células com alta demanda, tais como cérebro,
musculo esquelético e cardiaco (Andres et al., 2008). Demonstramos que a atividade
da CK foi inibida no cérebro de ratos imediatamente apés uma unica inje¢cado de
ouabaina no estriado, cortex pré-frontal e hipocampo. Além disso, avaliamos a
atividade da CK sete dias apds a administragdo de ouabaina, onde n&o foram

observados alteragdes significativas no estriado e hipocampo. Mas, no entanto, a
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inibicdo desta enzima no cértex pré-frontal permaneceu sete dias apds a
administracdo de ouabaina. Estes resultados sugerem que estas areas cerebrais
recuperaram-se da inibicao da atividade ouabaina em relagéo a atividade da CK.

Estudos mostraram que fosfatos de alta energia, como a fosfocreatina e o ATP,
estdo diminuidos no cérebro de pacientes bipolares (Dager et al., 2004; Kato et al.,
1993; 1998; Deicken et al., 1995). Estudos post mortem no cérebro de pacientes
com TB também apresentaram diminuicdo dos niveis de mRNA para
enzimas da cadeia respiratdria mitocondrial (Konradi et al., 2004; Sun et al., 2006) e
CK (MacDonald et al., 2006). E verificado que, uma diminuicéo da atividade da CK
pode potencialmente prejudicar a homeostase energética, contribuindo para a lesao
cerebral (Adleman et al., 2004; Strakowski et al., 2005).

E bem descrito que as lesdes do cortex pré-frontal estdo associadas com
desinibigao social, descontrole de impulsos, de organizagao, planejamento, memoria
de trabalho, disfungdes de atengdo e comportamentos esponténeos (Lou, 1996). A
razao para a recuperacao da atividade da CK no estriado e hipocampo sete dias
apods a administracdo de ouabaina permanece desconhecida.

Além da CK, avaliamos a enzima citrato sintase, responsavel pelo inicio do Ciclo
de Krebs catalisando a reagdo de condensacao e hidrolise (Berg, 2004; Campbell,
2005). Esta enzima é inibida por quantidades elevadas de ATP, de acetil-CoA e de
NADH quando o fornecimento de energia da célula € alto. Esta regulagdo garante
que o ciclo de Krebs nao oxide o excesso de acetil-CoA quando as concentracoes
de ATP na célula estao elevadas (Shepherd, 1969). Além disso, a CS é utilizada
como um marcador quantitativo da enzima para a presenga de mitocdndrias intactas
(Marco et al.,1977). Ao analisarmos a atividade da citrato sintase apos a

administragdo de ouabaina nas doses 102 M 10° M, imediatamente apés e no
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sétimo dia, nossos resultados mostraram que CS foi inibida no cértex pré-frontal.
Neste contexto, foi recentemente demonstrado que a atividade da CS também foi
inibida em modelo animal de mania induzida pela administragcdo de anfetaminas
(Corréa et al., 2007).

As atividades dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial também foram
avaliadas neste estudo. A cadeia respiratdria € formada por complexos protéicos,
nos quais temos a transferéncia de elétrons, esta transferéncia de elétrons pela
cadeia respiratéria leva ao bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o
espaco intermembranas, gerando um gradiente eletroquimico que sera usado para
impulsionar a sintese de ATP (Erecinska & Dagani, 1990; Heales et al., 1999;
Wallace, 1999; Nelson & Cox, 2007).

Ao avaliarmos os complexos I, II, lll, IV, uma hora e sete dias apds a
administracao de ouabaina nas concentragdes de 10 3610 2 M., observou-se que
as atividades foram aumentadas no ceérebro de ratos, imediatamente apds a
administracdo de ouabaina, nos complexos |, Ill e IV e no complexo Il apenas no
cortex pré-frontal. Estas alteracbes permaneceram aumentadas apds sete dia
apenas no complexo I, Ill e IV do cértex pré-frontal. Segundo Rex e colaboradores
(2004), a fosforilagdo mitocondrial oxidativa € a principal produtora de ATP, que
abastece mais de 95% da exigéncia total de energia nas células. Tem sido sugerido
que a reducdo do Na',K'-ATPase é secundaria & deplecdo de ATP causados pela
supressdo da fosforilagdo oxidativa (Erecinska & Silver, 2001; Rex et al., 2004).
Outros estudos sugerem que a hipdxia induzida pela supressdo da Na*, K'-ATPase
em funcado de diferentes tipos de células ndo esta necessariamente ligada a privagéo
de ATP (Buck & Hochachka, 1993; Bogdanova et al., 2003; Nilsson & Lutz, 2004;

Bogdanova et al., 2005; Jain & Sznajder, 2005).
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As razdes pelas quais as atividades dos complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial foram aumentadas neste modelo animal de mania induzido por
ouabaina ndo sao conhecidas, no entanto a maioria dos estudos mostrou
comprometimento do metabolismo em pacientes bipolares e em modelos animais de
mania. Tomando em conjunto os resultados atuais e o fato de que a atividade da
creatina quinase esta diminuida no cérebro de ratos apds administracdo de
ouabaina, podemos especular que a producdo de ATP na cadeia respiratdria pode
ser aumentada devido a inibicdo da producao de ATP pela creatina quinase /
fosfocreatina / creatina sistema. Sendo assim, pacientes com TB apresentam
comprometimento do metabolismo podendo limitar os resultados do modelo animal
de mania.

Relatos experimentais de lesdes do coértex-frontal nos animais produzem
hiperatividade e desempenho prejudicado nas atividades laborais (Alexander, 1986).
Portanto, é concebivel que a disfungcdo mitocondrial causada pela administracéo de
ouabaina possa levar a lesdes importantes em estruturas cerebrais responsavel pelo
controle locomotor. Embora a fisiopatologia do TB precise ser totalmente
compreendida, os estudos demonstram que as mudangas nas vias intracelulares,
que regulam a transmiss&o neuronal, plasticidade e sobrevivéncia estdo associadas
com a fisiopatologia do TB (Manji, 2001; Bezchlibnyk, 2002).

Com resultados apresentados no trabalho, obtemos uma diferenga nos
resultados sobre as enzimas 1 hora e 7 dias apo6s a administracdo de ouabaina,
talvez esta diferenga possa estar relacionado com a capacidade do organismo em se

adaptar com a inibigdo provocada pela ouabaina.
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A partir dos resultados obtidos neste trabalho, torna-se mais instigante a
realizacédo de novos estudos para a total compreensdao do mecanismo energético

cerebral nos modelos animais de mania.
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5. CONCLUSOES

1. A administracdo ICV de ouabaina em ratos ocasionou a hiperlocomogéo,
mostrando-se um valioso modelo animal para a investigacéo do TB.

2. Inibigdo significativa da atividade da CK foi detectado imediatamente apds a
administracdo de ouabaina no estriado, cortex pré-frontal e hipocampo, nas
concentracdes de 102 e 102 M.

3. Nao houve alteragdes significativas no estriado e hipocampo da atividade da CK
avaliada sete dias apds a administracdo de ouabaina.

4. Apos sete dias foi observada uma inibicdo na atividade da CK no cortex pré-frontal
causada pela administracdo de ouabaina.

5. Um aumento significativo na atividade dos complexos |, lll, IV foi observada no
cortex pré-frontal, hipocampo e estriado, imediatamente apds a administracido da
ouabaina 10 e 102 M.

6. A atividade do complexo Il foi aumentada apenas no cortex pré-frontal
imediatamente apds a administracdo de ouabaina apenas na concentragdo 1072 M.
7. As atividades dos complexos Il lll, IV na concentragdo 102 M, apds sete dias, foi
aumentado no cortex pré-frontal. Nao foi observada alteragdo significativa na
atividade do complexo |.

8. A administragcado de ouabaina inibiu significativamente a enzima CS no cortex pré-
frontal nas concentragdes 10 e 102 M, mantendo-se alterada apds sete dias.

9. Os sintomas apresentados nos ratos, com este modelo de mania, tém

proximidade com os sintomas diagnosticados em seres humanos portadores de TB.
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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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