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Resumo 

O Transtorno bipolar (TB) é um transtorno crônico considerado um 

grave problema de saúde pública. Apesar de sua importância, a sua 

fisiopatologia ainda é pouco conhecida, dificultando o desenvolvimento 

de novos fármacos para o seu tratamento.  Recentemente, vários estudos 

têm sugerido que a fisiopatologia do TB pode estar relacionada com 

alterações do sistema imune e com o estresse oxidativo. O Lítio (Li) é 

um estabilizador de humor considerado padrão ouro para o tratamento 

do TB, porém, devido aos efeitos colaterais causados por este fármaco, 

muitos pacientes acabam abandonando o tratamento, o que acaba 

agravando os sintomas. Estudos prévios demonstram que o celecoxib 

(Cel), um anti-inflamatório inibidor seletivo da ciclo-oxigenase 2 (Cox-

2), pode ser efetivo para o tratamento da depressão e do TB. Desta 

forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento 

associado de Li com Cel sobre o comportamento, níveis de citocinas e 

parâmetros de estresse oxidativo em um modelo animal de mania 

induzido por dextro-anfetamina (d-AMPH). Foram utilizados ratos 

Wistar machos adultos, os quais foram submetidos à administração i.p 

de d-AMPH (2 mg/kg) ou salina (Sal) durante 14 dias, uma vez por dia. 

Entre o oitavo e o décimo quarto dia os animais do grupo d-AMPH e do 

grupo Sal foram tratados por gavagem com Li (24 mg/kg), Cel (20 

mg/kg), Li + Cel ou água. Foram avaliados os níveis de citocinas (IL-1β, 

IL-4, IL-10, TNFα) e parâmetros de estresse oxidativo [espécies reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), carbonil, catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx) ] no cérebro e soro destes animais. Os resultados 

demonstraram que a d-AMPH induziu hiperlocomoção nos animais e 

que o tratamento adjunto com Li + Cel foi capaz de reverter este 

comportamento. Além disso, a d-AMPH aumentou a expressão de IL-4, 

IL-10 e TNFα no soro e cérebro dos animais, e o tratamento conjunto de 

Li + Cel foi capaz de reverter este aumento. A d-AMPH também 

aumentou os níveis de TBARS e de grupamentos carbonila no cérebro 

dos animais e tanto os tratamentos isolados com Li e Cel, quanto o 

tratamento associado de Li + Cel foram capazes de reverter este 

aumento. A d-AMPH causou uma redução na atividade da CAT e o 

tratamento adjunto com Li + Cel conseguiu reverter esta diminuição.  A 
d-AMPH aumentou a atividade da GPx no cortéx frontal e o tratamento 

com Li ou Cel isolados ou associados reverteram este aumento. No 

hipocampo, houve um aumento na atividade da GPx no grupo d-

AMPH+Li+Cel. Juntos, esses resultados indicam que sistema imune 

inflamatório e o estresse oxidativo podem estar envolvidos na 
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fisiopatologia do TB e que o tratamento associado de Li + Cel pode ser 

um novo potencial terapêutico para o tratamento de TB. 

 

Palavras chave: transtorno bipolar, citocinas, modelo animal de mania, 

estresse oxidativo, d-anfetamina.  
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Abstract 

Bipolar disorder (BD) is a chronic disorder considered a serious public 

health problem. Despite its importance, the pathophysiology of this 

disorder is still little known, making it difficult to develop new drugs for 

the treatment of it Recently, several studies have suggested that the 

pathophysiology of BD may be related to changes in the immune system 

and also related with oxidative stress. Lithium (Li) is a mood stabilizer 

considered a gold standard for the treatment of BD; however, due to its 

side effects, many patients end up abandoning the treatment and 

aggravating the symptoms of the disorder. Previous studies have shown 

that celecoxib (Cel), an anti-inflammatory selective inhibitor of 

cyclooxygenase 2 (Cox-2), may be effective in treating depression and 

BD. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of 

adjunct Li treatment with Cel on parameters of behavior, cytokine levels 

and oxidative stress biomarkers in an animal model of mania induced by 

d-AMPH. For this purpose, adult Wistar rats were used as animal 

model. They received, intraperitoneally (i.p.) 2 mg/kg of 

dextroamphetamine (d-AMPH) or Salt for 14 days, once a day. Between 

the eighth and the fourteenth day the animals of the d-AMPH group and 

the Salt group were treated by gavage with Li (24 mg/kg), Cel (20 

mg/kg) or Li + Cel or water. We evaluated levels of cytokines (IL-1β, 

IL-4, IL-10, TNFα) and oxidative stress biomarkers [TBARS, carbonyl, 

catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx)] in brain and serum of 

these animals. Our results demonstrated that d-AMPH induced 

hyperlocomotion in the animals and that the adjunct treatment with Li + 

Cel was able to reverse this behavior. In addition, d-AMPH increased 

the expression of IL-4, IL-10 and TNFα in the serum and brain of these 

animals, and treatment Li + Cel was able to reverse this increase. d-

AMPH also increased levels of TBARS and carbonyl groups in brain 

samples of rats and both, Li and Cel, and Li + Cel treatments were able 

to reverse these increases. d-AMPH produced a reduction in CAT 

activity and the adjunct treatment, with Li + Cel, was able to reverse this 

decrease. d-AMPH also increased the activity of GPx in the frontal 

cortex and treatment with Li or Cel, in single dose, as well as the 

combination of Li + Cel reversed this increase. In the hippocampus 
samples, there was an increase in GPx activity in the d-AMPH + Li + 

Cel group. In conclusion, we are able to say that inflammatory immune 

system and oxidative stress may be involved in the pathophysiology of 

BD, as well as the adjunctive treatment of Li + Cel may is a new 

potential therapeutic protocol in BD treatment. 
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Key words: bipolar disorder, cytokines, animal model of mania, 

oxidative stress, amphetamine. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 TRANSTORNO BIPOLAR 

O Transtorno Bipolar (TB) caracteriza-se por um transtorno 

crônico que afeta aproximadamente 1,5% da população, seu curso é 

crônico e recorrente, os pacientes acometidos por ele apresentam 

episódios maníacos, hipomaníacos e depressivos, bem como episódios 

mistos (Judd e Akiskal, 2003; Merikangas et al., 2007). Um estudo 

mostrou que o risco de desenvolver o TB é maior em adultos jovens, e 

que pelo menos metade dos casos iniciam antes dos 25 anos (Kesller et 

al., 2005). A Organização Mundial da Saúde (OMS) faz uma previsão 

para o ano de 2020 colocando o TB como a sexta causa médica de 

incapacidade (Lopes e Murray, 1998).   

O Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais, 

DSM-V, caracteriza pacientes com TB do tipo I, TB do tipo II e 

ciclotimia. Alternância entre os estados de humor maníaco e depressivo 

corresponde ao TB I, enquanto a hipomania ao TB II. O TB do tipo II é 

o de maior incidência na população, respondendo por 5%, enquanto o 

TB I representa 1% (Barbosa et al., 2009).  A característica principal do 

transtorno é a mania que, dependendo da gravidade, apresenta 

manifestações como euforia, energia exacerbada, grandiosidade e uma 

sensação de prazer intenso, podendo alternar ao um estado altamente 

irritável e agressivo (Calabrese et al., 2003). 

É importante salientar que os índices de comorbidade são altos 

em pacientes com TB, podendo variar de 30 a quase 100%, dependendo 

da metodologia e amostra utilizada no estudo (Bauer et al., 2005). As 

comorbidades comumente encontradas em indivíduos com TB são as 

relacionadas a problemas circulatórios, diabetes mellitus, obesidade e 

doenças respiratórias (McIntyre et al., 2007; Barbosa et al., 2014). O 

abuso de substâncias e a ocorrência de transtornos de ansiedade também 

são comuns dentre estes pacientes (Sanches et al., 2005; Amério et al., 

2015). 

Apesar da baixa frequência (em torno de 2% da população), sua 

influência na vida dos indivíduos resulta em um sério problema de saúde 

pública. Em relação aos riscos de mortalidade, estudos mostram altas 

taxas de suicídio entre os portadores deste transtorno (Santin et al., 

2005; Amério et al., 2015).  

O tratamento clássico usado para pacientes com TB é carbonato 

de Lítio (Li) e anticonvulsivantes como o valproato de sódio (VPA). 

Ambos podem ser usados como estabilizadores de humor e servem para 
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prevenir em longo prazo as recorrências dos episódios (Baldessarini, 

2006). 

Apesar de todos os avanços ao longo dos anos em relação a este 

transtorno, a sua fisiopatologia não está totalmente compreendida, 

porém algumas teorias têm sido propostas. Vários estudos 

demonstraram um aumento do estresse oxidativo e alterações em 

enzimas antioxidantes em pacientes com TB (Kuloglu et al., 2002; 

Ozcan et al., 2004; Frey et al., 2006a; Halliwell, 2006; Andreazza et al., 

2009; Berk et al., 2011; Jornada et al., 2011). Outros estudos também 

têm relacionado o possível envolvimento de neurotrofinas, em particular 

o fator neurotrófico derivado do e do fator de crescimento neural com 

possível envolvimento na fisiopatologia do TB (Shaltiel et al., 2007; 

Kapczinskiet al., 2009; Soontornniyomkij et al., 2011; Thompson Ray et 

al., 2011; Huang et al., 2012). Mais recentemente, alguns estudos têm 

demonstrado o possível papel do sistema imune na fisiopatologia do TB 

(Barbosa et al., 2009; Mc Namara e Lotrich, 2012; Barbosa et al., 2014; 

Valvassori et al., 2015). 

 

1.2 TRATAMENTO DO TRANSTORNO BIPOLAR 

O tratamento de indivíduos com TB ainda constitui uma tarefa 

altamente complexa, antes de tudo, por envolver estratégias distintas nos 

diferentes estágios desse transtorno (Ketter et al., 2016). O uso de 

antidepressivos podem causar mania ou hipomania em pacientes 

bipolares, já os tratamentos que agem sobre os episódios maníacos, em 

alguns casos, podem levar a depressão (Geddes e Miklowitz, 2013). 

O Li é ainda é considerado o fármaco padrão ouro para pacientes 

com TB e o único aprovado especificamente para o transtorno, sendo 

utilizado por mais de 50 anos para o tratamento das fases aguda e de 

manutenção do tratamento. É indicado para os episódios de mania 

aguda, em particular para mania eufórica e hipomania, sendo eficaz 

também para comportamento suicida. Entretanto, o uso deste fármaco 

requer cuidados especiais, pois a sua retirada abrupta pode levar a 

maiores chances de recaída e suicídio (Kapczinski e Quevedo, 2009; 

Kapczinski e Quevedo, 2016).  

A associação do Li com anticonvulsivantes têm sido muito 

utilizadas na prática clínica, dentro deste contexto apresenta-se o VPA e 

a carbamazepina (CBZ), ambos com propriedades antimaníacas, sendo 

os mais indicados para a fase maníaca do TB. Seus mecanismos de ação 

ainda são pouco conhecidos. O que até o momento se sabe é que tais 

mecanismos estão envolvidos na modulação de múltiplos sistemas 
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reguladores de neurotransmissores e cascatas de sinalização 

intracelulares (Niciu et al., 2013). Contudo, assim como acontece com o 

Li, eles também apresentam alguns inconvenientes, pois não são 

eficazes para todos os pacientes, apresentam risco de teratogenecidade e 

necessitam de constante monitorização terapêutica. Além dos fármacos 

citados, a gabapentina (GBP), lamotrigina (LTG), levetiracetam (LEV), 

tiagabina (TGB) e topiramato (TPM) também estão entre os outros 

fármacos utilizados na clínica para pacientes com TB (Kapczinski e 

Quevedo, 2009).  

Apesar de existir um significativo número de fármacos para a 

terapêutica, o grande desafio do tratamento está na fase depressiva do 

transtorno, pois, o uso de antidepressivos possui um risco muito grande 

no desencadeamento de episódio maníaco. Assim, os antidepressivos 

mais utilizados na prática clínica atual são os inibidores da recaptação 

de serotonina e a bupropiona, um inibidor da recaptação de dopamina 

(DA) (Sachs et al., 2000; Post et al., 2006).  

Como mencionado acima, o arsenal terapêutico atual parece 

animador a primeira vista, levando em consideração a quantidade de 

fármacos que podem ser utilizados para o tratamento do TB 

(estabilizadores de humor, antidepressivos, antipsicóticos e 

anticonvulsivantes), no entanto, muitas lacunas ainda estão abertas, 

principalmente em se tratando das fases distintas observadas no 

transtorno. Outros fatores inconvenientes encontrados são a resistência 

de alguns sintomas ao tratamento, a baixa adesão devido aos efeitos 

colaterais, tais como, aumento de peso, poliúria, problemas 

dermatológicos, fadiga, bradicinesia, problemas sexuais (Rosa et al., 

2006; Cheniaux, 2011). É importante salientar que o Li, em vista da 

dose utilizada e apesar de seus inúmeros efeitos colaterais (ganho de 

peso, fadiga e poliúria), ainda continua sendo a primeira e mais indicada 

opção de tratamento, pois é considerado o fármaco mais eficaz nos 

sintomas do TB.  

Em termos de perspectivas, há uma grande variedade de 

estratégias terapêuticas em desenvolvimento, mas que ainda precisam de 

estudos mais aprofundados. O principal desafio farmacológico atual 

para o tratamento do TB é estratégia farmacológica para os dois polos 

do transtorno (Ribeiro et al., 2005). Diante desta realidade, ainda se 

encontra muitas dificuldades em relação ao tratamento do TB, visto que, 

a maioria deles tratam apenas dos sintomas do transtorno. Isso justifica a 

importância de maiores pesquisas na busca de novos fármacos. 

 

1.3 TRANSTORNO BIPOLAR E INFLAMAÇÃO 
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O papel da inflamação como parte constituinte de várias doenças, 

como as doenças cardiovasculares, diabetes e câncer, tem evoluído 

bastante desde a última década e vem sendo um novo alvo de pesquisa 

para neurologia e a psiquiatria. Desde então, estudos envolvendo o 

sistema imune e os transtornos psiquiátricos, tais como os transtornos de 

humor, de ansiedade e esquizofrenia vêm ganhando cada vez mais 

destaque (Miller et al., 2013). 

As citocinas são importantes mediadores inflamatórios 

produzidos pelas células do sistema imune (células T, natural killer 

(NK), monócitos/macrófagos e células dendríticas) (Oliveira et al., 

2007). Também podem ser produzidas por células do sistema nervoso, 

particularmente pela microglia e pelos astrócitos (Goncharova e 

Tarakanov, 2007; Muller e Schwarz, 2010).  

São mediadores indispensáveis para a condução da resposta 

inflamatória, porém, um aumento significativo de citocinas pró-

inflamatórias a partir de uma lesão podem acarretar em uma 

instabilidade hemodinâmica ou distúrbios metabólicos. Perante uma 

impossibilidade de se classificar as citocinas quanto a sua célula de 

origem ou quanto a sua função, as mesmas foram agrupadas em 

interleucinas (IL), numeradas em uma sequência que vai de 1 a 35 

(Oliveira et al., 2011). 

A primeira hipótese do papel do sistema imune na fisiopatologia 

de alguns transtornos de humor ocorreu na década de 1990. Smith 

(1991) propôs a teoria dos macrófagos para a depressão, associando a 

depressão com a secreção excessiva de citocinas por estas células. 

Desde então, inúmeras pesquisas têm demonstrado o papel dos 

processos imunológicos em diversos transtornos psiquiátricos. No 

entanto, não é totalmente esclarecido se a ativação de vias inflamatórias 

no sistema nervoso central (SNC) origina-se na periferia ou diretamente 

do cérebro, induzidas por algum tipo de estresse. Mesmo assim, o papel 

das citocinas no SNC e na fisiopatologia de transtornos psiquiátricos é 

reconhecido e tem alguns possíveis mecanismos envolvidos, como por 

exemplo, citocinas podem influenciar na síntese, liberação e recaptação 

de neurotransmissores e monoaminas (serotonina, norepinefrina, 

dopamina e glutamato); citocinas podem influenciar no eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) através do feedback negativo e/ou 

a perturbação na função dos receptores de glicocorticóides; citocinas 

podem influenciar na plasticidade neuronal e diminuir a expressão de 

BDNF no hipocampo (Felger et al., 2007; Miller et al., 2009). 

Recentemente um estudo realizado por Louveau e colaboradores 

(2015), descobriu a existência de um sistema linfático revestindo os 
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seios durais no cérebro. A descoberta deste sistema linfático no SNC 

lança uma nova luz sobre a etiologia das doenças neuroinflamatórias e 

neurodegenerativas associada com a disfunção do sistema imunológico 

(Loveau et al., 2015).  

Há um crescente número de dados mostrando que o TB está 

associado a uma inflamação crônica de baixo grau. Um aumento de 

citocinas pró-inflamatórias foram consistentemente relatados em 

pacientes bipolares, em particular, fator de necrose tumoral (TNF-α) e 

receptor solúvel de TNF do tipo 1 (sTNFR1) (Barbosa et al., 2011; 

Modabbernia et al., 2013; Munkholm et al., 2013). Ainda que haja 

vários estudos correlacionando o TB a alterações imunológicas, os 

dados ainda são inconstantes, ressaltando a importância de mais 

pesquisas nesta área (Barbosa et al., 2009). 

 

1.4 CELECOXIB 

A classe de anti-inflamatórios não esteroides (AINES) já é bem 

conhecida pela humanidade há mais de 100 anos, sendo estes os agentes 

farmacológicos mais utilizados na prática clínica.  Tendo um amplo 

espectro de indicações terapêuticas, tais como: ação analgésica, anti-

inflamatória, antipirese, profilaxia contra doenças cardiovasculares 

(Dubois et al., 1998). 

Quando se fala em AINES é preciso saber qual o seu mecanismo 

de ação, frente a isso, deve-se entender um pouco mais sobre as ciclo-

oxigenases (COX) (Figura 1). Apesar de a COX ter sido descoberta há 

mais de 20 anos, foi na última década que ocorreu um maior progresso 

no entendimento das suas funções. O termo COX deriva da hipótese de 

o seu mecanismo de ação consistir na formação de peróxidos bicíclicos 

(endoperóxidos) oriundos da oxigenação de ácidos graxos 

polinsaturados (Marnett et al., 1999). A ativação da COX envolve a 

síntese das prostaglandinas (PGs) e a partir do ácido araquidônico (AA) 

formado pela fosfolipase A2 (PLA2) de fosfolipídios da membrana 

(Brooks et al., 1999). A enzima COX apresenta duas isoformas 

intituladas COX-1 e COX-2. A COX- 1 é fisiologicamente constitutiva, 

agindo como citoprotetora gástrica, responsável pela homeostase renal e 

plaquetária, já a COX-2 é considerada indutiva, surgindo apenas em 

situações de trauma tissula e infecções (Perazella e Tray, 2001; Yaksh et 

al., 2001).  

Quando um determinado anti-inflamatório inibe apenas a 

isoforma COX-2, sem que haja nenhuma intervenção na atividade da 

COX-1, designa-se agente inibidor específico COX-2. Estes compostos 
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foram então denominados coxibs. Sendo que, o Celecoxib (Cel) foi o 

primeiro composto a ser aprovado pela Food and Drug Administration 

(FDA) para comercialização nos Estados Unidos (Whelton, 2001). Pelo 

fato de não atuarem na COX-1, os coxibs foram introduzidos como uma 

classe alternativa de AINES de eficácia similar, porém, com um menor 

índice de efeitos colaterais que os tradicionais AINES (Cannon e 

Breedveld, 2001).   

Estudos mostram o papel das PGs como mediadoras da febre, 

reações anti-inflamatórias no tecido neural e também na função cerebral 

(Dubois et al., 1998; Lipsky, 2000). Os níveis de COX-2 mostraram-se 

aumentados após convulsões e atividade mediada pelo receptor NMDA 

(Dubois et al., 1998). Ainda é preciso uma maior investigação acerca do 

papel da COX-2 e seus inibidores, no entanto, estudos evidenciam que 

altas doses de AINES podem estar associadas à reversão de déficits 

cognitivos em idosos. Ao mesmo tempo em que o seu uso prolongado e 

em baixas doses parece prevenir o declínio da função cognitiva (Karplus 

e Saag, 1998). 

Alguns estudos utilizando o tratamento com Cel demonstraram-se 

eficazes em pacientes com depressão (Chen et al., 2010; Abbasi et al., 

2012).  O mesmo fármaco também demonstrou eficácia como terapia 

adjuvante no tratamento de episódios maníacos, depressivos e/ou mistos 

(Nery et al., 2008; Arabzadeh et al., 2015). Tendo em vista esses 

resultados, considera-se de grande importância as pesquisas envolvendo 

o uso de anti-inflamatórios como um possível novo alvo terapêutico 

para o TB. 
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Figura 1: Mecanismos de ação da COX-1 e COX-2 e a inibição pelo uso de 

AINES (Adaptado de Carvalho e Lemônica, 1998). COX – Ciclo oxigenase; 

AINES - anti-inflamatórios não esteroides; TXA – Tromboxano A2; PG – 

Prostaglandina. 

 

1.5 TRANSTORNO BIPOLAR E O ESTRESSE OXIDATIVO 

A produção de radicais livres se caracteriza por um processo 

contínuo e fisiológico, desempenhando funções biológicas relevantes. 

Ao longo dos processos metabólicos, esses radicais trabalham como 

mediadores transferindo elétrons nas várias reações bioquímicas que 

acontecem de forma natural no organismo humano. A sua produção, 

quando de forma adequada, gera adenosina trifosfato - ATP (energia), 

através do transporte de elétrons; ativação de genes; e participação em 

mecanismos de defesa durante o processo de inflamação. No entanto, a 

produção excessiva destes radicais livres pode conduzir a danos 

oxidativos (Ferreira e Matsubara, 1997; Nyska e Kohen, 2002; Shami e 

Moreira, 2004). 

Essa produção contínua de radicais livres durante os processos 

metabólicos resultou em um mecanismo de defesa antioxidante, a qual 

tem como principal objetivo limitar os níveis celulares destes radicais 

livres, controlando a ocorrência de danos decorrentes (Bianchi e 
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Antunes, 1999; Shami e Moreira, 2004). O estresse oxidativo nada mais 

é do que um desequilíbrio entre a produção de compostos oxidantes e 

antioxidantes, caracterizada pela excessiva produção de radicais livres e 

uma redução na remoção desses. O processo em questão tem relevante 

implicação sobre a etiologia de muitas enfermidades crônicas, como a 

aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e 

câncer (Green et al.,2004; Halliwell e Whiteman, 2004).  

Existe um grande número de trabalhos publicados relacionando o 

estresse oxidativo com a psiquiatria (Benes et al., 2003; Migliore et al., 

2005; Kunz et al., 2008; Chittiprol et al., 2009; Stefanescu e Ciobica, 

2012).  Provavelmente esteja relacionado à sensibilidade cerebral ao 

dano oxidativo (Ng et al., 2008). O cérebro é extremamente sensível ao 

estresse oxidativo, principalmente por consumir uma alta taxa de 

oxigênio e possuir poucas defesas antioxidantes, bem como a sua rica 

constituição lipídica, o que favorece o dano (Andersen, 2004; Ng et al., 

2008).  

Muitos estudos também têm sugerido o envolvimento do estresse 

oxidativo com o TB (Frey et al., 2006a; Halliwell, 2006; Andreazza et 

al., 2009; Berk et al., 2011; Jornada et al., 2011). A principal hipótese 

envolve distúrbio na função mitocondrial, visto que a mitocôndria é 

essencial para a formação de energia, requerendo uma grande 

quantidade para que se mantenha o equilíbrio celular neuronal (Nicholls 

e Budd, 2000; Berk et al., 2011). Estudos clínicos mostram um alto dano 

oxidativo sistêmicos em pacientes com TB (Andreazza et al., 2007; 

Kapczinski et al., 2011). Os sistemas antioxidantes também parecem 

estar alterados nos pacientes bipolares, demonstrando aumentos 

significativos nos sistemas da glutationa e da superóxido dismutase 

(Andreazza et al., 2007; Andreazza et al., 2009), sugerindo um 

mecanismo compensatório entre o estado pró-oxidativo existente. Além 

disso, estudos realizados no mesmo laboratório da presente tese, 

demonstraram que o estresse oxidativo induzido pela AMPH também é 

capaz de ser revertido e prevenido pelos estabilizadores do humor Li e 

VPT (Frey et al., 2006b) 

Apesar de serem estudadas de forma separadas, as vias 

metabólicas e imunes são interdependentes, pois hormônios, citocinas, 

fatores de transcrição e proteínas de sinalização agem nessas duas vias, 

buscando a homeostase do organismo. Uma resposta inflamatória 

entendida como normal será acompanhada de alterações metabólicas e 

do recrutamento dos estoques de energia, em especial de lipídios, 

visando a supressão do estímulo inflamatório (Geraldo et al., 2009).  
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De maneira geral, todos os resultados em conjunto apoiam a 

hipótese do papel do estresse oxidativo na fisiopatologia do TB, 

justificando a importância da pesquisa na busca de novos alvos 

terapêuticos. 

 

1.6 MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR D-AMPH 

O desenvolvimento de modelos animais constitui uma ferramenta 

importante para o estudo dos quadros de humor, tanto para elucidar os 

mecanismos envolvidos na fisiopatologia quanto para a obtenção de 

novas terapias farmacológicas (Frey et al., 2006a). O padrão oscilatório 

do TB dificulta o desenvolvimento de modelos adequados, que possam 

abranger todos os polos do mesmo. Como o marco clínico do TB são os 

sintomas maníacos, o foco maior está em desenvolver modelos animais 

que possam reproduzir a manifestação de episódios maníacos, com 

sintomas como euforia, irritabilidade, hiperatividade, insônia ou 

atividade sexual aumentada (Ellenbroek e Cools, 1990; Belmaker e 

Bersudsky, 2004; Valvassori et al., 2013). 

Para que um modelo animal possa ser considerado válido, deve 

apresentar três características essenciais: o modelo precisa mimetizar os 

sintomas da doença (validade de face), ser hábil em reproduzir alguns 

aspectos fisiopatológicos da doença (validade de constructo); e, 

finalmente, os agentes terapêuticos usados no tratamento devem reverter 

os sintomas induzidos no modelo animal (validade preditiva) 

(Ellenbroek e Cools, 1990). 

As AMPHs são potentes estimulantes do SNC, a nível cerebral 

sua ação se dá pelo aumento do fluxo de dopamina (DA), inibição da 

recaptação da DA, bem como a atividade da monoamina oxidase (da 

Rosa et al., 2012). É bem descrito na literatura que a AMPH induz 

sintomas maníacos em pacientes com TB (Joyce et al., 1995). Estudos 

utilizando ratos tratados com AMPH demonstraram que a administração 

desta droga induz hiperlocomoção, alteração das fases do sono e 

comportamento de risco nestes animais, sintomas que se assemelham ao 

comportamento do tipo maníaco (Frey et al., 2006a,b; Einat 2007; 

Nestler e Hyman, 2010).  Além disso, o tratamento com estabilizadores 

de humor como o Li e o VPA, foram capazes de reverter esta 

hiperlocomoção (Frey et al., 2006a; Yatham et al., 2013). 

Como o marco clínico para o diagnóstico de TB é a presença dos 

sintomas maníacos, um modelo adequado deveria assemelhar-se a 

algumas características de um episódio maníaco, assim, o modelo 

animal de mania induzido pela AMPH, embora contemple apenas a um 
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polo da doença, ainda é o modelo mais útil para estudar o TB 

(Valvassori et al., 2013). Além disso, a administração de AMPH é 

considerada um modelo animal de mania válido, visto que contempla as 

três validades exigidas (Cappeliez e Moore 1990; Einat et al., 2007; 

Young et al., 2010). Deste modo, é de suma importância que sejam 

realizadas mais pesquisas envolvendo este modelo, o que pode 

contribuir para uma maior compreensão da fisiopatologia e possíveis 

novos alvos terapêuticos para o transtorno. 

 

1.7 JUSTIFICATIVA 

Embora o TB venha ganhando destaque entre os transtornos 

psiquiátricos e muito já sem tem estudado a seu respeito nos últimos 

anos, não se obteve muita evolução desde a sua descoberta em relação 

ao tratamento farmacológico, principalmente pelo pouco que se conhece 

sobre a sua fisiopatologia. Levando em consideração que resultados 

anteriores demonstraram uma possível relação entre o TB o sistema 

imune e/ou o estresse oxidativo e, tendo em vista o atual cenário do 

transtorno, o presente estudo se faz importante para avaliar o potencial 

terapêutico de anti-inflamatórios associados ao Li para o tratamento de 

mania em um modelo animal induzido por d-AMPH. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos do tratamento associado de Li com Cel sobre o 

comportamento do tipo maníaco, níveis de citocinas e parâmetros de 

estresse oxidativo em um modelo animal de mania induzido por d-

AMPH. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Avaliar os efeitos do tratamento de Li, de Cel ou do tratamento 

adjunto de Li com Cel sobre a atividade locomotora e exploratória de 

ratos Wistar submetidos ao modelo animal de mania induzido por d-

AMPH, através do teste de campo aberto. 

- Avaliar os efeitos de Li, de Cel ou do tratamento adjunto de Li 

com Cel sobre os níveis de citocinas (IL-1β, IL-4, IL-10, TNFα) no soro 

e no cérebro (córtex frontal e estriado) de ratos Wistar submetidos a um 

modelo animal de mania induzido por d-AMPH. 

- Avaliar os efeitos de Li, de Cel ou do tratamento adjunto de Li 

com Cel sobre o parâmetro de dano oxidativo a lipídio (substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico - TBARS) no soro e no cérebro (córtex 

frontal e hipocampo) de ratos Wistar submetidos a um modelo animal de 

mania induzido por d-AMPH. 

- Avaliar os efeitos de Li, de Cel ou do tratamento adjunto de Li 

com Cel sobre parâmetro oxidação protéica (carbonilação de proteínas) 

no soro e no cérebro (córtex frontal e hipocampo) de ratos Wistar 

submetidos a um modelo animal de mania induzido por d-AMPH. 

- Avaliar os efeitos de Li, de Cel ou do tratamento adjunto de Li 

com Cel sobre a atividade de enzimas antioxidantes (CAT e GPx) no 

soro e cérebro (córtex frontal e hipocampo) de ratos Wistar submetidos 

a um modelo animal de mania induzido por d-AMPH. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

O estudo foi executado dentro das diretrizes do CONCEA 

(Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal): Diretriz 

da Prática de Eutanásia do CONCEA e Diretriz Brasileira para o 

Cuidado e a Utilização de Animais para Fins Científicos e Didáticos. Os 

experimentos foram iniciados somente após a aprovação da Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Universidade do Extremo Sul 

Catarinense (UNESC) (protocolo nº 056/2015-2, anexo).  

Os animais utilizados foram ratos Wistar machos adultos 

(pesando 250-350 g), obtidos a partir da colônia de reprodução da 

UNESC. Os animais foram alojados em cinco por gaiola, com comida e 

água disponível à vontade e foram mantidos em um ciclo claro/escuro 

de 12 h (luzes ligadas às 7h) à temperatura de 22 ± 1 °C. Todos os 

experimentos foram realizados no mesmo horário, durante o dia, para 

evitar as variações circadianas. 

 

3.2 DROGAS UTILIZADAS 

A d-AMPH foi obtido da Sigma Chemical (Saint Louis, EUA), 

o carbonato de Li da Eurofarma (São Paulo, Brasil) e o CEL da Getz 

Pharma (Karachi, Paquistão). A d-AMPH foi diluída em solução salina 

(Sal, 0,9%) para a administração intraperitoneal (i.p). Os comprimidos 

de carbonato de Li e de CEL foram macerados até obter-se pó e 

suspensos em água para administração por gavagem. As suspenções 

foram agitadas em agitador magnético durante todo o período de 

administração para que não houvesse alterações significativas na 

concentração.  

 

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL 

Os animais foram submetidos à administração i.p de d-AMPH 

(2 mg/kg) ou Sal durante 14 dias, uma vez por dia. Entre o oitavo e o 

décimo quarto dia os animais do grupo d-AMPH e do grupo Sal foram 

tratados por gavagem com Li (24 mg/kg), Cel (20 mg/kg) ou Li + Cel ou 

água. O Li foi administrado duas vezes por dia com um intervalo de 12h 

entre as administrações e o Cel foi administrado uma vez ao dia. No 

décimo quinto dia, os animais receberam uma administração i.p de d-

AMPH ou Sal e duas horas depois foram submetidos ao teste de campo 
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aberto (ver Figura 2). A seguir os grupos experimentais: 1) Sal+Água; 

2) Sal+Li; 3) Sal+Cel; 4) Sal+Li+Cel; 5) d-AMPH+Água; 6) d-

AMPH+Li; 7) d-AMPH+Cel; 8) d-AMPH+Li+Cel. Foram utilizados 10 

animais por grupo para a realização do presente estudo. 

 

Observação 1: As doses do Cel e da d-AMPH foram baseadas em 

estudos prévios (Frey et al., 2006a, Kaizaki et al., 2013). A dose de Li 

utilizada neste estudo foi a metade da dose administrada no estudo de 

Frey e colaboradores (2006a). A escolha pela metade da dose teve o 

intuito de avaliar a eficácia deste fármaco associado a um anti-

inflamatório. Observação 2: Os ratos que não receberam a associação de 

Li + Cel ou apenas Li (que é administrado duas vezes ao dia) receberam 

uma injeção de veículo equivalente (água) no lugar, para que todos os 

animais fossem submetidos ao mesmo tipo de manipulação. 

 
Figura 2: Desenho experimental. Os animais foram submetidos à administração 

de d-AMPH ou Sal durante 14 dias. Entre o oitavo e o décimo quarto dia os 

animais do grupo d-AMPH e do grupo Sal foram tratados por gavagem com Li, 

Cel ou Li + Cel. No décimo quinto dia, os animais receberam uma 

administração i.p de d-AMPH ou Sal e duas horas depois foram submetidos ao 

teste de campo aberto. Imediatamente após o teste comportamental os animais 

foram mortos, o sangue periférico coletado e o cérebro removido e dissecado 

em córtex frontal, hipocampo e estriado para posterior análise bioquímica. 

 

3.4 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 
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3.4.1 Tarefa de campo aberto 

A atividade comportamental foi avaliada através da tarefa de 

campo aberto (Open Field Test), sendo a hiperlocomoção o parâmetro 

adotado como tipo-maníaco induzida no modelo animal. Esta é 

executada em uma caixa de 40 x 60 cm, cercada por paredes de 50 cm 

de altura feitas de madeira compensada marrom, com uma parede de 

vidro frontal e assoalho dividido em 9 retângulos iguais por linhas 

pretas. Os animais foram colocados delicadamente no quadrante 

posterior esquerdo, para que explorem a arena por 5 minutos, onde 

foram contados os cruzamentos entre as linhas pretas (crossings) e a 

quantidade de vezes em que o rato ficou apoiado nas patas traseiras a 

fim de explorar o ambiente (rearings) (Broadhurst, 1960). 

 

3.5 ANÁLISESE BIOQUÍMICAS 

3.5.1 Preparo das amostras 

Após o teste comportamental, os ratos foram mortos por 

decapitação e o sangue periférico foi imediatamente coletado e 

refrigerado. As amostras de sangue foram centrifugadas a 10.000 rpm 

durante 15 minutos e uma alíquota de soro foi armazenada em ultra-

freezer a -80ºC para posterior análise. O cérebro também foi removido e 

dissecado em córtex frontal, hipocampo e estriado, sendo armazenados 

em ultra-freezer a -80ºC para posterior análise bioquímica. 

 

3.5.2 Avaliação dos níveis de IL-1β, IL-4, IL-10 E TNF- 

O estriado e o córtex frontal foram homogeneizados numa 

solução de extração, contendo aprotinina (100mg de tecido por 1 ml). A 

concentração de citocinas/quimiocinas foi determinada no soro, no 

estriado e no córtex frontal utilizando testes ELISA disponíveis no 

mercado, seguindo as instruções fornecidas pelo fabricante (kits DuoSet, 

sistemas de R & D; Minneapolis). Os resultados estão apresentados em 

pg / 100 mg de tecido no estriado e córtex frontal. 

 

3.5.3 Avaliação de Parâmetros de estresse oxidativo 

3.5.3.1 Níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

Para determinação dos níveis de TBA-RS, as amostras de tecidos 

cerebrais e do soro foram homogeneizadas em tampão PBS gelado (pH 

7,4). Logo após o homogeneizado foi precipitado por meio de uma 
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reação ácida com ácido tricloroacético (TCA, Vetec®) a 10 % com 

sulfato de sódio adicionado ao sobrenadante na proporção 1:1 (v/v). 

Após centrifugação, o sobrenadante foi tratado com ácido tiobarbitúrico 

(TBA, Sigma-Aldrich® St. Louis, MO, EUA) 0,67 % na proporção de 

1:1(v/v). A mistura foi levada a um banho fervente durante 2 horas e, 

após, resfriada em água à temperatura ambiente. A absorvância foi 

medida em espectrofotômetro a 532 nm. Concomitantemente, foi feita 

uma curva de calibração com 1,1,3,3- tetrametoxipropano, na qual todos 

os pontos foram tratados da mesma forma que as amostras. Os 

resultados foram expressos como nmol de TBA-RS*mg de proteína-1 

(Esterbauer e Cheeseman, 1990). 

 

3.5.3.2 Oxidação e nitração proteica  
Para determinação dos níveis de carbonila, as amostras cerebrais 

e de soro foram homogenizadas no tampão fosfato de sódio 20 mM + 

KCl 140 mM em ph 7,4. Essa mistura foi conservada em gelo e foram 

separadas em dois grupos, um intitulado como branco e outro como 

teste, sendo que o branco foi descontado do teste nas análises. Após 

centrifugar as amostras, adicionou-se TCA 20 % e o sobrenadante foi 

descartada. Foi adicionado no banco HCl 2 M e nas amostras testes 

dinitrofenilhidrazina, em seguida as amostras foram lavadas três vezes 

com Etanol e Acetato (1:1). O princípio do método se baseia na ligação 

e grupos carbonila a 2,4-dinitrofenilhidrazina formando hidrazonas 

alifáticas. A absorvância obtida através do espectrofotômetro em 340 

mm zerando com o branco de cada amostra. Os resultados foram 

expressos como nmol de carbonilas /mg de proteína-1 (Esterbauer e 

Cheeseman, 1990). 

 

3.5.3.3 Atividade enzimática da catalase (CAT) 

Esta atividade enzimática da catalase em amostras de tecidos 

cerebrais e de soro foram determinadas através do método de Aebi 

(1984). À amostra previamente homogeneizada, foi adicionado Triton 

0,1 % seguido de agitação. Esta mistura foi conservada em gelo durante 

15 minutos. Ao tampão fosfato de potássio 10 mM, pH 7,0, foi 

adicionado H2O2 30% (v/v). Este meio foi colocado em cubeta de 

quartzo e o aparelho estabilizado contra um branco corrido 

separadamente de tampão fosfato. Após adição da amostra, foi realizada 

a leitura da queda da absorvância do H2O2 em um leitor de microplaca 

SpectraMax® (Molecular Devices® Califórnia,USA) a 240 nm, à 

temperatura ambiente, durante3 minutos, medindo a cada 30segundos. 

Para o cálculo, utilizou-se o coeficiente de extinção do H2O2 de 43,6 
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mM-1cm-1. Os resultados da atividade enzimática estão expressos em 

U.mg de proteína-1 (unidade de atividade da CAT por mg de proteína). 

 

3.4. 3.4 Atividade da glutationa peroxidase (GPx) 

A atividade da GPx em amostras de tecidos cerebrais e de soro 

foram determinados pelo método de Wendel (1981) usando 

hidroperóxido de tert-butila como substrato. Para cada amostra foi 

adicionado tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM, 

azida sódica 40 mM, glutationa reduzida 100 mM, GR 10 U/mL e 

NADPH 10 mM. Esta mistura foi incubada a 25 °C durante 1 minuto, a 

fim de estabilizar o meio. Após a incubação, foi adicionado 

hidroperóxido de tert-butila 10 mM para iniciar a reação. Os brancos 

foram preparados substituindo-se a amostra pelo tampão fosfato 

supracitado. A queda da absorvância a 340 nm foi acompanhada durante 

300 segundos em um leitor de placas SpectraMax® (Molecular 

Devices® Califórnia, USA) e a atividade da GPx foi calculada 

utilizando-se o coeficiente de extinção do dinucleotídeo de fosfato de 

nicotinamida e adenina (NADPH) a 340 nm de 6,2 mM-1 cm-1. A 

atividade da GPx está expressa como U.mg de proteína-1(unidade de 

atividade da GPx por mg de proteína). 

 

3.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Todos os dados estão representados como média e desvio padrão. 

Os dados foram analisados por ANOVA de três vias, seguido pelo teste 

post-hoc de Tukey quando necessário. Todas as análises foram 

realizadas utilizando o software Statistica 7. Para todos os cálculos, o 

nível de significância utilizado foi de p <0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 ANÁLISE COMPORTAMENTAL 

Como pode-se observar na figura 3, a administração de d-AMPH 

aumentou a atividade locomotora (crossings, Figura 3A) e exploratória 

(rearings, Figura 3B) dos animais, considerados comportamentos do 

tipo maníacos. A administração de Li na dose de 24 mg/kg e Cel na dose 

de 20 mg/kg, isoladamente, não reverteram os comportamentos do tipo 

maníaco induzidos pela d-AMPH. Entretanto, a administração adjunta 

de Li + Cel reverteu os comportamentos do tipo maníacos induzidos 

pela d-AMPH. É importante salientar que a administração de Li + Cel 

no grupo pré-tratado com Sal não alterou a atividade locomotora e 

exploratória dos animais; portanto, podemos afirmar que os efeitos 

antimaníacos da administração associada dos dois fármacos não foram 

atribuídos à sedação. 

 
Figura 3: Resultados do teste do open-field.  Pode ser observado os efeitos de 

Li (24mg/kg) de Cel (20mg/kg) ou a administração associada de Li+Cel sobre o 

número de crossings (A) e rearings (B) em animais submetidos ao modelo 

animal de mania induzido por d-AMPH. Sal = salina (0,9% NaCl); d-AMPH = 

dextro-anfetamina; Li = lítio; Cel = celecoxib. *p <0,05 em relação ao grupo 

controle (Sal + água); #p < 0,05 em relação ao grupo d-AMPH + água de 

acordo com o teste ANOVA de três vias. 

 

4.2 MEDIADORES INFLAMATÓRIOS 

A figura 4 representa os níveis de TNF-α no soro (A), no córtex 

frontal (B) e no estriado (C) dos animais. A d-AMPH aumentou a 

concentração da citocina pró-inflamatória TNFα no soro, no córtex 

frontal e no estriado dos ratos. O tratamento isolado de Li e o 

combinado dos fármacos (Li + Cel) reverteram essa ação inflamatória 

da d-AMPH no soro e em todas as estruturas cerebrais avaliadas. O 
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tratamento isolado com Cel sozinho reverteu o aumento dos níveis de 

TNFα somente no estriado (Figura 4C). 

 
Figura 4: Concentração de TNFα no soro (4A), no córtex frontal (4B) e 

estriado (4C) em animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por 

d-AMPH, tratados ou não com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). Sal = salina 

(0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = lítio; Cel = celecoxib. *p 

<0,05 em relação ao grupo controle (Sal + água); #p < 0,05 em relação ao grupo 

d-AMPH + água de acordo com o teste ANOVA de três vias. 

 

A figura 5 representa os níveis de IL-1β no soro (A), no córtex 

frontal (B) e no estriado (C) dos animais. Não houve alteração na 

concentração da citocina pró-inflamatória IL-1β em nenhuma das 

estruturas e em nenhum dos grupos avaliados.  
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Figura 5:Concentração de IL-1β no soro (5A), no córtex frontal (5B) e estriado 

(5C) em animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por d-

AMPH, tratados ou não com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). Sal = salina 

(0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = lítio; Cel = celecoxib. *p 

<0,05 em relação ao grupo controle (Sal + água); #p < 0,05 em relação ao grupo 

d-AMPH + água de acordo com o teste ANOVA de três vias. 

 

A figura 6 representa os níveis de IL-4 no soro (A), no córtex 

frontal (B) e no estriado (C) dos animais. O aumento na concentração da 

IL-4 causado pela d-AMPH não foi alterado pelo tratamento isolado dos 

fármacos no soro, córtex frontal e estriado. Entretanto, a administração 

combinada do Li + Cel reverteu o efeito da d-AMPH em todas as 

amostras analisadas. 
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Figura 6: Concentração de IL-4 no soro (6A), no córtex frontal (6B) e estriado 

(6C) em animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por d-

AMPH, tratados ou não com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). Sal = salina 

(0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = lítio; Cel = celecoxib. *p 

<0,05 em relação ao grupo controle (Sal + água); #p < 0,05 em relação ao grupo 

d-AMPH + água de acordo com o teste ANOVA de três vias. 

 

A figura 7 representa os níveis de IL-10 no soro (A), no córtex 

frontal (B) e no estriado (C) dos animais. A concentração sérica da 

citocina anti-inflamatória IL-10 foi reduzida nos animais do grupo Sal + 

Cel em relação ao grupo controle Sal + Água, como pode ser observado 

na Figura 7A. A d-AMPH elevou os níveis de IL-10 no soro, no córtex 

frontal e no estriado. Os tratamentos isolados de Li ou Cel atenuaram o 

efeito da d-AMPH sobre a IL-10 sérica (Figura 7A), embora não 

tenham alterado o aumento dos níveis de IL-10 induzido por d-AMPH 

no estriado (Figura 7C). Os tratamentos isolados com Li ou Cel 

reverteram o aumento da IL-10 induzido pela d-AMPH somente no 

córtex frontal (Figura 7B). O tratamento combinado dos medicamentos 

Li + Cel reverteu o aumento da IL-10 induzido pela d-AMPH em todas 

as amostras estudadas (Figuras 7A, B e C). 
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Figura 7: Concentração de IL-10 no soro (7A), no córtex frontal (7B) e estriado 

(7C) em animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por d-

AMPH, tratados ou não com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). Sal = salina 

(0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = lítio; Cel = celecoxib. *p 

<0,05 em relação ao grupo controle (Sal + água); # p< 0,05 em relação ao grupo 

d-AMPH + água de acordo com o teste ANOVA de três vias. 

 

4.3 ESTRESSE OXIDATIVO 

A lipoperoxidação avaliada pela concentração de TBARS pode 

ser observada nas figuras 8A, B e C. A administração de d-AMPH 

aumentou os níveis de TBARS no córtex frontal (Figura 8B) e no 

hipocampo (Figura 8C), mas não no soro dos ratos (Figura 8A).  A 

administração de d-AMPH nos animais que receberam água não alterou 

os níveis de TBARS no soro dos animais; entretanto, os níveis de 

TBARS no soro foram diminuídos nos grupos d-AMPH+Li e d-

AMPH+Cel. A administração de d-AMPH aumentou os níveis de 

TBARS no córtex frontal e no hipocampo. A administração de Li ou Cel 

isolados reverteu o dano lipídico induzido pela d-AMPH 
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Figura 8: Concentração de TBARS no soro (8A), no córtex frontal (B8) e 

hipocampo (8C) em animais submetidos ao modelo animal de mania induzido 

por d-AMPH, tratados ou não com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). Sal = 

salina (0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = lítio; Cel = celecoxib. 

*p <0,05 em relação ao grupo controle (Sal + água); #p < 0,05 em relação ao 

grupo d-AMPH + água de acordo com o teste ANOVA de três vias. 

 

O dano oxidativo a proteína (Figuras 9A, 9B e 9C), avaliado 

através da quantificação dos grupamentos carbonila não apresentou 

diferença entre os grupos quando testada no soro (Figura 9A). A d-

AMPH causou um aumento no dano oxidativo proteico no córtex 

frontal, o qual foi revertido com o tratamento isolado de Li e a 

associação de Li + Cel. Além disso, o tratamento isolado com Cel 

atenuou o dano oxidativo induzido pela d-AMPH no córtex frontal 

(Figura 9B).  A d-AMPH também elevou o dano oxidativo proteico no 

hipocampo, e o tratamento combinado de Li + Cel reverteu o efeito da 

d-AMPH (Figura 9C). Ainda no hipocampo, pode ser observado uma 

redução na concentração de grupamentos carbonila no grupo d-

AMPH+Li quando comparado com o grupo controle. 
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Figura 9: Concentração de Proteínas Carboniladas no soro (9A), no córtex 

frontal (9B) e hipocampo (9C) em animais submetidos ao modelo animal de 

mania induzido por d-AMPH, tratados ou não com Li (24mg/kg) e/ou Cel 

(20mg/kg). Sal = salina (0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = lítio; 

Cel = celecoxib. *p <0,05 em relação ao grupo controle (Sal + água); #p < 0,05 

em relação ao grupo d-AMPH + água de acordo com o teste ANOVA de três 

vias. 

 

A avaliação da atividade enzimática da CAT não apresentou 

diferença estatística entre os grupos quando testada no soro (Figura 

10A). A d-AMPH causou uma redução na atividade da CAT no córtex 

frontal e o tratamento combinado de Li + Cel conseguiu reverter 

completamente essa alteração enzimática (Figura 10B), o mesmo 

também ocorreu no hipocampo (Figura 10C). 
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Figura 10: Atividade enzimática da Catalase no soro (10A), no córtex frontal 

(10B) e hipocampo (10C) em animais submetidos ao modelo animal de mania 

induzido por d-AMPH, tratados ou não com Li (24mg/kg) e/ou Cel (20mg/kg). 

Sal = salina (0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = lítio; Cel = 

celecoxib. *p <0,05 em relação ao grupo controle (Sal + água); #p < 0,05 em 

relação ao grupo d-AMPH + água de acordo com o teste ANOVA de três vias. 

 

A atividade da glutationa peroxidade (GPx) avaliada no soro 

mostrou-se menor no grupo d-AMPH+Cel quando comparada ao grupo 

controle (Figura 11A). A d-AMPH aumentou a atividade desta 

glutationa no cortéx frontal e o tratamento com Li ou Cel de forma 

isolada e a associação de Li + Cel reverteram este aumento (Figura 

11C). No hipocampo houve um aumento da atividade da GPx no grupo 

d-AMPH+Li+Cel.  (Figura 11C). 
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Figura 11:Atividade enzimática da Glutationa Peroxidase no soro (11A), no 

córtex frontal (11B) e hipocampo (11C) em animais submetidos ao modelo 

animal de mania induzido por d-AMPH, tratados ou não com Li (24mg/kg) e/ou 

Cel (20mg/kg). Sal = salina (0,9% NaCl); d-AMPH = dextro-anfetamina; Li = 

lítio; Cel = celecoxib. *p <0,05 em relação ao grupo controle (Sal + água); #p < 

0,05 em relação ao grupo d-AMPH + água de acordo com o teste ANOVA de 

três vias. 
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5 DISCUSSÃO 

O modelo animal de mania induzido por d-AMPH é considerado 

um bom modelo experimental para estudar a fisiopatologia da mania 

bipolar (MachadoVieira et al., 2004; Valvassori et al., 2013). Estudos 

demonstraram que a exposição à AMPH por um longo período de tempo 

pode induzir alterações no sistema dopaminérigico, dano neuronal e 

alterações comportamentais, semelhantes às observadas em pacientes 

bipolares (Feier et al. 2012; 2013). Fármacos a base de AMPHs são 

capazes de induzir sintomas maníacos em voluntários saudáveis 

(Strakowski e Sax, 1998) bem como, causar uma virada maníaca em 

pacientes bipolares eutímicos (Joyce et al., 1995).  

Modelos animais devem apresentar três validades: validade de 

face, validade de constructo e validade preditiva. A validade de face se 

refere a habilidade do modelo em mimetizar um sintoma de um 

determinado transtorno. A validade preditiva, por sua vez, está ligada a 

habilidade do modelo em mimetizar a fisiopatologia do transtorno. 

Finalmente, a validade de constructo se refere a habilidade do modelo 

em mimetizar o tratamento do determinado transtorno, ou seja, fármacos 

clássicos que tratam o determinado transtorno devem reverter e/ou 

prevenir os sintomas mimetizado no modelo (Nestler e Hyman,2010).  

Neste estudo, pode-se observar que a administração de d-AMPH 

induziu hiperatividade em ratos, considerada um comportamento do tipo 

maníaco – demonstrando a validade de face do modelo. Em 

concordância a estes resultados, estudos anteriores realizados pelo 

Laboratório de Neurociências da UNESC têm demonstrado que a 

administração de d-AMPH leva a hiperatividade comportamental (Frey 

et al, 2006a; Valvassori et al, 2010; Valvassori et al., 2015). Além disso, 

prévios estudos têm demonstrado a validade preditiva do modelo, pois o 

tratamento com estabilizadores do humor, incluindo o Li, é capaz de 

reverter as alterações comportamentais e bioquímicas induzidas pela d-

AMPH (Frey et al., 2006a; Varela et al., 2013; Valvassori et al., 2015). 

Vale ressaltar que a administração terapêutica de Li, observada em 

estudos prévios, é de 47,5 mg/kg. No presente estudo, a administração 

de Li na dose de 24 mg/kg não reverteu o comportamento do tipo 
maníaco induzido por d-AMPH. Na verdade, esta dose foi escolhida a 

fim de avaliar o potencial terapêutico da associação de Li e Cel.  

O tratamento com Cel isolado, não causou nenhum efeito sobre o 

comportamento do tipo maníaco induzido pela d-AMPH. Entretanto, a 

associação do Cel e Li na dose de 24 mg/kg foi capaz de reverter o 
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comportamento do tipo maníaco. Borre e colaboradores (2012) 

demonstraram que o tratamento por duas semanas com Cel reverteu a 

hiperatividade em animais bulbectomizados. O possível papel dos 

agentes anti-inflamatórios como adjuvantes no tratamento do TB tem 

sido o foco de alguns estudos recentes. Um ensaio clínico randomizado 

com placebo utilizando Cel mostrou que os pacientes bipolares que 

receberam este fármaco obtiveram uma melhora significativa nos 

sintomas depressivos após a primeira semana de tratamento, em 

comparação ao grupo controle (Nery et al., 2008). Alguns estudos 

demonstram que inibidores da COX-2, incluindo Cel, possuem efeitos 

sobre marcadores inflamatórios e sistemas de neurotransmissores 

envolvidos nos transtornos do humor (Casolini et al., 2002; Ross et al., 

2002; Mirjany et al., 2002; Raison et al., 2006). Ross e colaboradores 

(2002) demonstraram que inibidores da COX modulam comportamentos 

dependentes de DA. Mais especificamente, estes pesquisadores 

demonstraram que a indometacina, um inibidor não seletivo da COX, 

reverteu a hiperatividade induzida por AMPH na dose de 1mg/kg. 

Portanto, sugere-se que, neste estudo, Cel pode estar modulando o 

sistema dopaminérgico e agindo de forma sinérgica com o Li para 

reverter o comportamento do tipo maníaco induzido pela d-AMPH.    

Concomitantemente ao comportamento do tipo maníaco causado 

pela d-AMPH, ocorreu um aumento nos níveis das citocinas TNFα, IL-4 

e IL-10 no soro, córtex frontal e estriado dos animais. Corroborando 

com estes dados, estudos anteriores demonstraram um aumento 

significativo nos níveis dessas citocinas, IL-4, IL-6, IL-10 e TNFα, no 

soro, córtex frontal e estriado de ratos submetidos ao modelo animal de 

mania induzido por d-AMPH (Valvassori et al., 2015; 2017). Alguns 

estudos sugerem que a diminuição da síntese de DA ou um aumento na 

DA citosólica, pode diminuir e aumentar, respectivamente, a ativação da 

microglia no estriado de animais (La Voie e Hastings, 1999; Thomas et 

al., 2008), sugerindo essa possível relação entre a administração de 

AMPH e inflamação. Thomas e Kuhn (2005) demonstraram que o uso 

da AMPH causa um aumento na expressão da COX-2, um importante 

mediador inflamatório no estriado. Desta forma, pode-se sugerir que a 

DA pode estar relacionada com este possível processo inflamatório no 

cérebro de pacientes bipolares.  É importante ressaltar que episódios de 

humor têm sido associados com estados pró-inflamatórios e os achados 

mais consistentes sugerem um aumento na concentração de TNFα e IL-6 

associados a episódios de mania e depressão, em comparação com 

eutímicos e controles saudáveis (O´Brien et al., 2006; Hung et al., 2007; 

Ortiz-Dominguez et al., 2007). Como pode ser observado, o presente 



56 

estudo também apresentou um aumento de citocinas no soro dos 

animais, o que mimetiza a prática clínica, já que a maioria dos estudos 

clínicos mostram alterações nos níveis de citocinas no soro de pacientes 

bipolares (Rapaport et al., 1999; Bauer et al., 2005; Leboyer et al., 

2012). 

A IL-1β e o TNFα são conhecidos por serem potentes 

interleucinas pró-inflamatórias liberadas durante os estágios iniciais dos 

processos inflamatórios (Oshiro e Morris, 1997; Braddock e Quinn, 

2004). Analisando os resultados do presente estudo, é possível observar 

que este modelo experimental levou a um aumento significativo dos 

níveis de TNFα no grupo d-AMPH+água. Porém, os níveis de IL-1β não 

diferiram do grupo controle, em nenhum tecido avaliado. Contrário as 

interleucinas citadas anteriormente, a IL-4 e a IL-10 são consideradas 

anti-inflamatórias (Curfs et al., 1997; Sommer e White, 2007). 

Interessantemente, no presente estudo, a administração de d-AMPH 

também aumentou os níveis dessas interleucinas, demonstrando a 

capacidade do modelo em mimetizar aspectos inflamatórios vistos em 

pacientes bipolares. Em estudos prévios, foi demonstrado que a AMPH 

aumenta níveis de TNF-α, IL-4, IL-6 e IL-10, sem alterar os níveis de 

IL-1β (Valvassori et al., 2015, 2017). É bem descrito na literatura que as 

AMPHs causam um dano persistente aos neurônios dopaminérgicos 

(Frey et al., 2006b; Yamamoto et al., 2010; Feier et al., 2012), o que 

pode estar levando a ativação da micróglia e, consequentemente, a 

liberação das interleucinas (Yamamoto et al., 2010). Thomas e Kuhn 

(2005) encontraram que as AMPHs aumentam a expressão estriatal da 

COX-2, a qual é um mediador inflamatório. Portanto, no presente estudo 

a AMPH pode estar levando ao processo inflamatório através do dano 

ao sistema dopaminérgico e da ativação da COX-2. 

De fato, no presente estudo, o tratamento com o inibidor de 

COX-2, Cel isoladamente, foi capaz de reverter total ou parcialmente as 

alterações nos níveis de TNF-α no estriado e IL-10 no soro e no córtex 

frontal dos animais submetidos a administração de d-AMPH. A variação 

dos efeitos do Cel dependente do tecido e da interleucina avaliados pode 

ser explicada, pelo menos em parte, pela dose do fármaco e pelo período 

de administração. Um estudo prévio demonstrou que a administração de 

Cel na dose de 5mg/kg durante 5 dias também não foi capaz de reverter 

o aumento dos níveis de TNF-α no cérebro induzida pela administração 

de AMPHs (El-Sayed El-Sisi et al., 2016).  Entretanto, o tratamento 

durante 30 dias com Cel foi capaz de reverter o aumento de TNF-α no 

hipocampo de camundongos submetidos a lesão hepática (Elnahas et al., 
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2016). Portanto, os efeitos terapêuticos de Cel também são dependentes 

do dano induzido e da estrutura cerebral avaliada.  

 É importante notar que o Cel não reverteu o aumento de IL-4 

induzida pela d-AMPH em todas os tecidos avaliados. Se consideradas 

IL-4 como atuando em sua via anti-inflamatória (Lee et al., 2002), pode-

se sugerir que seus elevados níveis podem ter servido para modular o 

aumento de TNFα, uma vez que a IL-4, assim como o Cel, inibe COX-2 

(Cui et al., 2006). Da mesma forma, Cel não reverteu o aumento nos 

níveis de IL-10 induzido pela d-AMPH no estriado.  A IL-10 e IL-4 

podem atuar em sinergismo na supressão da inflamação (van Roon et 

al., 2001); portanto, pode ser sugerido que o aumento dessas 

interleucinas pode ser em resposta ao aumento de TNFα induzido pela 

d-AMPH.   

Em relação ao efeito de Li (24 mg/kg, metade da dose 

terapêutica) sobre as alterações de citocinas induzidas pela d-AMPH, 

pode ser observado que esse fármaco reverteu o aumento de TNF-α em 

todos os tecidos e IL-10 no córtex frontal e reduziu parcialmente os 

níveis de IL-10 no soro. Estudos prévios demonstraram que o tratamento 

com Li reduz a produção de TNFα (Arena et al., 1997; Yuskaitis e Jope, 

2009; Himmerich et al., 2013 Wang et al., 2013), e aumenta a liberação 

de interleucinas anti-inflamatórias como a IL-4 (Rapaport e Manji, 

2001; Al-Azemi et al, 2010; Guloksuz et al., 2010) e a IL-10 (Maes et 

al., 1999; Martin et al., 2005; Ballanger et al., 2008; Zhang et al., 2009; 

Liu et al., 2011; Green e Nolan, 2012). Um estudo prévio, utilizando o 

modelo animal de mania dopaminérgico, demonstrou que o tratamento 

com Li, na dose de 47,5 mg/kg, foi capaz de reverter o aumento de IL-4, 

IL-6, IL-10 e TNF-α no cérebro e soro dos ratos (Valvassori et al., 

2015). É descrito na literatura que Li inibe a expressão de COX-2 e 

síntese de TNF-α e IL-1β. Além disso, Li também aumenta a síntese das 

interleucinas antiflamatórias IL-2 e IL-10 (Arena et al., 1997; Kucharz 

et al., 1998; Himmerich et al., 2013; Wang et al., 2013). Portanto, é 

evidente que o papel anti-inflamatório de Li está envolvido nos seus 

efeitos terapêuticos como estabilizador de humor.  

O tratamento mais efetivo sobre as alterações nos níveis de 

citocinas induzidos pela d-AMPH, observado no presente estudo, foi a 

associação de Li e Cel. O tratamento adjunto de Li com Cel reverteu o 

aumento de TNF-α, IL-4 e IL-10 induzido pela d-AMPH em todos os 

tecidos avaliados. Como descrito anteriormente, ambos, Li e Cel inibem 

a COX-2 e possuem efeitos modulatórios sobre as interleucinas (Arena 

et al., 1997; Kucharz et al., 1998; Wang et al., 2013; El-Sayed El-Sisi et 

al., 2016; Elnahas et al., 2016; Zweers et al., 2011). Portanto pode-se 
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sugerir que ao agir de forma conjunta os dois fármacos potencializam 

seus efeitos anti-inflamatórios.  

Vale ressaltar, que muitos estudos têm sugerido que o estresse 

oxidativo exerce um papel importante na toxicidade induzida pelas 

AMPH (Frey et al., 2006a,b; Feier et al., 2012; 2013). O excesso de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) induzido pela AMPH pode levar a 

um aumento da liberação de fatores pró-apoptóticos, como o citocromo 

C e o DNA mitocondrial, os quais podem levar a um dano oxidativo ao 

DNA e proteínas e, consequentemente, a ativação inflamatória 

(Andreazza et al., 2008; Cechinel-Recco et al., 2012; Northrop et al., 

2012). De fato, no presente estudo a d-AMPH aumentou dano oxidativo 

a lipídeos e a proteínas e diminuiu a atividade das enzimas antioxidantes 

CAT e GPx no cérebro dos animais. Frey et al., (2006b), utilizando o 

modelo de mania dopaminérgico, também observaram aumento nos 

níveis de TBARS em amostras de hipocampo e córtex frontal. Nesse 

mesmo estudo, Frey e colaboradores (2006b), demonstraram que a d-

AMPH induziu estresse oxidativo no cérebro de ratos.  O estresse 

oxidativo pode ocorrer pelo excesso de produção de radicais livres e 

pela sua deficiência nos mecanismos antioxidantes (Barreiros e David, 

2006). Portanto, pode ser sugerido que no presente estudo o aumento de 

dano oxidativo a proteínas e lipídeos induzido pela d-AMPH pode ter 

ocorrido pela diminuição das enzimas antioxidantes CAT e GPx.  

No presente estudo, a administração de Cel foi capaz de reverter 

totalmente o aumento nos níveis de TBARS induzido por d-AMPH no 

cérebro. Além disso, esse fármaco reverteu parcialmente o aumento dos 

níveis de carbonil no córtex frontal induzido pela d-AMPH. Cel, quando 

utilizado isoladamente, já demonstrou a capacidade de provocar 

reversão no aumento dos níveis de danos lipídicos (Khanam et al., 2012; 

Osman 2016). Entretanto, esse foi o primeiro estudo que demonstrou os 

efeitos protetores do Cel sobre carbonilação de proteínas. Vários 

mecanismos podem explicar os efeitos antioxidantes e anti-inflamatórios 

do Cel, incluindo, diminuição da produção de citocinas, prostaglandinas, 

diminuição da liberação de aminoácidos excitatórios, modulação da via 

de iNOS, diminuição da formação de radical hidroxila, prevenindo a 

excitotoxicidade e estresse oxidativo (Kronfol e Remick, 2000). 

No presente estudo, Cel não reverteu a diminuição da atividade 

da CAT, porém, reverteu o aumento de GPx induzidos por d-AMPH. 

Jayashree e Prakash (2015) demonstraram haver uma relação dose-

resposta em relação a utilização de Cel e atividade da CAT em modelo 

experimental de neuroinflamação. Estes pesquisadores, ao utilizarem 10 

mg/kg, não observaram diferenças na atividade da CAT; já, ao 
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utilizarem a dose de 50 mg/kg, foi observado um aumento na atividade 

dessa enzima. Dessa forma, pode-se sugerir que, no presente estudo, a 

dose de 20mg/kg não foi o suficiente para alterar a atividade dessa 

enzima. Por outro lado, Kuhar e colegas, (2007) já haviam demonstrado 

que o tratamento com Cel associado a outros compostos/moléculas, 

como cisplatina e TNFα, reduziram os níveis de GPx. Juntos esses 

trabalhos demonstram que, dependendo do insulto, Cel pode modular a 

atividade das enzimas CAT e GPx. 

O Li, no presente estudo, reverteu o aumento dos níveis e 

proteínas carboniladas e dano a lipídio no cérebro dos animais 

submetidos a administração de d-AMPH. Frey e colegas (2006b) 

demonstraram que a administração de Li preveniu a formação de 

TBARS, corroborando com os resultados do presente estudo. Outro 

estudo pré-clínco demonstrou que a administração de Li (na dose de 

47,5 mg/kg) foi capaz de reverter o aumento de proteínas carboniladas 

induzido pela administração de m-AMPH (da-Rosa et al., 2012). Em um 

estudo anterior foi demonstrado que o Li protegeu os complexos da 

cadeia respiratória mitocondrial contra os danos induzidos pela d-

AMPH (Valvassori et al., 2010). Tendo em vista que a produção de 

ROS acontece principalmente na mitocôndria (Callaly et al., 2015), 

pode-se sugerir que, no presente estudo, que Li reverte o dano oxidativo 

modulando a atividade dos complexos da cadeia respiratória 

mitocondrial. De fato, já é descrito na literatura que o Li apresenta um 

potencial neuroprotetor, que pode ter um papel importante nos seus 

efeitos terapêuticos (Dell’osso et al., 2016). 

O Li foi capaz de reverter as alterações induzidas pela d-AMPH 

sobre a atividade da GPx, mas não da CAT. Macêdo e colegas (2013) 

demonstraram que o Li, na sua dose terapêutica (47,5 mg/kg) reverteu as 

alterações na atividade da GPx induzido por lisdexanfetamina. Prévios 

estudos do laboratório de neurociências demonstraram que Li, também 

na dose terapêutica, reverteu as alterações na atividade da CAT 

induzidas pela d-AMPH (Frey et al., 2006b). O comportamento destas 

enzimas, não obedeceram um padrão de atividade antioxidante linear em 

todas as amostras. Porém, em especial nas amostras de hipocampo, essa 

relação CAT-GPx foi bastante linear, reforçando a premissa de que 

podem existir respostas diferentes em diferentes locais do SNC. 

A administração conjunta de Li com Cel apresentou resultados 

positivos no presente estudo, revertendo o aumento dos níveis de 

carbonil no cérebro e de TBARS no hipocampo dos animais submetidos 

a administração de d-AMPH. Diferentemente dos tratamentos isolados, 

a associação do Li e Cel reverteram as alterações nas enzimas 
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antioxidantes induzidas pela d-AMPH. Além dos efeitos antioxidantes 

de ambos os fármacos já descritos anteriormente (Andreazza et al., 

2007; Bastos-Pereira et al., 2010), Phelan e colaboradores (2003) 

demonstraram que Li possui interação farmacológica com inibidores da 

COX-2, incluindo o Cel e o refecoxib. Esse mesmo estudo demonstrou 

que a concentração plasmática de Li aumentou em 99% com a 

administração conjunta de Cel com Li e aumentou em 448% com o 

tratamento adjunto com refecoxib. Sendo assim, o efeito sinérgico entre 

Li e Cel pode ser decorrente da potencialização dos efeitos do Li através 

do aumento de sua concentração plasmática induzida pelo Cel. Tendo 

em vista essa importante relação entre os dois fármacos, o presente 

estudo apresenta como limitação o fato de que os níveis plasmáticos de 

Li não foram dosados nos animais. 
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6 CONCLUSÃO 

Fundamentado nestes resultados, pode-se sugerir que no modelo 

animal de mania induzido por d-AMPH há elevação nos níveis de 

algumas interleucinas, bem como, da atividade de alguns biomarcadores 

para o estresse oxidativo, sugerindo o possível envolvimento destes na 

fisiopatologia do TB. Em relação ao tratamento utilizado, pode-se 

sugerir que a utilização combinada de Li + Cel, em sua maioria, mostrou 

resultados protetores quando avaliados sobre os níveis de interleucina e 

paramêtros de estresse oxidativo, sugerindo que a associação destes 

fármacos pode surgir como um potencial alvo terapêutico para o 

tratamento do TB. 
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