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RESUMO

A fisiopatologia do transtorno bipolar (TB) ocorre dada uma complexa interagdo no sistema
neuroimunoendocrino de diferentes fatores génicos, moleculares, celulares e ambientais.
Ambos episodios, depressivo e maniaco, do TB foram associados com fatores
imunoinflamatorios. Zileuton é um inibidor da enzima 5-lipoxigenase envolvida na producao
de mediadores lipidicos pr6 e anti-inflamatérios como leucotrienos e lipoxinas,
respectivamente. As lipoxinas modulam a expressdo da proteina Supressor de Sinalizacdo de
Citocinas (SOCS) 2, que por sua vez, regula a sinalizacdo de citocinas e fatores neurotroficos.
Atualmente, ndo existe um modelo experimental que reproduza a oscilacdo de depressdo para
mania apresentada no TB. Porém, o comportamento tipo mania pode ser induzido por GBR
12909 (inibidor seletivo do transportador de dopamina), sendo um modelo de mania bem
aceito. O papel de SOCS2 e eicosanoides no TB ndo é conhecido sendo a sua elucidacdo o
objetivo principal desse estudo. Camundongos C57BL6 e deficientes para SOCS2 (SOCS27)
foram administrados com GBR 12909 ou salina e tratados com Zileuton ou veiculo. A
presenca de mania foi avaliada por andlise de hiperlocomoc¢do, durante 30 minutos;
imediatamente ou 24 horas apds a administracdo de GBR 12909. A expressdo de SOCS2 e
produgdo de citocinas e fatores neurotroficos foram avaliadas em diferentes regides do
cerebro utilizando Western Blotting, CBA (Cytometric Bead Array) e ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay), respectivamente. Os resultados demonstraram que
camundongos SOCS2”- apresentaram um comportamento basal depressivo. O GBR 12909
induziu hiperlocomogéo em animais selvagens e com atraso nos deficientes em SOCS2; a
qual foi ainda apresentada nos deficientes, mas ndo nos selvagens, apos 24 horas. Nossos
resultados demonstraram menor expressdao de SOCS2 no cortex pré-frontal de selvagens
administrados com GBR 12909. Com a administracdo de GBR 12909, a deficiéncia de
SOCS2 resultou no aumento de 1L6, MCP1 e IL10 e reducéo de fatores neurotroficos (BDNF
e GDNF). O tratamento com Zileuton apds administracdo de GBR 12909, preveniu do
episédio de tipo mania, e alterou os niveis de citocinas e fatores neurotroficos de forma
dependente de SOCS2. Em conjunto, esses resultados sugerem que administracdo de GBR
12909 em SOCS2”, pode ser um potencial modelo experimental para o estudo do transtorno
bipolar e que Zileuton reduz a gravidade dos sintomas de mania experimental através da
inducdo de SOCS2.

Palavras-chave: Transtorno bipolar, mania, depressédo, SOCS2, eicosanoides, modelo animal.




ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) pathophysiology occurs because of a complex interaction in
neuroimunoendocrine system of genetic, molecular, cellular and environmental factors. Both
episodes, depressive and manic, of BD were associated with immunoinflammatory factors.
Zileuton is an inhibitor of the 5-lipoxygenase enzyme involved in the production of pro-and
anti-inflammatory lipid mediators such as leukotrienes and lipoxins, respectively. Lipoxins
modulate the expression of the protein Suppressor of Cytokine Signaling (SOCS) 2, which, in
turn, regulates the signaling of cytokines and neurotrophic factors. Currently, there is no
experimental model reproducing the oscillation of depression to mania presented in TB.
However, mania-like behavior can be induced by GBR 12909 (selective inhibitor of
dopamine transporter), being a well-accepted model of mania. The role of SOCS2 and
eicosanoids in TB is not known and its elucidation is the main objective of this study.
C57BL6 (C57BL6) and SOCS2 Knock-out (KO) mice were administered with GBR 12909 or
saline and Zileuton or vehicule, and the presence of mania was assessed by hyperlocomotion
analysis immediately for 30 minutes or 24 hours after administration of GBR. The expression
of SOCS2 and production of cytokines and neurotrophic factors were evaluated in different
regions of the brain using Western Blotting, CBA (Cytometric Bead Array) and ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), respectively. SOCS2 KO mice presented a
depressive basal behavior and when treated with GBR 12909, despite having a delayed mania
response, they were not able to control the action of GBR; since in C57BL6 the
hyperlocomotion is evident after 10 minute of drug administration in SOCS2KO occurred
only 25 minutes later and remained high up to 24 hours later. Our results demonstrated lower
expression of SOCS2 in prefrontal cortex of the brain of GBR treated C57BL6 mice
compared to untreated. Deficiency of SOCS2 resulted in increased 1L6, IFNy, MCP1, and
IL10 and reduced neurotrophic factors (BDNF and GDNF). Treatment with Zileuton
increased SOCS2 expression in the prefrontal cortex, but not in hippocampus, of the GBR-
treated C57BL6, and reduced mania like behavior in these animals but not in SOCS2 KO.
Taken together, these results suggest that administration of GBR in SOCS2 KO may be a
potential experimental model for the study of bipolar disorder and that Zileuton reduces the
severity of experimental mania symptoms by inducing SOCS2.

Key words: Bipolar disorder, mania, SOCS2, eicosanoids, animal model.
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1. INTRODUCAO

O transtorno bipolar (TB) é uma condicao psiquiatrica complexa e cronica, que ocorre
com flutuacdes do humor entre depressao e mania; e cuja gravidade e frequéncia aumentam
com o tempo (American-Psychiatric-Association, 2013). Na populacdo constitui uma das 20
principais doengas, associada a longos periodos de incapacidade (WHO, 2008), que acarreta
importantes prejuizos funcionais e cognitivos; e diversas comorbidades, como por exemplo
ansiedade, epilepsia, transtornos de tiroide, doencas cardiovasculares, autoimune-alérgicas e
diabetes mellitus (Lala SV, 2012), com impacto significativo na qualidade de vida (Gutierrez-
Rojas L, 2008).

No TB ha evidéncias do envolvimento de fatores genéticos, moleculares e celulares
associados ao sistema neuroimunoendocrino, bem como de condi¢des ambientais; que em
associacdo, promovem uma perturbacdo da neurotransmissdo, da neuroplasticidade e de
aspectos neuroanatémicos nos individuos bipolares (Schloesser RJ, 2008, Maletic V, 2014).
Diferentes pesquisas tém demonstrado a nivel celular, algumas alteracdes neuro-gliais, que
envolvem perda/atrofia celular, e ocorrem com afetacdo da neuroplasticidade e dos niveis de
fatores neurotroficos; assim como no perfil de células imunes, na liberagdo de citocinas por
células mononucleares estimuladas, entre outras relativas a uma resposta imuno-inflamatoria,
que envolve exacerbacdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (Manji HK, 2000,
Schroeter ML, 2010, Barbosa 1G, 2014). Porém os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na fisiopatologia do TB ndo estdo completamente elucidados, o que dificulta a
identificacdo de potenciais alvos terapéuticos e o desenvolvimento de novos farmacos.

Ainda se desconhece a relacdo de causa ou efeito do processo de exacerbacdo dos
niveis de citocinas nesta doenca. Porém, estes niveis dependem de mecanismos de regulacéao
biolégica como os desempenhados pelas proteinas da familia Supressor da Sinalizagdo de
Citocinas (SOCS). Por sua vez a atividade destes reguladores, particularmente de SOCS2, em
processos de resolucdo da inflamacgédo tem sido estudado em contextos como a atividade anti-
inflamatdria de lipoxinas induzidas por aspirina (ATL) (Machado FS. 2006), mas ainda se
desconhece se existe alguma relacdo entre SOCS2 e 0s niveis de citocinas no TB e seu papel
nesta doenca.

Essa relacdo entre SOCS2 e a atividade anti-inflamatdria dos eicosanoides lipoxinas,
que sao sintetizados pela enzima 5-lipoxigenase (5-LO,) tem grande relevancia como

plausivel estratégia de regulacdo de mediadores inflamatdrios no TB. Assim, nesta pesquisa
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visa-se uma aproximacdo ao estudo do papel de SOCS2 e da enzima 5-LO nos

comportamentos maniaco e depressivo experimental.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. TRANSTORNO BIPOLAR

O transtorno bipolar (TB) é uma doenca psiquiatrica crbnica e incapacitante,
caraterizada por significativas alteracbes do humor e da atividade. Os diferentes estados de
humor no TB sdo mania, hipomania e depressdo, que podem ser apresentados ao mesmo
tempo durante o estado misto, sendo a eutimia o estado de humor em auséncia de todos os
anteriores (American-Psychiatric-Association, 2013).

Clinicamente, a mania € caracterizada por elevacdo, expansdo ou irritabilidade do
humor de forma anormal e persistente, além de hiperatividade e insénia. A hipo-mania é um
estado de mania de gravidade menor. Ja a depressdo bipolar caracteriza-se, dentre outros,
pelos sentimentos de tristeza, vazio, isolamento social e pensamentos de morte recorrente.
Apesar dos episdédios de depressdo serem mais frequentes durante o curso da doencga, a mania
é a caracteristica principal do TB sendo o diagnostico baseado na ocorréncia de pelo menos
um episodio de mania ou hipomania ao longo da vida (American-Psychiatric-Association,
2013).

A prevaléncia na populagao mundial esta entre 0.1% a 4.4%, de acordo com 0 pais
(Merikangas, et al., 2011), com o primeiro episodio ocorrendo durante a adolescéncia ou na
fase de adulto jovem, entre 15 e 24 anos (Perlis et al., 2009; Bauer et al., 2010). Embora sua
prevaléncia seja inferior aquela relatada para outros transtornos mentais, como depressdo
maior (prevaléncia 3 vezes superior) e ansiedade (prevaléncia 6 vezes superior) (Kessler et
al., 2005), o TB ocorre com importantes prejuizos funcionais e cognitivos, diversas
comorbidades (Lala SV, 2012), com impacto significativo na qualidade de vida (Sierra et al.,
2005; Gutierrez-Rojas et al., 2008; Shippee et al., 2011; Sol¢ et al., 2012; Barbosa et al.,
2013). Estima-se que o risco de suicidio em pacientes com TB ¢ de 5 a 17 vezes maior
(Bostwick JM et al., 2000), ocorrendo em 10 a 20% dos casos (Novick et al., 2010;
Undurraga et al., 2012). Portanto, o TB esta associado a um significativo impacto clinico e

socioecondémico (Kupfer, 2005).

2.2. PERSPECTIVA HISTORICA

O TB ¢é uma das doencas ja descritas na antiguidade. A evolucao do termo deve-se aos
médicos, comecando com Areteu da Capaddcia no século | d.C, seguidor da doutrina

hipocrética, foi o primeiro a descrever dois estados de humor opostos, melancolia e mania,
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como duas imagens da mesma doenca. Porém, o conceito moderno, que reconhece a
depressdo e a mania como episodios da mesma doenca, surgiu na Franca com Falret (1851);
descrevendo pela primeira vez, com o nome de ‘folie circulaire’, um transtorno mental
caraterizado por um ciclo continuo de depressdo, mania e intervalos sem sintomas de duracao
variada. Na mesma época, Baillarger (1854) propds um outro conceito sob o nome de ‘folie a
double form’, 0 qual se contrapunha ao do Falret, defendendo que o intervalo entre mania e
melancolia ndo era importante (Angst J, 2001).

Os dois conceitos foram amplamente difundidos na Franca e em outros paises da
Europa, notadamente nos germano-falantes. Karl Kahlbaum, que defendia o conceito do
Falret, em 1863 denominou a doenga como “circulares Irresein” (doenga mental circular),
conceito o qual embora enfrentasse alguns opositores, dez anos depois, ja era de completa
aceitacdo, inclusive em outros paises como nos Estados Unidos. Em 1915, com o considerado
fundador da psiquiatria moderna Emil Kraepelin, a denominagdo comecou a ser conhecida
como doenga maniaco-depressiva (manic-depressive insanity), unificando todos 0s
transtornos afetivos neste conceito, apresentando dicotomias como psicoses “endogenas” que
viravam “deméncia precoce” e “doenca maniaco-Oepressiva”. Entretanto este conceito foi
reconhecido como “fraco e limitado” pelo préprio Kraepelin (Angst J, 2001).

Nesse contexto, outros médicos alemaes comecaram a expandir de novo o conceito,
como Carl Wernicke (1900), que defendeu que episodios isolados de mania e de melancolia
eram diferentes de doenca mental maniaco-depressiva. Depois Karl Kleist (1911) diferenciou
entre transtornos afetivos unipolares (“einpolig”) e bipolares (“zweipolig”) e Karl Leonhard
(1957) adicionou distintas e complexas classificacGes (Angst J, 2001).

Finalmente, o conceito de TB surgiu em 1966 com duas publicacdes, uma na Suica e a
outra na Escandinavia pelos médicos Jules Angst e Carlo Perris, respectivamente. O conceito
de TB continua em desenvolvimento, tentando ajustar-se as variadas e complexas
manifestacbes com que o TB se apresenta na populacdo. Dessa forma, Angst (1978)
propuseram seis distingfes para o transtorno bipolar e outros médicos, como o estadunidense
Akistal as denominaram como “espectro bipolar”. A edi¢do de 2013 do Manual Diagnostico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) separou 0 TB e os transtornos relacionados
(transtorno ciclotimico, transtorno bipolar induzido por substancias/medicagdo, transtorno
bipolar devido a outras condi¢bes médicas, outros transtornos bipolares e transtorno bipolar
ndo especifico), dos transtornos depressivos (American-Psychiatric-Association, 2013). A
perspectiva historica reflete a complexidade do TB, cujo diagnéstico adequado pode demorar

até 10 anos apos a manifestacdo dos primeiros sintomas (Rapoport S I, 2014).

15



2.3. DIAGNOSTICO

As discussdes dos conceitos anteriormente mencionados serviram de fundamento para
a classificacédo atual descrita pelo DSM- 5 e pela Revisao da Classificagao Internacional de
Doengas (CID-10).

Segundo o DSM-5, o0 TB do tipo | representa o classico conceito maniaco-depressivo,
reconhecido como psicose afetiva durante o século XIX. O diagnostico atual requer que o
individuo apresente mania durante pelo menos 1 semana, ou um tempo menor se a
hospitalizacdo for necessaria (American-Psychiatric-Association, 2013). Difere do conceito
classico no qual sintomas de psicose ou de depressdo eram diagnosticados. Entretanto, os
episddios de depressdo sao frequentes na maior parte das pessoas que apresentam a totalidade
dos sintomas de mania (American-Psychiatric-Association, 2013).

O diagnostico de TB do tipo Il é caracterizado por um ou mais episédios de depressao
(com duracéo de duas semanas no minimo) e de pelo menos um de hipomania (com duracéo
de pelo menos 4 dias). Apresenta gravidade similar ao TB do tipo I, devido a quantidade de
vezes que os individuos apresentam depressdo e o significativo prejuizo das atividades
sociais associadas a instabilidade do humor no tipo Il (American-Psychiatric-Association,
2013). De forma interessante, o TB do tipo Il ndo existe na classificacdo do CID-10 e s0 trata
0 TB de forma unica sem classificagdo entre | ou Il (Karanti A et al., 2016).

O diagnostico de TB é complexo e heterogéneo, pois apresenta carateristicas comuns a
outras psicopatologias como o transtorno depressivo maior e a esquizofrenia. Neste cenario,
um diagndstico pode se limitar por varios anos a uma classificacdo intermediaria, conhecida
como transtorno esquizo-afetivo ou a uma categoria de “ndo especificado” (Muneer A, 2016).
O diagnostico ndo adequado influencia significativamente a tomada de decisdo clinica e a
eficacia do tratamento, aumentando assim a morbimortalidade e o risco de suicidio. Outras
comorbidades psiquiatricas que também interferem no diagndstico e tratamento do TB,
incluem o transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (attention deficit hyperactivity
disorder - ADHD), além dos transtornos de ansiedade, personalidade, alimentagdo e uso de
substancias psicoativas (Mclntyre RS et al., 2008, Mclintyre RS et al., 2014, Maletic V and
Raison C, 2014).

Importantes esforgos na tentativa de melhorar a caraterizacdo e prevengéo do TB tém
sido feitos. Nesse contexto, a pesquisa de marcadores bioldgicos associados especificamente
ao TB, que permitam diferenciar essa condi¢do de doencas com sintomatologia similar esta

em ampla expansdo nas ultimas décadas (Teixeira AL et al., 2013, Rolstad S et al., 2015).
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Entretanto, a complexidade bioldgica e clinica do TB tem dificultado a completa elucidacdo
da fisiopatologia do TB bem como a identificagdo de potenciais biomarcadores e o

desenvolvimento de novos farmacos.

2.4. TRATAMENTO

O tratamento do TB tem se baseado principalmente em terapias farmacoldgicas e
psicoldgicas. Os estabilizadores de humor, em especial o litio, tém sido amplamente
indicados, embora nem todos os pacientes respondam efetivamente a esse tratamento. De
maneira geral, os estabilizadores de humor propostos como terapia para o TB sdo descobertos
de forma aleat6ria, uma vez que tém indicacdes iniciais para outras condi¢cbes como psicoses
e epilepsia. Dentre os antipsicéticos podemos citar a quetiapina, a olanzapina e o aripiprazole
e 0s principais antiepiléticos sdo o valproato, a carbamazepina e a lamotrigina (Karanti A et
al., 2016).

O litio é ainda o tratamento de primeira linha, em forma de sais como carbonato de
litio, citrato de litio e orotato de litio, e foi inicialmente usado com sucesso para o tratamento
de gota (Shorter E, 2009). Seu uso na psiquiatria comegou aproximadamente em 1879,
entretanto, ndo existem referéncias de seu uso durante a primeira metade do século XX. Foi
reintroduzido na psiquiatria por John Cade em 1949 e aprovado pela Food and Drugs
Administration (FDA) em 1970, para tratamento de mania (Shorter E, 2009). O mecanismo de
acdo do litio, como estabilizador de humor ndo e conhecido; embora existam alguns
mecanismos sugeridos, como a interacdo com transportadores neuronais de cations
monovalentes e bivalentes, a regulacdo dos receptores para glutamato e para serotonina, assim
como a inibicdo da enzima glicogénio sintase quinase - 3 (glycogen synthase kinase - GSK-3)
(Alda M, 2015).

O desenvolvimento de novos farmacos, especificos para o TB, tem sido dificultado
pelo menos em parte pela ndo completa elucidacdo dos processos fisiopatoldgicos associados
a essa condicdo. O segundo obstaculo é que ndo existe um modelo animal, que reproduza a
sintomatologia, particularmente a oscilagdo entre mania e depressdo, dificultando assim o

estudo dos mecanismos fisiopatologicos e dos efeitos de novas estratégias terapéuticas.
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2.5. ACOMPLEXIDADE DO TRANSTORNO BIPOLAR

O estudo da fisiopatologia do TB ainda ndo é completo. Ha evidéncias do
envolvimento de fatores genéticos, moleculares e celulares associados ao sistema
neuroimunoendocrino, bem como de condigdes ambientais, que em associagcdo, promovem
uma perturbacdo da neurotransmissdo, da neuroplasticidade e de aspectos neuroanatdémicos
nos individuos bipolares (Schloesser RJ, 2008, Maletic V, 2014). Estudos sugerem que o TB
surge especificamente da desregulacdo de importantes vias bioquimicas, com alteracdo na
sinalizacdo de glicocorticoides, aumento do estresse oxidativo, alteragdo no metabolismo do
triptéfano, perturbacdo do turnover (degradacéo e reposicédo) de fosfolipidios e desequilibrio
da resposta imune (Muneer A, 2016). Nesse contexto, o TB resulta em significativos
prejuizos cognitivos, endocrinolégicos, autondmicos e imunolégicos (Phillips ML, 2006,
Barbosa I1G, 2013a)

O comprometimento de multiplos sistemas biologicos, os processos fisiopatologicos e
as consequentes manifestacdes se modificam ao longo do tempo durante o curso da doenca.
Assim, o TB manifesta-se de forma distinta na juventude, na fase adulta e na senescéncia.
Diferente de outras doencas psiquiatricas, no TB ocorre a oscilagdo de duas condicdes
opostas, mania e depressao; que apresentam variacdes em relacdo a frequéncia e duracdo de
cada episddio. Essas variagdes podem ser observadas entre os pacientes e inclusive no mesmo
paciente, podendo ter quase um numero infinito de combinag6es de sintomas no TB (Maletic
V and Raison C, 2014).

O significativo impacto clinico e socioecondmico reforca a necessidade de um
conhecimento mais profundo dos processos génicos, moleculares e celulares envolvidos no
TB (Maletic V and Raison C, 2014). Nesse sentido, recentemente o Instituto Nacional de
Saude Mental (National Institute of Mental Health — NIMH) dos Estados Unidos propuseram
0 uso de critérios de dominio de pesquisa (Research Domain Criteria - RDoC). Os critérios de
dominio séo considerados processos avaliados na psiquiatria, como cogni¢do, modulagdo do
sono, processos sociais, dentre outros, para serem estudados, em modelos animais, como
dominios em diferentes niveis incluindo comportamentais, moleculares, celulares e genéticos.
(Cosgrove VE et al., 2016). A importancia disto € que oferece uma abordagem direcionada

das pesquisas na compreensdo de doengas complexas como o TB.

18



2.6. FISIOPATOLOGIA

2.6.1. Fatores Genéticos

A herdabilidade no TB encontra-se entre 80% a 85% (Bienvenu OJ, 2011). O risco
genético ndo se encontra distribuido aleatoriamente no genoma mas corresponde a rotas
funcionais definidas. Estudos de associacdo do genoma completo (genome-wide association
study — GWAS), encontraram risco genético em termos de polimorfismo de nucleotideo Unico
(single nucleotide polimosfism — SNPS) para as vias de sinalizagdo do hormonio liberador de
corticotrofina, de sinalizacdo cardiaca B-adrenérgica, da sinalizacdo de fosfolipase C, de
sinalizacdo do receptor NMDA de glutamato, de sinalizagdo de endotelina-1 e de sinalizacao
de hipertrofia cardiaca (Nurnberger JI Jr et al., 2014, Maletic V and Raison C, 2014).

Adicionalmente por GWAS tem se estabelecido uma similaridade genética maior do
TB com esquizofrenia do que com o transtorno de depresséo maior (Cross-Disorder Group of
the Psychiatric Genomics Consortium, 2013). Além disso, 5 vias biolégicas associadas ao TB
foram sugeridas por GWAS, estas incluem a sinalizacdo de dopamina regulada por glutamato
e a remodelacdo do citoesqueleto por mediacdo adrenérgica (Torkamani A, 2008). Assim
como existem evidéncias da superexpressdo de genes associados a inflamagdo como IL6
(interleucina 6), TNF (tumour necrosis factor), PTGS2 (prostaglandin-endoperoxide
synthase), e PTX3 (Pentraxin-related protein) (Padmos RC, 2009).

Outros estudos demostraram polimorfismo de genes associados a regulacéo do ciclo
circadiano, como os CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) (Shi J et al., 2008),
assim como de genes que codificam para receptores, transportadores e enzimas de sintese e
catalise de monoaminas, como a catecol O-metiltransferase (COMT) (BK, 2012), monoamina
oxidase (MAO), transportador de dopamina (DAT), transportador de serotonina (S5HTT),
triptofano hidroxilase (TPH2), bem como receptores de dopamina (D2 e D4) e de serotonina
(5HT4 e 5HT2A) (Barnett JH and Smoller JW, 2009, Serretti A and Mandelli L, 2008).

O polimorfismo no gene para o fator neurotrofico BDNF (brain derived neurotrophic
factor) no TB foi associado com a gravidade da doenga, com o inicio prévio na adolescéncia,
a propensdo de oscilacdo rapida e ao prejuizo da cognicdo e da execucdo de atividades.
(Geller B, 2004, Vincze I, 2008). Outro gene associado com a etiologia do TB, é 0 GSK3
para a enzima glicogénio sintase quinase 3, uma das vias inibidas pelo litio e associada ao seu
efeito terapéutico. Assim como também ha evidéncias da interconexdo entre genes que
regulam a sinalizacdo dopaminérgica (GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, GRM3 e GRM4), a resposta
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ao estresse (ND4, NDUFV2, XBP1 e MTHFR), a inflamacdo (PDE4B, IL1B, IL6 e TNF), a
apoptose (BCL2A1 e EMP1) e a mielinizacdo mediada por oligodendrdcito (elF2B) (Carter
CJ, 2007a, Carter CJ, 2007b, Padmos RC et al., 2008)

2.6.2. Fatores Neuroanatémicos

A realizacdo de exames de neuroimagens, que permitem o estudo da estrutura e funcao
cerebrais, tem sido limitada no TB devido ao fato de seus procedimentos exigirem que 0
individuo permaneca imdvel, o que ndo pode ser garantido nos individuos durante a mania.
Por outro lado, 0 uso de medicamentos impacta a funcao cerebral, e prejudica uma analise da
neuropatologia sem o efeito da medicacdo. Embora nos casos de sintomatologia mais leve
possa haver suspencdo da terapia, em individuos com histdria de sintomatologia severa € cli
nica e eticamente inviavel (Phillips ML et al., 2008, Grande | et al., 2012).

A maior parte das evidéncias sobre estrutura e funcdo cerebrais no TB carecem de
confiabilidade e robustez. Entretanto, ha resultados consistentes que demonstraram que a
neuropatologia do TB ndo esté associada com mudangas em uma regido especifica do sistema
nervoso central (SNC), mas com a disfungdo de redes cerebrais interconectadas, envolvidas
com atividades emocionais, cognitivas, comportamentais, autonémicas,
neuroimunoendocrinoldgicas e do ciclo circadiano (Goldstein Bl et al., 2009, Strakowski SM
etal., 2012).

Neste sentido, duas redes de interconexdo envolvendo regides do cortex pré-frontal e
do sistema limbico participam da fisiopatologia do TB. A primeira estd associada ao aspecto
emocional e inclui o cértex pré-frontal ventromedial, o giro do cingulo anterior, o nucleo
accumbens, o globo pélido e o tdlamo. A conexdo estabelecida entre essas areas controla as
respostas da amigdala principalmente relacionadas ao sentimento de melancolia desencadeado
pela memdria de perdas passadas. A segunda envolve o aspecto cognitivo do TB e inclui o
cortex pré-frontal ventrolateral, o giro do cingulo dorsomedial, o estriado ventromedial, o
globo palido e o talamo. Outras conexdes do SNC comprometidas no TB estdo associadas
com processamento e planejamento de informacdes, criatividade e memoria autobiogréfica e
envolvem areas do cortex pré-frontal, do sistema limbico, parietais, mesotemporais e do pré-
cuneous. (Maletic V and Raison C, 2014)

Em relagdo ao tamanho do hipocampo os resultados sdo controversos e pouco
conclusivos. Ha casos de aumento, outros de diminuicdo e outros em que ndo houve
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mudancas significativas no volume hipocampal. Em relacdo a amigdala, suas mudancas
parecem estar associadas com a progressdo da doenca, reforcando a ideia de que mudancas
anatdmicas e possivelmente funcionais ocorrem de acordo com a idade. Assim, em criangas e
jovens ha reducdo do tamanho da amigdala e na fase adulta um aumento (Blond BN et al.,
2012, Beyer JL and Krishnan KR, 2002).

2.6.3. Neurotransmissao

O TB esta associado a um desequilibrio nos circuitos de transmissdo neuronal, com
exacerbacdo da transmissdo dopaminérgica e glutamatérgica, assim como reducdo da
transmissdo colinérgica e distarbio da serotoninérgica (Rapoport S 1, 2014).

Estudos em neuroimagem e farmacoldgicos tém demonstrado que no TB a mania
ocorre com incremento de dopamina e disfuncdo do receptor de dopamina. O aumento de
dopamina poderia ser o responsavel por induzir a depressao (Maletic V and Raison C, 2014).
Em relagdo a serotonina, alguns estudos indicam que na depresséo estd diminuida a ligagéo de
serotonina a seus receptores e aumentada na mania, porém esses resultados ndo foram
consistentes ou reproduziveis. Por outro lado, tem-se achado que no TB ha uma alteragéo de
norepinefrina, embora os resultados sejam ainda controversos e inconclusivos (Maletic V and
Raison C, 2014).

Em relacdo ao acido y-aminobutirico (GABA) e ao glutamato, no TB parece ocorrer
uma alteracdo da recaptagéo destes neurotransmissores, como foi demonstrado em estudos em
plaquetas de pacientes bipolares, nos quais foi relatado um aumento da recaptacdo de GABA
na depressdo e diminuicdo na mania. Em relacdo ao sistema glutamatérgico um aumento na
receptacdo de glutamato foi descrito na fase de mania (Daniele S et al., 2012).

Apesar de contribuirem com o entendimento das alteragdes de neurotransmissores no
TB, os estudos sobre a neurotransmissao ndo explicam completamente a fisiopatologia do TB
e sd0 inconsistentes ou pouco reprodutiveis. E fundamental ressaltar a estreita comunicacio
bidirecional do SNC, com os sistemas enddcrinos e imune, 0s quais também parecem

desempenhar um importante papel na fisiopatologia do TB (Maletic V and Raison C, 2014).
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2.6.4. O eixo Hipotalamo — Pituitaria — Adrenal (HPA).

Distintas evidéncias demostraram que situacGes de estresse podem desencadear 0s
sintomas do TB (Kraepelin E, 1899, Post RM, 1992, Kessing LV, 1998, Kendler KS, 2001,
Kessing LV, 2005, Post RM, 2007, Post RM, 2009, Muneer A, 2016). Este vinculo é descrito
pela alteracdo no eixo HPA que os pacientes apresentam (Watson S, 2004). Assim, estudos
sobre o0s niveis de cortisol sisttmico de individuos com TB tém consistentemente
demonstrado elevagdo em comparagdo com controles. Além disso, resultado negativo no teste
de supressdao de liberacdo de horménio corticotropico com dexametasona tem indicado
comprometimento do receptor de glicocorticoide no TB. Adicionalmente, a perda da funcao
do receptor de glicocorticoide pode ser influenciado pelo aumento dos niveis de citocinas
descrito no TB (Watson S, 2004, Muneer A, 2016).

H& evidéncias de que a desregulacdo do eixo HPA no TB é originada por uma
liberacdo exagerada do hormoénio liberador de corticotrofina, que causa aumento dos niveis
circulantes de glucocorticoides. A subsequente desregulacdo cortico — limbica, aumenta a
atividade na amigdala, e prejudica a funcdo reguladora do hipocampo (Drevets WC, 2008,
Maletic V and Raison C, 2014).

Apesar de os estudos sobre a regulacdo hormonal terem fornecido informacgdes
relevantes sobre a fisiopatologia do TB, alteraces do sistema enddcrino em geral e do eixo
HPA ndo sdo exclusivas dessa condicéo e ja foram descritas em diferentes transtornos mentais
como a depressdao maior (Wingenfeld K, 2015 ). Alem disso, ndo é suficiente para explicar

por completo os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no TB.

2.6.5. Estresse oxidativo e metabdlitos do triptofano

2.6.5.1 A mitocondria no Transtorno Bipolar

A mitocndria é a organela responsavel pelos processos celulares de obtengdo de
energia quimica a partir de moléculas de alta energia através de reacOes de oxidacdo. As
especies reativas de oxigénio (reactive oxygen species — ROS) sdo subprodutos dessas reacdes
gue tem sido associados com dano de proteinas, DNA e lipideos celulares (Andreazza AC et
al., 2007).Esta organela regula importantes processos como neuroplasticidade, apoptose,

controle dos niveis de calcio celular e neurotransmisséo. Alteracdo de proteinas mitocondriais
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no TB foi descrita em estudos genéticos, indicando um potencial envolvimento de
mitocondrias no desenvolvimento desse transtorno(Muneer A, 2016, Andreazza AC et al.,
2007).

Ha evidéncias que demonstraram aumento de espécies reativas de oxigénio no TB. As
ROS mediariam suas a¢des por ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (N-
metilD-aspartato) e induziriam excitotoxicidade, que corresponde ao processo de morte de
neurdnios por superatividade do sistema glutamatérgico e aumento do influxo de célcio
(Sorce S and Krause KH, 2009) (Maletic V and Raison C, 2014). Além disso, as ROS
também induzem resisténcia ao cortisol, afetando o deslocamento intracelular do receptor de
glicocorticoide, induzindo desregulacdo do eixo HPA. (Maletic V and Raison C, 2014

Estudos demonstraram ainda que as ROS aumentam o0s niveis de citocinas
inflamatdrias, promovem dano da barreira hematoencefalica e afetam a estabilidade de
neurotransmissores. (Maletic V and Raison C, 2014). Adicionalmente, os radicais livres
gerados durante o processo de oxidagdo no TB induzem ativagdo das MAPKs (mitogen
activated protein kinase) (Muneer A, 2016). Outro evento associado a disfuncdo mitocondrial
no TB é o0 aumento da peroxidacdo de lipideos no SNC bem como dano de DNA e RNA, por

acao de radicais livres (Anderson G, 2015)

2.6.5.2 Neurorregulacdo de metabolitos do triptofano

Estudos recentes vém estabelecendo que no TB h& aumento central e periférico de
metabolitos de triptofano (TRYCAT), diminuindo assim a disponibilidade deste aminoacido
para ser usado na sintese do neurotransmissor serotonina e do horménio melatonina. Este
processo ocorre principalmente como resultado da inducdo da enzima IDO (2,3-
dioxigenasaindolamina) que cataboliza o triptofano em resposta ao aumento da concentragéo
de citocinas inflamatorias (Anderson G, 2015). O processo de catabolismo do triptofano
acontece no neurdnio e € induzido por atividade de células da glia, principalmente microglia.
Os principais produtos do catabolismo de triptofano sdo o acido quinurénico (KYNA) e o
acido quinolinico (QUIN) que tém acdo contrarias. Os TRYCAT participam de distintos
processos celulares, como a neurotransmissdo e a excitotoxicidade Por exemplo, QUIN é
agonista do receptor NMDA, enquanto que KYNA é antagonista, assim um aumento na

concentracdo de QUIN, desencadeia a morte neuronal (Anderson G, 2015).
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2.6.5.3. Ciclo circadiano e do sono

Individuos com TB apresentam altera¢fes do ciclo circadiano e do sono. Estudos do
sono por polissonografia revelaram que em comparagdo com controles, individuos com TB
apresentam maior variacao nos padrdes de sono, como maior fragmentacdo e menor eficacia
(Milhiet V et al., 2011, Milhiet V et al., 2014). Essas alteracdes parecem estar associadas com
0 hormonio melatonina cuja producdo nos humanos esta envolvida na inducdo do sono. Neste
sentido, no TB hé& alteracdes na concentracdo de melatonina plasmatica, assim algumas
evidéncias indicam que, esta é duas vezes menor do que em individuos saudaveis. AlteracGes
na producdo de melatonina podem estar relacionadas com as disfungdes descritas nas vias de
triptofano e serotonina. Ha evidéncias de que o aumento de catabdlitos do triptofano que

acontece no TB, prejudica a sintese de melatonina (Gonzalez R, 2014).

2.7. FATORES NEUROTROFICOS E CITOLOGIA NEURONAL

O descrito até o presente € uma perspectiva isolada, que ndo integra satisfatoriamente
0s sistemas para explicar de forma completa a fisiopatologia do TB. Uma potencial
explicacdo se deve ao fato de que estudos em humanos apresentam importantes limitagdes
éticas dificultando a analise direta do SNC. As medic¢des indiretas muitas vezes ndo séo
reproduziveis ou ndo refletem as particularidades da doenca associadas a idade ou gravidade
de progressdo dos sintomas. Dessa forma, atualmente, a identificagdo de um potencial
biomarcador para o TB constitui um importante desafio.

Nesse contexto, a compreensdo dos mecanismos de comunicacdo e sinalizacdo que
regulam os processos envolvidos no TB, devem ser estudados com mais profundidade,
visando identificar mecanismos singulares associados a doenca. Na ultima década, houve
progressos no estudo de bases moleculares que participam desses processos de comunicacao
bioldgica no TB.

O desenvolvimento, diferenciacdo e sobrevida neuronal dependem de uma familia de
proteinas denominada de fatores neurotréficos, os quais modulam processos como a
excitabilidade neuronal e a transmissdo sinaptica (Barbosa | G, 2012). A familia dos fatores
neurotroficos € constituida pelas neurotrofinas, membros da familia do GDNF (fator
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neurotréfico das células de linhagem glial) e citocinas neuropoiéticas (como a neurotrofianl —
NNT1) (Poo M, 2001, Boyd J G, 2003).

Todas as neurotrofinas tém carateristicas bioquimicas similares. As mudancas nos seus
dominios determinam a unido a receptores especificos, que levam a diferentes efeitos
biologicos. Correspondem a familia destas proteinas: o fator neurotrofico derivado do cérebro
(brain derived neurotrophic fator - BDNF) , o fator de crescimento neuronal (nerve growth
factor - NGF) e as neurotrofinas 3, 4/5 e 6 (Hu Y, 2008, Teixeira A L, 2010).

No SNC o BDNF é a neurotrofina mais abundante, expresso principalmente em areas
cerebrais responsaveis pela regulacdo da emocdo e da cognicdo como a amigdala, o
hipocampo e o cortex pré-frontal (Barbosa | G, 2012). De forma interessante, como o
hipocampo controla a atividade do eixo HPA, alteracbes nos niveis de BDNF, tém sido
associadas a inducgéo da fase de mania por estresse (Schiile C, 2006, Maletic V and Raison C,
2014).

Algumas funcdes em que o BDNF participa, incluem a regulacdo do crescimento de
axonios e dendritos, liberacdo de neurotransmissores (serotonina, glutamato, GABA),
plasticidade sindptica e sobrevida neuronal (Barbosa | G, 2012, Maletic V and Raison C,
2014).

Estudos sugerem que os niveis de BDNF, em individuos com diagnostico de TB, estéo
reduzidos na fase de depressdo (em soro e plasma) e de mania (em soro). As concentracdes de
BDNF podem ser afetadas pelo percurso da doenca ou pelos tratamentos, podendo aumentar
com a progressdo do TB. Porém, os resultados sobre o papel dessa neurotrofina no TB séo
ainda controversos (Munkholm K and 2016).

O NGF estad expresso principalmente no cértex, hipocampo, pituitaria e medula
espinal; desempenhando funcbes de manutencdo do sistema nervoso simpatico e colinérgico
(Barbosa | G, 2012). Alteracbes do NGF tém sido associadas com o declinio cognitivo
encontrado em diferentes condi¢des neuropsiquiatricas como a doenga de Alzheimer, doenga
de Parkinson e esclerose multipla (Barbosa | G, 2012). Entretanto, nao tem sido amplamente
investigado no TB, e os resultados existentes séo inconsistentes (Rao S, 2017).

O membro principal da familia dos fatores neurotréficos das células da linhagem glial
é o fator neurotréfico derivado da glia (GDNF). Ha evidéncias de que o GDNF seja o
principal fator neurotrofico envolvido na sobrevida de neurdnios dopaminérgicos, estando
associado, dentre outras funcdes, a liberacdo de neurotransmissores. Portanto, seria plausivel
a hipotese de que este fator neurotréfico poderia participar de processos neurobioldgicos

associados ao TB. De forma interessante, ha evidéncias da participacdo do GDNF em
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transtornos graves do humor, como por exemplo o TB e o transtorno de depresséo maior; que
apresentam alteracdes dos processos de crescimento, maturacdo e morte de células da glia e
neuronais (Tsybko A S, 2017). Outro processo nos qual o GDNF esta envolvido € no
controle dos circuitos de noradrenalina e de GABA (Barbosa | G, 2012).

Estudos post mortem demonstraram que no TB pode ocorrer alteracdo dos trés tipos de
células da glia: astrécitos, oligodendrdcitos e microglia, incluindo diminuicdo de numero e
densidade celular. Estudo prévio demonstrou que o uso de litio ou valproato, medicamentos
utilizados no tratamento do TB, revertem a ativacao de células da glia (Maletic V and Raison
C, 2014).

2.8. INFLAMACAO NO TRANSTORNO BIPOLAR

O papel do sistema imune em transtornos mentais comecou a ser conhecido
provavelmente a partir de 1927, com o trabalho do prémio nobel Julius Wagner-Jauregg,
sobre o tratamento de psicose por inoculacdo de maléria. Posteriormente, Ader e Cohen
(1975) demonstraram que a resposta do sistema imune é influenciada por alteracdo do
comportamento, induzindo imunossupressdo em ratos submetidos ao teste de
condicionamento aversivo a gustacdo (conditioned taste aversion experiment). Assim, em
1992 foi adotado o termo de sickness behaviour ou comportamento do doente, para descrever
um conjunto de sintomas incluindo febre, perda de apetite, anorexia, apatia e depressdo em
resposta a uma infeccdo sistémica. O LPS (lipopolisacarideo), presente na membrana de
bactérias gram-negativas, € um importante indutor da resposta imune e tem sido utilizado para
0 estudo do sickness behavior e do comportamento do tipo depressivo em roedores (Myint A
M and Kim Y K, 2014).

A comunicacdo bidirecional dos processos imunoldgicos com o SNC, pode ser
explicada em parte pela interacdo desses sistemas promovida pelas chamadas citocinas, as
quais s@o produzidas por e apresentam receptores tanto em células do sistema imune, quanto
do SNC.

O termo “citocina” inclui interleucinas (ILs) e interferons (IFNs). As citocinas s@o
uma classe de moléculas de sinalizacdo que participam, dentre outras inumeras funcgdes, da
comunicagdo celular. Inicialmente, foram caracterizadas como componentes da resposta
imune, entretanto sabe-se que tém um papel em diversos processos fisiolégicos, como a

neurogénese e a maturacdo neuronal no SNC (Basrai HS et al., 2016) . As citocinas séo
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produzidas por numerosas células, como macrofagos, células dendriticas os precursores de
neurdnios (Ransome Ml et al., 2004). Podem ser classificadas como proteinas, peptideos ou
glicoproteinas e apresentam funcdo autdcrina, pardcrina e justacrina. (Mousa A, 2013). As
citocinas, em geral modulam a funcdo, crescimento, diferenciacdo e sobrevida celular. No
SNC é capaz de regular a liberacdo de neurotransmissores e neuropeptideos que influenciam a
resposta inflamatéria e vdo mediar portanto, a comunicacdo entre 0 SNC e o sistema imune
(Mousa A, 2013).

O papel das citocinas em diferentes transtornos mentais tem sido amplamente
estudado, embora ainda ndo seja claro se a resposta imune inicia no SNC ou na periferia.
Porém, as citocinas parecem contribuir para o desenvolvimento de doengas mentais, por meio
de alguns mecanismos, que incluem o controle da neurotransmissao, da atividade do eixo
HPA, regulacdo da plasticidade neuronal e da producao de fatores neurotroficos (MILLER et
al., 2009).

As citocinas inflamatorias, como IL2, IL6 e IFNy podem promover a excitotoxicidade
por meio da ativacdo de IDO (citocinas anti-inflamatérias, como IL4, IL10 a inibem) e dos
catabolitos do triptofano. Estas citocinas ativam a micrdglia, e induzem a producdo de
citocinas por essas celulas, iniciando um loop de retroalimentagdo positivo com a astroglia,
que por sua vez comega a liberar citocinas e adenosina trifosfato (ATP) que induzem a
micrdglia a produzir mais citocinas, perpetuando o ciclo de inflamacéo que leva por fim a
excitotoxicidade e a morte neuronal. Neste contexto, a astroglia para de produzir GABA, e a
micrdglia se desestabiliza, adquirindo uma forma ameboide capaz de se deslocar através do
cérebro. Nesse ambiente de inflamacdo, a astroglia também deixa de captar o glutamato em
excesso da fenda sinéptica e comeca a libera-lo, induzindo excitotoxicidade. Paralelamente a
astroglia ndo expressa mais BDNF e GDNF, afetando a funcdo da oligodendroglia de
mielinizacdo do neurénio, o que também induz apoptose neuronal (Maletic V and Raison C,
2014).

Estudos tém demonstrado que no TB, seja durante os episddios de mania ou de
depressdo, ha exacerbacdo da resposta inflamatoria (Munkholm et al., 2013; Teixeira et al.,
2013) (Barbosa et al., 2014; Munkholm et al., 2013). Por exemplo, aumento significativo nos
niveis das citocinas interleucinas (IL) -4 e IL-6, Fator de Necrose Tumoral (TNF), do seu
receptor soltvel do tipo 1 (STNFR-1), do antagonista do receptor de IL-1 (IL- 1Ra), bem
como das quimiocinas CXCL10 e CXCL11, foi encontrado no soro e plasma de pacientes em

mania (Barbosa et al., 2014; Munkholm et al., 2013). Em pacientes em depressao bipolar foi
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achado no sangue, aumento de IFNy e IL1B comparados com individuos saudaveis
(Remlinger-Molenda A et al., 2012)

2.9. RESOLUCAO DA INFLAMACAO NO TRANSTORNO BIPOLAR

Os processos de producdo e sinalizagcdo de citocinas séo regulados para dar uma
resposta bioldgica coordenada. A regulacdo da sinalizacdo de citocinas ocorre nos diferentes
niveis associados com o inicio, duracdo e magnitude. Um dos mecanismos mais importantes
de regulacdo de citocinas é através da familia SOCS (Alexander WS and Hilton DJ, 2004).
Assim, as alteracOes dos niveis de citocinas durante o TB poderia estar associada com a perda
da regulacdo destes mediadores, como acontece durante doengas infecciosas antes estudadas,
como por exemplo na infeccdo por Plasmodium berghei ANKA (PbA) (Brant F, 2016). Na
auséncia de SOCS2, os camundongos infectados com PbA apresentaram alteracdo dos niveis
de citocinas e comportamento tipo ansiedade (Brant F, 2016).

Por outro lado a resolucédo da inflamacéo por SOCS2 foi descrita previamente por nos
em outros contextos como na atividade anti-inflamatoria de lipoxinas (LXA) induzidas por
aspirina ou T. gondii (Machado FS, 2006). A enzima chave na producédo de lipoxinas é 5-L0O,
que também produz leucotrienos com atividade inflamatéria. Zileuton é um inibidor seletivo
de 5-LO indicado em doengas causadas por exacerbacao de leucotrienos como asma (Israel E
etal., 1990).

2.9.1. Supressor da Sinalizacao de Citocinas (SOCS) 2

SOCS é uma familia de oito membros (SOCS1-SOCS7 e CIS), que tém em comum
um dominio C-terminal conservado SOCS-BOX e um dominio variavel N-terminal
(Yoshimura et al., 2007). SOCS2 participa da regulagdo de vias de sinalizacdo, modulando
citocinas, fatores de crescimento, hormdnios entre outros (Rico-Bautista et al., 2006;
Pamplona et al., 2009) e é expressa constitutivamente em diferentes tecidos e células como
linfocitos T, macrdfagos, leucécitos, células dendriticas, neurénios, medula Ossea e
hepatocitos, (Rico-Bautista et al., 2006).
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SOCS?2 ¢ induzida em resposta a ativacao de vias de sinalizacdo como a JAK-STAT
(Janus kinase - signal transducer and activator of transcription Signal). Os mecanismos de
regulacdo de SOCS2 nesta via incluem o bloqueio da ligacdo de STAT a JAK, impedindo que
o sinal dependente da dimerizacdo de STAT por ligacdo a JAK propague-se, assim como
interagindo com elementos de E3 ubiquitina ligase para poliubiquitinar JAK, e promover a
degradacéo de JAK por proteosoma (Alexander WS and Hilton DJ, 2004).

No SNC, SOCS2 participa da neurogénese durante o desenvolvimento embrionario
(Polizzotto et al., 2000). O processo de diferenciacdo celular em neurdnio ou astrocito é
também controlado por SOCS, mediante a inibicdo do hormonio de crescimento (GH) que
regula a expressao de neurogenina-1 (Ngn-1) e por conseguinte o processo de diferenciacéo
celular (Turnley et al., 2002). Assim, camundongos geneticamente modificados com
deficiéncia na expressdo de SOCS2 apresentam diminui¢do na densidade neuronal e um
aumento na maturacgdo de astrocitos (Turnley et al., 2002) (Ransome e Turnley, 2005). Além
disso, SOCS2 tem um papel regulador na via de sinalizacdo de fatores neurotréficos. Ha
evidéncias de que SOCS2 influencia a sinalizacdo mediada por NGF por meio da regulacéo
do receptor de tirosina quinase A (TrkA) (Uren et al., 2014; Uren e Turnley, 2014).

Conforme mencionado anteriormente, a atividade de alguns eicosanoides como a anti-
inflamatdria das LXAs também depende de SOCS2. Estudos realizados pelo nosso grupo
demonstraram o efeito anti-inflamatorio da LXA4 e de LXA induzidas pelo acido
acetilsalicilico (anti-inflamatorio nao esteroide), sendo este efeito dependente de SOCS2.
Entre os receptores de LXA, o receptor arilhidrocarbono (AhR) citoplasmatico/nuclear, mas
nao o de superficie celular (ALXR), ¢ critico para a inducao de SOCS2 (Machado FS et al.,
2006).

Nesse contexto, 0 SOCS2 parece desempenhar um papel fundamental na regulacgéo, de
uma forma integrada dos diversos processos envolvidos na comunicagdo entre os sistemas
imune, SNC e enddcrino, associados a fisiopatologia do TB. Dessa forma, estudar o papel de
SOCS2 no TB pode constituir uma estratégia relevante para melhor compreender a
fisiopatologia do TB bem como para identificagdo de potenciais alvos terapéuticos e o

desenvolvimento de novos farmacos.
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2.9.2. Lipoxinas e 5-lipoxigenase

Os eicosanoides sao lipideos de sinalizacdo derivados do acido araquiddnico (AA) e
acidos graxos poli-insaturados (PUFAs), que controlam diferentes processos homeostaticos e
inflamatérios (Dennis EA and Norris PC, 2015 ). Os metabdlitos dos eicosanoides por
resultantes da atividade das enzimas ciclooxigenase (COX) e 5-LO, prostaglandinas e
leucotrienos, respectivamente, (Imagem 1) sdo conhecidos na inflamacdo, por participarem
dos processos relacionados a dor, edema e febre e em condigdes asmaticas, respectivamente
(Dennis EA and Norris PC, 2015 ). O papel fisioldgico de apenas alguns eicosanoides é
conhecido, sugere-se que a ativacdo do inflamassoma e o aumento de citocinas induzam a via

dos eicosanoides.
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Imagem 1. Biosintese e sinalizacdo de receptores de eicosanoides. Uma visdo lipidémica das vias
de fosfolipase A2 (PLA2), ciclooxigenase 1 (COX1), COX2, 5-lipoxigenase (5-LOX), 8-LOX, 12-LOX, 15-
LOX e citocromo P450 (CYP) epoxihidrolase da biossintese a partir do acido araquidénico. As enzimas do
metabolismo sdo mostradas em ovais amarelos; as de eicosanoides e seus receptores sdao mostradas como
quadros verdes. Os receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPARs) que sdo potencialmente
ativados por eicosanoides sdo também mostrados (quadros laranjas). A via de CYP w - hidroxilase e as espécies
lipidicas derivadas de outros &cidos graxos ndo sdo mostradas. CYSLT1, receptor de cisteinil leucotrieno 1; DP ,
receptor de PGD2; EET, &cido epoxieicosatrienoico; EP, receptor de PGE; FP, receptor de PGF; GGT, v-
glutamiltransferase; HETE, &cido hidroxieicosatetraenoico; HPETE, 4cido hidroxiperoxieicosatetraenoico; HX,
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hepoxilina; IP, receptor PGI; LT, leucotrieno; LTA4H, hidrolase LTA4; LTCA4S, sintase de LTC4; LX, lipoxina;
MBD, dipeptidase ligada a membrana; PG, prostaglandina; PGDH, PG desidrogenase; PGDS, PGD sintase;
TBXAS1, TXA sintase; TP, receptor de tromboxano; TRPAL, receptor potencial transitorio anquirina 1; TRPV1,

receptor potencial transitorio vaniloide 1; TX, tromboxano. Adaptado de (Dennis EA and Norris PC, 2015)

As células sintetizam de forma especifica um tipo seletivo de eicosanoides, embora as
quantidades que produzam védo depender das condi¢des fisioldgicas do tecido em que
residem. Por outro lado, a expressao dos receptores de eicosanoides também é especifica da
célula e do tecido. Assim funcdes fisioldgicas destes lipideos nos diferentes tecidos sdo
distintas. Por exemplo, a acdo da prostaglandina E2 (PGE2) em neurdnios estd associada a
percepc¢do de dor, e o seu sinal autécrino em macréfagos, a diminuicdo da produgdo de TNF
(Dennis EA and Norris PC, 2015).

As lipoxinas (LX) sdo mediadores eicosanoides anti-inflamatérios, produzidos por 5-
LO. A familia das lipoxinas é composta por trihidroxieicosanoides que incluem a lipoxina A4
(LXAu4) e lipoxina B4 LXBa4; assim como seus epimeros induzidos por aspirina 15-epi-LXA4 e
15-epi-LXB4. Estes lipideos exercem suas atividades por unido a seus receptores LXAR ou
AhR, dentre as quais podemos citar a inibi¢cdo do recrutamento de neutrofilos, da migracao
de leucdcitos, da translocacdo de NFkB, da adesdo de moléculas, da funcdo de células natural
killer, da produgéo de quimiocinas induzidas por TNF e da expressdo dos receptores de
quimiocinas (Bandeira-Melo C et al., 2000 , Clish CB et al., 1999 , Hachicha M et al., 1999 ,
Ramstedt U et al., 1985).

A sintese de eicosanoides em condi¢fes fisioldgicas contribui para a homeostase.
Entretanto, em condi¢cGes como a asma, ocorre a exacerbacdo da producdo de leucotrienos
derivados da atividade da 5-LO. Nesse sentido, uma estratégia vantajosa para conter os efeitos
pleiotrépicos dos eicosanoides consiste em inibir sua formacao ou as a¢6es mediadas por seus
receptores. Assim, o uso de inibidores seletivos como o Zileuton permite o estudo do papel
dos eicosanoides seja em condicBes fisiologicas ou em contextos patologicos, como foi
observado no modelo animal de isquemia cerebral (Silva BC et al., 2015).

Baseado no caréater inflamatério do TB e na possibilidade de prejuizos na resolucéo da
inflamacdo  estarem  associados a fisiopatologia desse transtorno, manipular
farmacologicamente o metabolismo de eicosanoides, agindo sobre a atividade das enzimas e

dos receptores da via, pode representar uma estratégia terapéutica promissora para o TB.
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2.10. MODELOS ANIMAIS

Na atualidade ndo existe um modelo animal de TB que seja ideal, isto €, que mimetize
0 aspecto oscilatério entre os episddios de depressdo e mania caracteristicos da doenca (Kato
T, 2016). A complexidade do TB, a auséncia de biomarcadores validos e o conhecimento
apenas parcial dos mecanismos de acdo dos estabilizadores do humor limitam o
desenvolvimento de um modelo animal desta doenca. Os principais limitantes desta
abordagem é que refletem s6 um dos polos do TB, assim a abordagem experimental de estudo
do TB consiste na estratégia de estudar por separado 0os comportamentos do tipo depressivo e
maniaco (Valvassori SS, 2013) (Gould TD and Einat H, 2007).

Os modelos atuais de depressdo sdo baseados em alteracbes do comportamento
induzidas por estresse, como por exemplo o de separacdo maternal, estresse mediano cronico
imprevisivel, entre outros. Todos eles refletem sintomas de outras condigdes que se
sobrepdem com os da depressdo bipolar, como a depressdo maior. Na atualidade nédo existe
um modelo validado para a depressao bipolar (Kato T, 2016).

A mania é a carateristica principal no TB (American-Psychiatric-Association, 2013).
Os atuais modelos animais de mania sdo 0s ambientais, genéticos ou farmacoldgicos. Estes
satisfazem de forma limitada a validade de construcdo (mecanismo da fisiopatologia), de
sintomatologia e de predicdo (resposta & farmacoterapia) para reproduzir o observado na
clinica. Os modelos ambientais, como o de derivacdo do sono, e 0s genéticos, como 0
camundongo deficiente para o transportador de dopamina, sdo menos validados e usados
(Ralph-Williams RJ et al., 2003, McClung CA, 2011, Young JW et al., 2011)

Entre tanto os modelos farmacoldgicos tém sido mais usados no estudo da
fisiopatologia do TB (Einat H, 2006, Young JW et al., 2011). Os farmacos psicoestimulantes
como as anfetaminas, sdo mais usados na atualidade como modelo de mania do que outros
como Quinpirole, Ouabaina e Ketamina (EI-Mallakh RS et al., 1995, Kofman O et al., 1998,
Shaldubina A et al., 2002, Young J, 2010, Ghedim FV et al., 2012). Considerando a
participagdo da dopamina na fisiopatologia da mania, as anfetaminas alteram a
neurotransmissdo deste neurotransmissor e induzem hiperlocomoc¢do, reproduzindo a
principal carateristica dos sintomas da mania em camundongo (Fiorino DF and Phillips AG,
1999). O modelo de anfetaminas reflete além da hiperlocomocéo, as alteracfes de estresse
oxidativo, inflamagé&o, disfungdo mitocondrial e dano do DNA, as quais sdo reversadas pelo
tratamento com litio (O'Donnell KC and Gould TD, 2007). As carateristicas da fisiopatologia

que este modelo tem, também sdo utilizadas como modelo para outras condicGes
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psiquiatricas, como a esquizofrenia; o que limita o uso deste modelo na mania (Young JW et
al., 2011).

Outro modelo farmacolégico é a administracdo do inibidor da racaptacdo de dopamina
GBR 12909 que induz hiperlocomocao e aumento do comportamento exploratério em animal
(Young J, 2010). O desenvolvimento deste modelo foi pelo método de aproximacao inversa
(reverse-translational approach), baseada em que individuos com TB, avaliados na técnica de
padrdes de comportamento (Behavioral Pattern Monitor - BPM), apresentaram padrfes
motores e exploratorios diferente do que os individuos com esquizofrenia (Perry W, 2009). O
fendtipo observado no humano é reproduzido em camundongo com uma Unica dose de GBR
12909. Foi demonstrado por outras pesquisas que a inducdo de comportamento tipo mania por
GBR 12909 ocorre com alteracdes de estresse oxidativo (Queiroz Al, 2015 ). Este modelo foi

usado por nés durante a presente pesquisa.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar o papel de SOCS2 na depressdo e no comportamento tipo mania experimental e o

efeito do tratamento de Zileuton na sua regulacéo

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o comportamento do tipo depressivo em camundongos deficientes de
SOCS2 (SOCS2™7).

e Auvaliar a expressdo de SOCS2 em diferentes regides do sistema nervoso central
(cortex pré-frontal, hipocampo e estriado) de camundongos da linhagem C57BLS6,

apos a inducdo farmacoldgica do episodio agudo de mania por GBR 12909.

e Investigar a ocorréncia do episddio agudo de mania induzido por GBR 12909 em
camundongos (SOCS27).

e [Estudar a expressdo de citocinas e fatores neurotroficos no cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado de camundongos C57BL6 e SOCS2”, ap6s inducio

farmacoldgica do episédio agudo de mania por GBR 12909.

e Estudar o efeito da inibicdo da enzima 5-LO por meio da administracdo de Zileuton no
episodio agudo de mania induzido por GBR 12909 em camundongos C57BL6 e
socs2™.

e Quantificar a expressdo de citocinas e fatores neurotréficos no cortex pre-frontal,
hipocampo e estriado de camundongos C57BL6 e SOCS27 tratados com Zileuton,
apos inducgdo farmacoldgica do episddio agudo de mania por GBR 12909.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

A realizacdo dos experimentos contou com a utilizacdo de camundongos machos
C57BL6 e SOCS2” com idade entre 8 a 12 semanas. Os camundongos C57BL6 foram
criados e obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais e 0s animais
SOCS27- foram criados e obtidos no biotério de criagdo proprio localizado no bloco C2 do
(ICB-UFMG). Os camundongos foram criados e utilizados segundo a Diretriz Brasileira para
0 cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos — DBCA (CONCEA,
2016). Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais
(CEUA) da UFMG, sob os nimeros de protocolo 78/2014 e174 / 2016.

4.2. FARMACOS E TRATAMENTOS

4.2.1. GBR 12909

Também chamado Vanoxerina, € um inibidor seletivo do transportador de dopamina.
O GBR 12909 (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA) solubilizou-se em salina seguida por
sonicacdo por 2-4 h a 40 °C (Young J et al., 2010). Administracdo: 15mg/Kg intraperitoneal,
em volume de injecéo de 10mL/Kg (Young J et al., 2010).

4.2.2 Zileuton

Comprimidos com 600mg de Zileuton (Cyflo ®- Chiesi) (ZyFlo® Critical
Therapeutics, Inc., Lexington, Massachusetts) que foram triturados em pistilo de vidro e entéo
suspendidos em solugdo de carboximetilcelulose sal sodico (Synth®-Labsynth, Diadema,
Brasil) em PBS a 0,5% foram utilizados para o tratamento. Os animais foram tratados por via
oral (gavagem) na dose de 75 mg/Kg, estabelecida por literatura (Shi S et al., 2013) durante
trés dias antes, no dia, e 24 horas depois, da administracdo de GBR 129009.

4.3. MODELO ANIMAL PARA TRANSTORNO BIPOLAR

Na atualidade ndo existe modelo animal que reproduza as complexas condicdes e
sintomas que caracterizam o TB na sua totalidade (Valvassori SS, 2013). Por isto, utilizaram-

se 0s modelos de depressao e de mania separadamente.
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4.3.1. Testes de depressdo: Nado forcado

Foi desenvolvido em rato e adaptado para camundongo em 1977 por Porsolt e
colaboradores (Porsolt RD, 1977), para avaliar o comportamento de depressdo simulada em
roedores, assim como para testar novos farmacos antidepressivos. Os animais foram
deslocados para a sala contigua a sala de experimentacdo, uma hora antes do teste. As duas
salas e o corredor que as une mantiveram-se sob condi¢fes iguais, temperatura ambiente,
exaustacdo de ar e luz amarela comum. Como descrito na literatura (Can A, 2012), um
recipiente de vidro transparente, de 17 cm de didmetro, 27 cm de altura e 5 L de capacidade,
preencheu-se com &gua a temperatura entre 23 e 25 °C, até 15 cm de altura, para evitar que 0s
camundongos tocassem o fundo do recipiente. Cada animal transportou-se em uma caixa de
plastico, colocou-se a nadar livremente e se registrou em uma camera de video (SONY DCR-
SR68, 680K pixels, 1/8-inch CCD) durante seis minutos. Depois foi retirado da agua, secado
com uma toalha e colocado na gaiola na sala contigua. O tempo de imobilidade corresponde
aos momentos registrados em que o animal ndo nadou. Para estimar o tempo de imobilidade
consideraram-se apenas os Ultimos quatro minutos dos seis registrados; os dois primeiros

minutos, de ambientagcdo foram desconsiderados na estimagao do tempo de imobilidade.

Imagen2. Representacgao ilustrativa nado forcado
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4.3.2. Modelo animal de Mania

A mania bipolar ocorre com perda da homeostase dopaminérgica, com o aumento da
atividade dos sistemas dopaminérgicos no cérebro e alteracdo do transportador de dopamina
(DAT). Segundo testes de padrbes de comportamento em humanos (human behavioural
pattern monitor — hBPM), pacientes em mania bipolar apresentam aumento da atividade, em
quantidade, distancia percorrida e aceleracdo, assim como incremento do comportamento
exploratério especifico (Perry W, 2009). A inibicdo seletiva do DAT por GBR12909
(Vanoxerina), aumenta a atividade motora e a exploracdo no teste de campo aberto em
camundongo (Young J, 2010), validando assim, esta estratégia farmacoldgica como um
excelente modelo animal de mania bipolar. Em camundongo macho entre 8 e 12 semanas de
idade foi administrada uma Unica dose de GBR 12909 para induzir o comportamento de

mania e logo depois da administracdo foi avaliado dito comportamento no campo aberto.

4.3.2.1 Campo Aberto

O teste de campo aberto permite avaliar simultaneamente atividade motora,
exploracdo e padrbes de locomogéo de roedores (Young J, 2010). Para estimar a atividade
motora utilizou-se uma unidade de deteccdo de movimento por infravermelho (Panlab
Infrared Actimeter, 450 mm x 450 mm), que rastreou o deslocamento livre do animal
mediante um sistema de 16 x 16 feixes infravermelho, dispostos no arcabougo da unidade.
Mediante um software (ACTITRACK v2.7.13, Panlab, MA, USA) integrado a arena, o
deslocamento foi registrado como distancia percorrida. Quanto maior € a distancia percorrida,

indica uma atividade motora maior, denominada hiperlocomocao.

Imagem 3. Representacgao ilustrativa do campo
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Os animais foram habituados na sala do campo aberto no minimo uma hora antes do
inicio do teste. A sala estava iluminada com luz de lampada branca e a temperatura era de 23
+ 3 °C. Cada animal foi colocado no centro da arena (unidade de deteccdo) imediatamente
depois da administracdo intraperitoneal de GBR 12909 (15mg/Kg) ou salina 0.9% (controle),
em volume de injecdo de 10mL/Kg como descrito na literatura (Young J, 2010). A atividade
de cada animal foi registrada durante 30 minutos. Duas arenas foram usadas ao mesmo tempo.
A superficie e paredes da arena foram limpadas com alcool 70% e secadas com papel tolha
antes de cada animal ter sido testado. Os mesmos procedimentos foram realizados com o0s

camundongos que receberam tratamento com Zileuton.

4.4, WESTERN BLOT

4.4.1. Preparo de homogenato de cérebro de camundongo

Camundongos machos com idade de oito a doze semanas foram sacrificados apos 30
minutos e 24 horas, da administragao de GBR 12909; usando anéstésico em uma sobredose da
mistura de 150mg/Kg de quetamina e 24-45mg/Kg de xilazina administrada via
intraperitoneal. O cortex pré-frontal, hipocampo e estriado foram dissecados e congelados a -
80 °C até o processamento. A extracdo foi feita com tampdo RIPA [75uL/1 hipotalamo;
150uL/1 cortex pré-frontal ou 2 estriados; 200uL/ 2 hipocampos]; mediante disrup¢do com
beads no homogenizador (Tissuelyser®- Quiagem) a 50 Hz, 1 min, 12 amostras a vez.
Centrifugou-se (Neofuge 15R®- Heal force) a 10.000rpm, 9727 x g, 15 min., 4 °C e 0
sobrenadante foi coletado e congelado a -80 °C até a analise. A quantidade de proteina foi

dosada pelo método de Bradford (reagentes da Bio- Rad Protein Assay).

4.2.2. Electroforese

Em gel de poliacrilamida- Dodecil Sulfato de Sodio (Sodium Dodecyl Sulfate — SDS)
(12.5%), se utilizou algum dos seguintes sistemas:

A. SE640 Basic, Serial Number: 3005220 — Hoefer; em gel de poliacrilamide 12.5%
de 15 pocos no esquema de voltagem a) 80V por 4h 40min., b) 100V por 35min. e ¢) 90V por
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15min, e foi utilizado o padrdo de peso molecular; Bio-Rad, Precision plus protein all blues
standards.

B. Mini-PROTEAN® Tetra System — Biorad; em gel de poliacrilamide 12.5% no
esquema de voltagem a) 60V por lh., b) 100V por 2h e foi utilizado o padrdo de peso

molecular; Bio-Rad, Precision plus protein all blues standards.

4.4.3 Transferéncia Umida e ligacdo anticorpos.

Do gel de poliacrilamide, as proteinas foram transferidas, para membranas de
nitrocelulose (Millipore), em transferéncia imida, overnight (16h) a 30V, 120mA, na camara
fria. Os sistemas usados, segundo o tamanho da membrana na electroforese A. BioRad Trans-
Blot Cell Serial: 49BR31207, ou B. BioRad Trans-Blot Cell .

Posteriormente, lavou-se a membrana com TBS/Tween e bloqueio-se por 2h; com
solugao tampao de Tris (Tris-Buffered Solution - TBS), acrescida de 0,05% de Tween-20

(TBST), contendo 10% de leite desnatado, retirou-se do bloqueio e lavou-se com TBS/Tween.

4.4.3.1 Anticorpos

Primarios: incubados overnight na camara fria.
A. SOCS2 (coelho, Cell Signaling, 1:1000 em leite desnatado 1% em TBS/Tween 4mL)
B. B-actina (rato, Santa Cruz 1:3000 em leite sem gordura 1% em TBS/Tween 4mL)

Os anticorpos secundarios conjugados a peroxidase (HRP — horseradish peroxidase)
foram colocados apos incubagdo com o anticorpo primario, ¢ lavagem com TBS/Tween, na

concentragdo de 1:3000, colocados por 2h, temperatura ambiente.

4.4.4. Revelado

Por quimioluminiscencia - enhanced chemiluminescence- (ECL), em algum dos
equipamentos:

A. ImageQuant LAS 4000® - GE Healthcare Life Sciences

B. Amersham Imager 600® - GE Healthcare Life Sciences
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As quantidades de proteina foram determinadas por anélise densitométrica, (atraves do
programa ImageJ e segundo seu manual de instrugao de analise densitométrica, 1.45s —
National Institutes of Health, USA) e os valores normalizados com os valores da -actina das
mesmas amostras. Alteragoes nos valores das proteinas foram expressos como [valor da

proteina/B-actina]

4.5. QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE NEUROTROFINAS E CITOCINAS POR
ELISA E CBA

4.5.1. Preparo de homogenato de cérebro de camundongo

Camundongos machos com idade de oito a doze semanas foram sacrificados apos 30
minutos e 24 horas da administracdo de GBR 12909 (tratados ou nao com Zileuton), usando
anéstésico em uma sobredose da mistura de 150mg/Kg de quetamina e 24-45mg/Kg de
xilazina administrada via intraperitoneal. O cortex pré-frontal, hipocampo e estriado foram
dissecados e congelados a -80 °C até o processamento. A extragdo foi feita com tampao de
extracdo de citocinas (ImL para 100mg de tecido) usando um homogenizador (Power Gen
125, Fisher Scientific Pennsylvania, EUA). Centrifugou-se (Neofuge 15R®- Heal force) a
10.000rpm, 9727 x g, 15 min, 4 °C; e o sobrenadante foi coletado em aliquota e congelado a -
80 °C até a analise ¢ detecgao da concentragao dos mediadores inflamatérios por meio das
técnicas de CBA (Cytometric Bead Array) e ELISA (Ensaio imunoenzimatico: Enzyme

Linked Immuno Sorbent Assay).

4.5.2. Tampao de extragéo de citocinas

Foi preparada em tampao de fosfatos (PBS) 1X de composi¢ao: cada 1000 mL: NaCl
80g; KCI 2g; NaxHPO4 anidro 11.5g; KH2PO42g; dgua milliQ q.s.p.

Cada 100 mL: NaCl 2.34g; tween 20 50uL; albumina de soro bovino (BSA) 500mg;
Fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF) 1.7mg; cloreto de benzetonio 4,48mg; EDTA 37.2mg;
20 UI de aprotinina; PBS q.s.p
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4.5.3. Determinagédo da concentracao de citocinas por CBA

A concentragao das citocinas TNF, IFNy, MCP-1, IL6, IL10 ¢ IL12 no tecido cerebral
foi analisada por meio do método CBA (Cytometric Bead Array). O kit de CBA (Mouse
Inflammation) obtidos da BD Biosciences foi utilizado de acordo com os procedimentos
previamente descritos pelo fabricante. A concentragao dos mediadores inflamatorios foi
determinada por citometria de fluxo utizando o FACSCanto (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA)

4.5.4. Determinacédo da concentracdo de fatores neurotroficos por ELISA

A concentracdo dos fatores neurotroficos BDNF, NGF e GDNF no tecido cerebral foi
analisada pelo método de ELISA. Os kits de ELISA obtidos da R&D Systems (DuoSet) foi
utilizado de acordo com os procedimentos previamente descritos pelo fabricante. A
concentracao dos fatores neurotroficos foi detarminada por leitura em espectofotometro

(Spectramax 190) no comprimento de onda de 450 nm.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o programa estatistico Prism (GraphPad, Software Mackiev) 5 para Mac
OS X; versdo: 5.0 As variaveis com distribuicao normal foram comparadas por meio dos
testes estatisticos two tail t-student ou Two-way ANOVA. O pos-teste de Bonferroni foi

utilizado para multiplas comparagaoes. O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Camundongos deficientes para SOCS2 apresentam comportamento basal
depressivo.

O teste do nado forcado foi realizado para analise do comportamento do tipo
depressivo em camundongos SOCS2”-. N&o houve diferenca significativa na frequéncia e no
tempo de nado entre os camundongos SOCS2” e C57BL6, indicando que ndo houve alteracéo

da atividade locomotora.
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Figura 1. Camundongos socs2” nao apresentam alteracao motora no teste do nado forcado.

Camundongos deficientes para SOCS2 (SOCSZ'/') e selvagens C57BL6 n= 8 por grupo, machos com
idade de oito a doze semanas, foram avaliados no teste do nado forgado. A. A frequéncia de nado e B. O
tempo de nado foram avaliados durante quatro minutos. Os dados sdo representativos de 2
experimentos independentes e estdo demostratados como a média + SEM (desvio padrdo da média), e
foram analisados usando o teste t-student.

Os camundongos deficientes para SOCS2 apresentaram um tempo de imobilidade
significativamente maior do que os selvagens C57BL6 (p»p < 0.01), indicando um

comportamento do tipo depressivo basal na auséncia de SOCS2 (Figura 2). .
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Figura 2. Camundongos deficientes para SOCS2 apresentam comportamento do tipo depressivo

em condi¢es basais. Camundongos deficientes para SOCS2 (SOCSZ'/') e selvagens C57BL6, n= 8
por grupo, machos com idade de oito a doze semanas foram avaliados quanto ao comportamento do
tipo depressivo no testo do nado forcado. O tempo total de imobilidade em segundos foi avaliado
durante quatro minutos. Os dados estdo representados como a média £ SEM desvio padrdo da média
e. foram analisados usando o teste t-student. ** p <0.01

5.2. A administracdo de uma Unica dose de GBR12909 induz episodio agudo de mania
em camundongos selvagens

A mania € a caracteristica mais relevante do TB, esta reconhece-se em humano pela
elevacdo da atividade e a energia; em camundongo isto foi avaliado pelo registro da distancia
percorrida no teste do campo aberto, que é a medida direta da atividade locomotora do
animal. O aumento estatisticamente significativo da atividade locomotora dos camundongos
que receberam GBR 12909, em relacdo a um grupo controle (salina); foi avaliado como
hiperlocomocao e foi o indicador de comportamento de mania simulado por GBR 12909.

O teste do campo aberto foi utilizado para analise de hiperlocomogdo, variavel
utilizada em modelos animais como indicativo de mania. A hiperlocomocéo é caracterizada
pelo aumento significativo da distancia percorrida no teste do campo aberto. Camundongos
selvagens C57BL6 apresentaram hiperlocomogéo no teste do campo aberto 30 minutos (Dia
0) apos a administracdo de uma Unica dose de GBR 12909, comparado aos animais controle,
que receberam apenas salina (Figura 3). Nao houve diferenca significativa na distancia
percorrida 24 horas ap6s a administracdo do GBR 12909, indicando uma recuperacdo do

comportamento basal, isto é igual ao do controle.
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Figura 3. Atividade locomotora em camundongos C57BL6. Camundongos C57BL6 machos
com idade de oito a doze semanas receberam GBR12909 (15mg/Kg) ou Salina no Dia 0 (30 min). A
atividade locomotora foi avaliada pela distancia total percorrida no teste do campo aberto durante 30
minutos nos dias 0 (logo depois da administracdo de GBR 12909) e 1 (24h ap6s GBR 12909). Os
dados estdo representados como a média + SEM (desvio padrdo da média) de n=13 sdo
representativos de dois experimentos independentes e foram analisados usando Two-way ANOVA,
seguido do teste post hoc Bonferroni. ns p > 0.05, *** p < 0.001.

5.3. Expressdo de SOCS2 no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos C57BL6
apos inducdo de episddio agudo de mania por GBR12909.

Camundongos C57BL6 apresentaram aumento significativo da expressdo de SOCS2
no hipocampo, 30 minutos e 24 horas ap6s a administracdo de GBR, comparado ao grupo
controle que recebeu apenas salina (Figura 4). N&o houve diferenca nos niveis de expressao
de SOCS2 entre os tempos de 30 minutos e 24 horas ap6s a administracdo do GBR (Figura 4).
N&o houve diferenca significativa na expressao de SOCS-2 no cortex pre-frontal em todos os

tempos analisados (Figura 5).
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Figura 4. Efeito do GBR 12909 na expressiao de SOCS2 no Hipocampo de camundongos C57BL6.
Camundongos C57BL6 machos com idade de oito a doze semanas foram sacrificados apds 30 minutos
e 24 horas da administragdo de GBR 12909 (15mg/Kg) ou Salina. O hipocampo foi dissecado e
processado para andlise por western blot da expressdo de SOCS2 e B-actina utizando anticorpos
especificos. A expressdo de SOCS2 foi normalizada pelos niveis da proteina constitutiva 3-actina e os
dados foram representados como a média + SEM (desvio padrdao da média) de n=3 e foram
analisados usando teste t-student. * p<0.05.
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Figura 5. Efeito do GBR 12909 na expressao de SOCS2 no Cortex prefrontal de camundongos
C57BL6. Camundongos C57BL6 machos com idade de oito a doze semanas foram sacrificados apés
30 minutos e 24 horas da administracdo de GBR 12909 (15mg/Kg) ou Salina. O cértex pré-frontal
foi dissecado e processado para andlise por western blot da expressdao de SOCS2 e B-actina
utizando anticorpos especificos. A expressdo de SOCS2 foi normalizada pelos niveis da proteina
constitutiva B-actina e os dados foram representados como a média + SEM (desvio padrido da
média) de n=3 e foram analisados usando teste t-student. * p<0.05.

5.4. Inducao de episddio de Mania por GBR 12909 em camundongos SOCS2"

A administragdo de uma Unica dose de GBR 12909 em camundongos C57BL6 e
deficientes em SOCS2 resultou na hiper-locomogédo (Figura 6). Entretanto, os resultados

demonstraram que na auséncia de SOCS2 ha um atraso no inicio da manifestacdo do episddio
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de mania, isto é, comecam a apresentar hiper-locomocdo significativa 25 minutos apds a
administracdo do GBR 12909, enquanto que os animais selvagens apresentaram 0 mesmo
comportamento previamente, com 10 minutos apds a injecdo do GBR12909 (Figura 6A).
Além disso, os camundongos SOCS2”7 mantiveram o comportamento de hiper-locomocio 24
horas ap6s a administracdo do GBR 12909, com aumento significativo da distancia percorrida
ja nos primeiros 15 minutos de exposicdo ao teste do campo aberto. Em contraste, ap0s 24
horas da administracdo de GBR os camundongos selvagens apresentaram compartamento

similar aos selvagens ndo tratados (Figura 6B).
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Figura 6. Deficiéncia de SOCS2 resulta em atraso para apresentar o comportamento de mania

induzido por GBR 12909. Camundongos selvagens C57BL6 e deficientes em SOCS2 (SOCS2 '/'), machos
com idade de oito a doze semanas receberam GBR 12909 (15mg/Kg) ou Salina no Dia 0. A atividade
locomotora foi avaliada pela distancia percorrida no teste do campo aberto A. imediatamente apés a
administracdo de GBR e B. 24 h apds. Os dados foram representados como a média + SEM (desvio padrdo da

média) de n= 13 C57BL6 e n=5-8 para s0Cs2”. Os resultados foram analisados usando Two-way ANOVA,
seguido de teste post hoc do Bonferroni. O(s) asterisco(s)(#) indica diferenga estatistica entre 0s grupos

C57BL6 e SOCS2"” ambos que receberam GBR 12909, comparados com seus respetivos controle: * p < 0.05,
**p< 0.01,**p<0.001.

5.5. Efeito do Zileuton no episddio de mania induzido por GBR 12909 em camundongos
selvagens e deficientes para SOCS2

Para estudar o papel dos eicosanoides no comportamento simulado de mania por GBR
12909, utilizou-se o inibidor seletivo de 5-LO em animais C57BL6 e SOCS2™. Os resultados
demonstraram que o tratamento com Zileuton resultou na diminuicdo significativa da

atividade locomotora dos camundongos C57BL6, mas ndo de SOCS2”, 30 min apds
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administracdo de GBR 12909, quando comparados com seus grupos que receberam somente
GBR 12909 (Figura 7). N&o houve diferenga na locomogdo comparados C57BL6 com
SOCS27-ambos tratados com Zileuton + GBR 12909. Para o tempo de 24 horas Zileuton ndo
apresentou nenhum efeito, ou seja, ndo foi observada nenhuma diferenca aos fenotipos
apresentados por C57BL6 e SOCS2™ que receberam apenas GBR 12909 (Figura 7).
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Figura 7. O tratamento com zileuton depende de SOCS2 para reduzir o comportameto
simulado de mania induzido por GBR 12909. Camundongos selvagens C57BL6 e deficientes em
SOCS2 (SOCS2 ), machos com idade de oito a doze semanas receberam GBR12909 (15mg/Kg) ou Salina
(controle) no Dia 0 e Zileuton (75mg/Kg) ou veiculo nos Dias -3, -2, -1, 0 e 1 . A atividade locomotora foi
avaliada pela distancia total percorrida no teste do campo aberto durante 30 minutos nos dias 0 (logo depois
da administracdo de GBR 12909) e 1 (24h ap6s GBR 12909). Os dados foram representados como a média +
SEM (desvio padrao da média) de n =5-13. Os dados foram analisados usando Two-way ANOVA seguido
de teste post hoc do Bonferroni. O asterisco (*) representa a diferencga estatistica ap6s administracdo do
GBR12909 entre o grupo C57BL6 tratado com zileuton e seu grupo ndo tratado que s6 recebeu GBR 129009.
*p<0.05.

5.6. Modulacao da producéo de citocinas e fatores neurotroficos por SOCS2 e Zileuton
em regides do SNC associadas ao TB.

Baseado no fato de que o SOCS2 participa da regulacdo da producdo de citocinas e fatores
neurotréficos no SNC em condigdes fisioldgicas e patoldgicas, investigamos se SOCS2 é
capaz de modular a expressdo desses mediadores em regides do cérebro associadas ao TB
(hipocampo, cértex pré-frontal e estriado) ap6s a inducdo do episddio de mania pela
administragdo do GBR 12909. Avaliou-se também o efeito do tratamento com zileuton nos
niveis de citocinas e fatores neurotroficos nos camundongos C57BL6 e deficientes para
SOCS2.
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No cortex pré-frontal ndo houve diferenca significativa dos niveis de TNF, IFN-y e IL-
12 ap6s 30 minutos da administragdo GBR 12909 quando comparado os camundongos
SOCS27 e C57BL6 (Figuras 8). Nessa regido do cérebro a deficiéncia de SOCS2™ resultou
no aumento dos niveis de IL6, IL10 e MCP1 ap6s 30 minutos, mas ndo 24 horas, da
administracdo de GBR 12909, comparado aos animais C57BL6 (Figuras 8 e 9). No cértex
pré-frontal, Zileuton aumentou os niveis IL6, IL10 e MCP1 em C57BL6 (30 minutos apos
GBR12909 igualando aos niveis dessas citocinas encontrados em SOCS2-/- tratados ou ndo
com Zileuton (Figuras 8). Os resultados demonstraram que 24 horas apds administracdo do
GBR 12909, os SOCS27, mas ndo os C57BLS6, tratados com Zileuton aumentaram os niveis
de TNF e IL10 nessa regido (Figuras 8 e 9).

No hipocampo ap6s 30 minutos da administragdo de GBR 12909, nos animais SOCS2
", em comparagdo com seus SOCS2” salina, houve diminui¢do de TNF, IL6, IL10 e IL12
(Figuras 8). Nao foram observadas diferencas nos niveis das citocinas, com excecdo da
reducdo de IFNy, IL6, quando comparado C57BL6 que receberam GBR 12909 com seus
controles (Figuras 8). As analises demonstraram que ndo houve diferencas estatisticas entre
SOCS27 e C57BL6 que receberam GBR12909, com excecdo da reducdo de TNF. Em 24
horas ndo houve diferenga em nenhuma citocina analisada entre todos 0s grupos que apenas
receberam GBR 12909. No hipocampo de camundongos C57BL6, mas ndo de SOCS27, o
tratamento com Zileuton resultou na diminui¢cdo dos niveis basais de todas as citocinas
analisadas (Figuras 8 e 9). Zileuton diminui IL6 em SOCS2” e aumentou 1L12 em C57BLS,
respectivamente, comparado com o tratamento apenas com GBR 12909 (apdés 30 minutos)
(Figuras 8). Adicionalmente, os camundongos C57BL6 que receberam Zileuton apresentaram
niveis maiores de TNF e IFNy do que os SOCS2”-como mesmo tratamento, ap6s 30 minutos
da administragdo de GBR 12909. Os resultados demonstraram que 24 horas ap0s
administracdo do GBR 12909, os C57BL6, mas ndo os SOCS2™, tratados com Zileuton
diminuiram os niveis de TNF, IFNy, MCP1, IL6 e IL12; tanto C57BL6 como SOCS2”
diminuiram 1L10 (Figuras 8 e 9).

No estriado, ndo observamos diferencas nos niveis das citocinas analisadas em
nenhum dos tempos quando comparados C57BL6 e SOCS2-/- que receberam ou ndo GBR
(Figuras 8 e 9). Entretanto, Zileuton reduziu os niveis basais de todas as citocinas analisadas
em C57BL6 mas ndo nos SOCS2” (Figuras 8 e 9). Os resultados demonstraram que 24 horas

ap6s administracdo do GBR 12909, os C57BL6, mas ndo os SOCS2™, tratados com zileuton
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diminuiram os niveis de IL6, IL10 e MCP1 (Figuras 8 e 9); SOCS2” aumentou IFNy (Figura
8B).

Cértex pré-frontal Hipocampo Estriado

- GBR C57BL6

+H GBR SOCS2-/-

—&- Zileuton+GBR C57BL6
- Zileuton+GBR SOCS2-/-

IFNy (pg/mL)
Q@

0 30min  24h . 0 30min  24h . 0 30min  24h

Figura 8. Niveis de citocinas inflamatérias no comportamento induzido de mania por
GBR12909 em camundongos C57BL6 e S0CS2” tratados com inibidor seletivo de 5-

lipoxigenase (zileuton). Camundongos C57BL6C e S0CS2”" machos com idade de oito a doze
semanas receberam GBR12909 (15mg/Kg) ou salina (controle basal) no dia 0; e Zileuton (75mg/Kg)
ou veiculo (controle basal) nos Dias -3, -2, -1, 0 e 1; e foram sacrificados ap6s 30 minutos e 24 horas
da administracdo de GBR 12909. O coértex pré-frontal, o hipocampo e o estriado foram processados
para quantificar TNF, IFNy, IL6 e IL12 por CBA. Os dados estio representados como a média + SEM
(desvio padrao da média) de n = 3 - 10 e foram analisados usando teste t-student ou Two-way
ANOVA com post hoc Bonferroni. As diferencas quando comparados C57BL6 com SOCS2-/- foram
indicadas com asterisco (*) para a administracdo de GBR 12909 e com hashtag (#) para Zileuton.
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Figura 9. Niveis de IL10 e MCP1 no comportamento induzido de mania por GBR12909 em
camundongos C57BL6 e S0cs2”" tratados com inibidor seletivo de 5-lipoxigenase (Zileuton).

Camundongos C57BL6C e SOCS2” machos com idade de oito a doze semanas receberam GBR12909
(15mg/Kg) ou salina (controle basal) no dia 0; e Zileuton (75mg/Kg) ou veiculo (controle basal) nos
Dias -3, -2, -1, 0 e 1; e foram sacrificados ap6s 30 minutos e 24 horas da administracdo de GBR 12909.
O cortex pré-frontal, o hipocampo e o estriado foram processados para quantificar IL10 e MCP1 por
CBA. Os dados estdo representados como a média + SEM (desvio padrdo da média) de n=3 -10e
foram analisados usando teste t-student ou Two-way ANOVA com post hoc Bonferroni. As diferencas
quando comparados C57BL6 com SOCS2-/- foram indicadas com asterisco (*) para a administragao de
GBR 12909 e com hashtag (#) para Zileuton.

No cortex pré-frontal, hipocampo e estriado dos animais C57BL6 em comparagdo com
0s SOCS2”, com 30 minutos apds administracido do GBR 12909 ndo houve diferenca nos
niveis dos fatores neurotréficos (Figuras 10). Em contraste, 24 horas apds a administracdo do
GBR 12909 observou-se no cortex pré-frontal dos SOCS2” quando comparados aos seus
controles e com C57BL6 GBR 12909, uma diminui¢cdo de BDNF e GDNF, mas ndo de NGF
(Figuras 10). No cortex pre-frontal Zileuton aumentou os niveis basais de BDNF, GDNF e
NGF nos camundongos C57BL6 quando comparados com SOCS27. Apds 30 minutos da
administracdo do GBR 12909, C57BL6 mas ndo SOCS2”" tratados com Zileuton diminuiram
as concentrag0es de BDNF, GDNF e NGF somente quando comparado com seus controles
(Figuras 10). No tempo de 24 horas apds a administragdo do GBR 12909 o tratamento com
Zileuton resultou na reducéo dos niveis de BDNF, mas ndo de GDNF e NGF, em SOCS2™"
qguando comparado com C57BL6 (Figura 10).
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Para hipocampo e estriado nenhuma diferenca nos niveis dos fatores neurotréficos foi
observada em C57BL6 e SOCS2” nos tempos de 30 minutos e 24 horas apds administragio
de GBR 12909 e/ou tratamento com Zileuton quando comparado com os grupos salina. Com
excecdo o GDNF foi maior no hipocampo de C57BL6 tratado com Zileuton 24 horas apos

administracdo de GBR (Figura 10).
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Figura 10. Papel de Zileuton na producio de fatores neurotroficos durante o comportamento
simulado de mania por GBR12909 em camundongos C57BL6 e socs2”. Camundongos selvagens

C57BL6 e deficientes em SOCS2 (SOCS2 '/'), machos com idade de oito a doze semanas, receberam
GBR12909 (15mg/Kg) ou Salina (controle basal) no Dia 0 (30 min) e Zileuton (75mg/Kg) ou veiculo
(controle basal) nos Dias -3, -2, -1, 0 e 1. Foram sacrificados ap6s 30 minutos e 24 horas da
administracdo de GBR 12909. O cortex prefrontal, o hipocampo e o estriado foram dissecados e
processados para a quantificagio de BDNF, GDNF e NGF por ELISA. Os dados estdo representados como a
média + SEM (desvio padrdo da média) de n =3 - 10 e foram analisados usando teste t-student ou Two-

way ANOVA com post hoc Bonferroni. As diferencas quando comparados C57BL6 com S0CS2” foram
indicadas com asterisco (*) para a administracdo de GBR 12909 e com hashtag (#) para Zileuton.
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6. DISCUSSAO

Um dos principais resultados desta pesquisa mostrou que os camundongos deficientes
para SOCS2 apresentaram um comportamento do tipo depressivo basal. Recentemente,
demonstramos o papel fundamental de SOCS2 na ansiedade e déficit cognitivo durante o
modelo experimental de malaria cerebral causado pela infeccdo por Plasmodium berghei
ANKA (Brant F, 2016). Estas evidéncias, em conjunto com nossos novos resultados, indicam
0 papel de SOCS2 nos mecanismos moleculares no SNC e suas implicagdes na regulacdo do
quadro depressivo e déficit cognitivo. Demonstrando que os mecanismos reguladores do
comportamento estdo em estreito vinculo com SOCS2. De fato, SOCS2 foi importante na
homeostase do sistema nervoso central (SNC) regulando o episédio agudo de comportamento
tipo mania induzido pelo farmaco GBR 12909. Essas observacfes sdo importantes uma vez
que doencas como o TB, em que os episédios de depressdo oscilam com os episddios de
mania (Merikangas, et al., 2011), SOCS2 poderia ser, pelo menos em parte, uma molécula
alvo. Portanto, esse estudo sugere, pela primeira vez, um papel de SOCS2 no TB e contribui
para um melhor entendimento da fisiopatologia da doenca.

A deficiéncia de SOCS2 confere uma resisténcia inicial do desenvolvimento de
episddio de mania induzido por GBR 12909. Por outro lado, uma vez a mania estabelecida
nesses animais, eles ndo sdo capazes de restaurar seu comportamento basal como observado
nos camundongos selvagens. Sugerindo o importante vinculo/participacdo de SOCS2 na
regulacdo do fendmeno de oscilacdo no TB.

Até onde conhecemos, na atualidade ndo existe um modelo experimental ideal para
estudos do TB (Kato T, 2016), o que dificulta o avango da compreensdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos da doenca e o desenvolvimento de novas terapias. Assim as estratégias
experimentais utilizadas, na maioria dos estudos, permitem avaliar de forma isolada a mania e
a depressdo (Valvassori SS, 2013). Muitos dos modelos de mania séo induzidos por farmacos
como as anfetaminas que reproduzem sintomas comuns, como hiperatividade, com outras
doencgas psiquiatricas como, no caso da esquizofrenia (Gluck MR, 2001, Young JW et al.,
2011).

A principal limitacdo do estudo do TB em um modelo animal é que nenhum reproduz
o fenbmeno de alternancia entre os polos da doenca. A resposta oscilatoria entre depressao
basal e mania apds administracdo de GBR 12909, observada na presente pesquisa no
camundongo deficiente para SOCS2, pode sugerir a hipotese de que este camundongo pode
ser um potencial modelo genético de TB.
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SOCS2 regula a atividade de diferentes mediadores como citocinas, fatores
neurotréficos e horménios, inibindo ou aumentando suas vias de sinalizacdo em diferentes
processos bioldgicos, em resposta a distintos estimulos (Rico-Bautista E et al., 2006, Knosp
CAetal., 2011).

Nossos resultados mostraram que camundongos deficientes para SOCS2 néo
apresentaram um problema intrinseco da producdo de citocinas e fatores neurotréficos
analisados (no seu basal), apesar de apresentarem um comportamento tipo depressivo.
Sugerindo que auséncia de SOCS2 pode comprometer a producdo de outras moléculas e/ou
ocasionar em falhas na sinalizagdo de receptores, incluindo de citocinas e fatores
neurotroficos aqui testados, e assim desenvolver o comportamento do tipo depressivo.
Podemos também hipotetizar que a producdo de citocinas e/ou fatores neurotroficos pode
estar desregulada durante o desenvolvimento dos camundongos deficientes de SOCS2, assim
sendo necessario uma anéalise dos niveis dessas moléculas, entre outras, iniciando desde um
periodo pré-natal. Esses estudos serdo desenvolvidos no nosso laboratorio.

Logo apds a inducdo da mania (30 minutos) os camundongos deficientes para SOCS2
apresentaram no cortex pré-frontal aumento das citocinas IL6, IL10 e MCP1. Estudos
demostraram que individuos com TB, durante a mania, aumentam os niveis sistémico das
citocinas IL6, IL10 e TNF (Barbosa 1G, 2014) (Munkholm K, 2013). Além disso ha
evidéncias do aumento de citocinas em estudos postmortem e no fluido cerebrospinal de
individuos bipolares (Rao JS et al., 2010, Soderlund J et al., 2011). Apesar ndo observamos,
no cortex pré-frontal diferenca nos niveis de TNF nos SOCS27, no hipocampo desse animal,
mas ndo no C57BL6, houve diminuicdo de TNF. Esses dados conjuntamente com
observacdes de outros estudos que ndo se observou aumento nos niveis de TNF, sugerem que
esta citocina € uma molécula pouco estavel e pode ser degradada facilmente assim que
liberada na periferia. De fato, foi demonstrado que individuos com transtorno bipolar em
mania apresentam aumento nos niveis de STNFR1, um dos receptores soluveis de TNF
(Kronfol Z, 2000, Barbosa | G, 2012), esses receptores quando ligados ao TNF previnem a
interagcdo com os receptores de TNF da membrana celular.

Na atualidade IL10 é considerada a citocina mais importante com propriedades anti-
inflamatdrias e com um papel fundamental na prevencdo do dano tecidual mediado por
inflamacdo. Aumento da producéo de IL10, associado as outras alteracGes da resposta imune,
como, por exemplo, aumento de IL6, estd presente em diferentes condi¢es que envolvem o
sistema nervoso; como estresse psicossocial e mental, privacdo do sono e depressao

(Mingomataj E and Bakiri A H, 2016). Portanto, o aumento de IL10 ap6s a administracdo de
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GBR em camundongos deficientes de SOCS2, seria numa tentativa de inibir a resposta de
citocinas pré-inflamatorias produzidas nesse contexto, por exemplo, de IL6. Essa hipotese
estd em consonancia com o papel demonstrado de IL10 no controle da resposta imune
(Mingomataj E and Bakiri A H, 2016). O aumento de IL10 também ja foi descrito em
individuos com TB em comparagdo com controles (Kunz M, 2011), porem é preciso estudos
adicionais para estabelecer o papel dessa citocina nos diferentes estados de humor da doenca.
No mesmo sentido é de ressaltar a importancia de desenvolver pesquisas sobre componentes
de vias de sinalizacdo envolvidas com respostas de citocinas, incluindo SOCS2 em pacientes
com TB.

A importancia da modulacdo da producdo de citocinas por SOCS2 no SNC foi
também demonstrada por nosso grupo no contexto de doencas infecciosas. Durante a infeccédo
experimental por Toxoplasma gondii, demonstramos uma exacerbacdo da resposta pro-
inflamatoria no SNC com aumento da producdo de TNF e atividade da 6xido nitrico sintase
induzida (NOS2), o que resultou na morte dos camundongos deficientes de SOCS2 (Machado
FS and Aliberti J, 2006). Durante a infeccdo por P. berghei Anka, a auséncia de SOCS2,
apesar de postergar; i) producdo de citocinas pro-inflamatdrias e ii) progressdo dos sinais
clinicos da doenga, resulta durante a fase mais tardia em doenga mais severa associada ao
aumento da producdo de algumas citocinas pré-inflamatorias, como IL17, e reducdo da
producdo de BDNF (Brant F, 2016). Além disso, a auséncia de SOCS2 também resultou na
reducdo de citocinas pro-inflamatérias no SNC no inicio da infecgdo com Herpes Simplex
Type 1 virus (HSV-1) (Cunha LF et al., 2016), entretanto, experimentos adicionais S&o
necessarios para avaliar a consequéncia da deficiéncia de SOCS2 na fase tardia dessa
infeccéo.

Em relacdo aos fatores neutrdficos, estudos demonstraram que pacientes com TB
durante a mania apresentam niveis reduzidos de BDNF e GDNF (Barbosa IG; Huguet RB;
Sousa LP; Abreu MNS; RochaNP; Bauer ME; et al, 2011, Munkholm K and 2016).
Entretanto, estudos detectaram aumento na concentracdo de BDNF no TB, essas informacdes
contrastantes poderiam ser explicadas devido o percurso da doenca (tempo que foi analisado)
elou efeitos do tratamento farmacol6gico na producdo desse fator nos diferentes pacientes
(Barbosa 1G, 2013b, Munkholm K and 2016). De forma consistente com as evidéncias de
diminuicdo dos fatores neurotréficos em pacientes com TB, nossos achados demonstraram
diminuicdo de BDNF e GDNF nos camundongos deficientes em SOCS2, durante o episddio

induzido de mania por GBR (ap6s 24 horas), associado a falta de resolucdo desse
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comportamento. Sugerindo uma importante contribuicdo de SOCS2 na regulagdo da producéo
de BDNF durante os episodios de mania.

N&o detectamos alteracbes nos niveis de NGF nos camundongos SOCS2” ap6s a
administracdo do GBR 12909. Apesar, do NGF ser menos estudado na parte clinica do TB do
que o BDNF, relatos sobre a sua funcdo séo contraditorios e limitados. Recentemente, Rao e
colaboradores relataram que pacientes em mania ndo apresentaram diferencas nos niveis
sanguineos de NGF, quando comparados com controles. Esses autores sugeriram que analises
cuidadosas sdo necessarias sobre esta neurotrofina, ja que o0 NGF poderia ser apenas um efeito
secundario ndo relacionado com os mecanismos fisiopatoldgicos do transtorno bipolar (Rao S,
2017). De fato, algumas publicagdes relataram a diminui¢do dos niveis plasmaticos de NGF
durante a mania em comparacdo com individuos saudaveis.

A diminuicdo dos fatores neurotroficos observada nos camundongos deficientes em
SOCS2 apds 24 horas da inducdo do episodio de mania, contrastada com o aumento das
concentracdes de citocinas no tempo de 30 minutos, sugerem que as citocinas regulam o0s
niveis desses fatores neurotrdficos. De fato, esse fendmeno também foi observado em outros
estudos, onde a cinética de producdo de citocinas € anterior a producdo de fatores
neurotréficos (Aloe L, 1999, Spooren A, 2011). Por exemplo, foi encontrada uma correlagdo
negativa entre os niveis de citocinas pro-inflamatorias, como IL6 e TNF, com os niveis de
BDNF e NGF durante o, modelo experimental de malaria cerebral causada pela infec¢do por
P. berghei Anka (Miranda AS, 2015).

Poucos estudos sobre os niveis de mediadores da inflamagdo em modelos animais de
mania foram publicados até hoje. No modelo de mania induzido pelo GBR 12909
demonstraram alteracGes do estresse oxidativo, diminuicdo da glutationa reduzida (GSH) e
aumento da peroxidacdo lipidica no cérebro de camundongo Swiss, alteragbes essas
semelhantes as observadas em humano. Ambas as alteragbes foram revertidas pela
administracdo de litio (Queiroz Al, 2015 ). No modelo induzido por dextroanfetamina houve
aumento de IL4, IL6, IL10 e TNF, que também foi revertido com a administracdo de litio
(Valvassori SS, 2015). Em contraste, na hiperlocomog¢do induzida por ouabaina em rato
Wistar ndo foi observado o perfil inflamatério observado na clinica, pelo contrério ocorreu
diminuicao de IL6 e sem alteracdo de TNF e IL10 (Tonin PT et al., 2014).

Paralelamente outras pesquisas sobre os niveis de BDNF em rato Wistar em modelo
de mania por administragdo cronica de anfetamina, encontraram aumento da expressdo de
MRNA para BDNF no cortex pré-frontal e na amigdala e diminuicdo no hipocampo (Fries

GR, 2015). Estes resultados de Fries e colaboradores, devem ser interpretados com cautela;
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considerando que o BDNF é sintetizado como precursor pro-BDNF (p-BDNF) e depois
modificado a sua forma matura (MBDNF). Os pBDNF e mBDNF apresentam fungoes
opostas: o pBNDF age no receptor p75 iniciando a apoptose ou encurtando os neurénios;
enquanto o mBDNF tem afinidade pelo seu receptor TrkB que media a neuroplasticidade e
sobrevida (Maletic V, 2014).

Em sintese, foram sugeridos e discutidos até este ponto importantes papeis de SOCS2
durante o TB, indicando poder ser uma das proteinas/moléculas alvo na fisiopatologia dessa
doenca. Principalmente, sugerindo que a associacdo entre o comportamento alterado no TB e
uma resposta imuno-inflamatoria concomitante, ocorre atraves de mecanismos regulados por
SOCS2.

SOCS2, como mencionado anteriormente, € induzido por fatores anti-inflamatorios,
principalmente por eicosanoides como as LXAs (Machado FS, 2006). A enzima chave na
producao de lipoxinas é a 5-LO, que também esta envolvida na producdo de leucotrienos que
exercem atividade inflamatoria.

Diferentes doencgas ocorrem como consequéncia da atividade de leucotrienos como em
asma (Israel E et al., 1990). Estes mediadores lipidicos promovem uma resposta inflamatéria
através do recrutamento de neutrofilos, sintese de quimiocinas, aderéncia endotelial, ativacdo
de leucdcitos, contragdo de musculo liso, dentro dos mecanismos classicos (Pian P et al.,
2013). Estudos recentes associaram a desregulacdo de leucotrienos com doencas
cardiovasculares como infarto, isquemia e aterosclerose. Por outro lado pesquisas em doencas
que se apresentam com aumento da atividade imuno-inflamatoria, encontraram que a inibicao
seletiva de 5-lipoxigenase por Zileuton promove uma resposta anti-inflamatéria com potencial
uso como tratamento de acne, dor inflamatorio, isquemia cerebral, lesdo por reperfusdo (Pian
P et al., 2013). Os mecanismos que explicam os beneficios do Zileuton nestas doencas é pela
inibicdo da producéo de leucotrienos (Silva BC et al., 2015).

Diferentes doencas ocorrem como consequéncia da atividade de leucotrienos como
em asma (Israel E et al., 1990). Estes mediadores lipidicos promovem uma resposta
inflamatdria através do recrutamento de neutréfilos, sintese de quimiocinas, aderéncia
endotelial, ativacdo de leucocitos e contracdo de musculo liso. Estudos recentes associaram a
desregulagdo da producdo de leucotrienos com doencas cardiovasculares como infarto,
isquemia e aterosclerose (Pian P et al., 2013). Também foi demonstrado que a inibicdo
seletiva de 5-LO por Zileuton, reduz a producdo de leucotrienos promovendo uma resposta
anti-inflamatoria, com potencial uso no tratamento de acne, dor, isquemia cerebral e lesdo por
reperfuséo (Silva BC et al., 2015, Kwak H et al., 2010).
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Demonstramos aqui pela primeira vez, até onde € do nosso conhecimento, o efeito
profilatico do tratamento com Zileuton no desenvolvimento do comportamento tipo mania,
semelhante aos sintomas do TB. Tratamento com Zileuton inibiu o desenvolvimento do
comportamento de mania induzido por GBR12909 de maneira dependente de SOCS2. De
fato, camundongos deficientes de SOCS2 ndo responderam ao tratamento com Zileuton
apresentando o mesmo fenotipo anteriormente relatado de mania (demora na sua inducao e
falta de controle na sua resolucdo). Hipotetizamos que Zileuton preveniu a inducdo do
comportamento tipo mania em selvagens, mas ndo em SOCS2”, provavelmente por ter
aumentado os niveis basais dos fatores neurotréficos (BDNF, GDNF e NGF) no cértex pré-
frontal e diminuido os niveis de citocinas no hipocampo e estriado. Essa reducdo poderia ser
consequéncia da inibicdo da producdo de leucotrienos. Entretanto, Sdo necessarios
experimentos adicionais para confirmar essa hipotese e, de grande relevancia, identificar os
mecanismos envolvidos os quais serdo investigados durante 0 meu doutoramento.

Apl6s 24 horas da administracdo de GBR 12909, diferente dos camundongos
selvagens, os deficientes em SOCS2 tratados com Zileuton ainda apresentaram niveis
elevados de citocinas. Esses resultados reforcam a hipdtese do papel crucial de SOCS2 para
regular as respostas induzidas por eicosanoides, incluindo lipoxinas e leucotrienos.
Experimentos adicionais de dosagens desses eicosanoide, como mencionado anteriormente,
sdo necessarios para confirmar a nossa hipotese de que SOCS2 é essencial no controle da
sinalizacdo de metabolitos derivados da atividade da enzima 5-LO os quais, possivelmente,
séo importantes no controle da oscilagdo de humor encontrado no TB.

Trabalhos demonstraram que medicamentos testados no TB como o litio, acido
valpréico e carbamazepina diminuiram o metabolismo de conversdo de &cido araquiddnico
(AA) em certos produtos da acéo de enzimas especificas como a ciclooxigenase (COX) 1 e 2
e fosfolipase A2 citosdlica (CPLAZ2). Entretanto, nesses estudos, as expressdes de 5-LO e de
leucotrienos ndo foram alteradas (Bosetti F1 et al., 2003 , Rao JS et al., 2008). Também foi
demonstrado em estudo (posmortem) de cérebros de pacientes bipolares alteracGes da cascata
do AA no cortex frontal, incluindo aumento da expressdo de COX2 e de prostaglandina E
sintase de membrana (MPGES). Além da reducdo de COX1 e PGES citosolica (CPGES), ndo
foi observada diferenca nos niveis de 5-, 12-, e 15-LO, tromboxano sintase e epoxigenase do
citocromo e citocromo p450 (Kim H-W et al., 2011). Importante, salientar estudos apenas das
andlises das expressdes de enzimas envolvidas no metabolismo do AA séo suficientes para

concluir sobre a participacdo de eicosanoides, como a LXA e leucotrienos no TB. De fato,
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esses eicosanoides sdo produzidos e atuam no mesmo local, caso contrario, seriam degradados

antes mesmo das suas acoes.
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7. CONCLUSOES

SOCS2 controla o desenvolvimento dos comportamentos do tipo depressivo e mania
experimental induzido por GBR, regulando os niveis de fatores neurotréficos no cortex pre-
frontal e de citocinas no cortex pré-frontal e também no hipocampo e estriado. Zileuton,
inibidor da atividade da 5-LO, previne o comportamento de tipo mania experimental de forma
dependente de SOCS2.
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8. PERSPECTIVAS

e Auvaliar os niveis de leucotrienos e lipoxinas em camundongos C57BI6 e SOCS2-/-

nos comportamentos de tipo depressdo e mania experimental

e Investigar a participacdo dos receptores de leucotrienos e lipoxinas no

desenvolvimento dos comportamentos de tipo depressdo e mania experimental

e Estudar o fendbmeno de oscilacdo e duracdo entre 0os comportamentos de tipo

depressdo e mania experimental na auséncia de SOCS2
e Definir se camundongo deficiente de SOCS2 seria um modelo apropriado para validar
estudos do transtorno bipolar; incluindo novas analises de validade de constructo, face

e predicao.

e Avaliar os tipos celulares no sistema nervoso central, residentes e/ou infiltrantes, séo

responsaveis pelas alteracfes imunes, neurotroficas e comportamentais observadas.

e Auvaliar os niveis de expressdo de SOCS2 em individuos com TB.
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