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“Time will pass, this mood will pass, and | will, eventually, be myself again. But then,

at some unknown time, the electrifying carnival will come back into my mind.”
(Jamison, 1996, p.188).



Dedico esta tese a todos 0s pacientes psiquiatricos;

a memoria e ao futuro.
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Parte I: Resumo, Resumo em inglés (Abstract), Lista de abreviagOes, Introducéo e

Objetivos;
Parte I1: Resultados, que estdo divididos em capitulos, de 1 a 4;

Parte I1l: Discussdo, Conclusdo, Referéncias bibliograficas citadas na Introducdo da

Parte | e Discussdo da Parte 11l e Anexos

Os trabalhos elaborados nesta tese foram desenvolvidos no laboratdrio de Sinalizagéo
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Resumo

O Transtorno Bipolar € uma doenca cronica e grave que apresenta curso episodico e alto
impacto sobre a funcionalidade do paciente. Possui potencial para alto grau de
severidade, recorréncia e intensidade e estima-se que sua prevaléncia ao longo da vida
seja de 2,4% da populacdo mundial. A fisiopatologia deste transtorno ainda ndo é bem
compreendida e ainda o farmaco de primeira escolha é o litio, embora tampouco seja
claro seu mecanismo de agdo. O sistema purinérgico principalmente devido a suas a¢oes
sobre neuroprotecdo, inflamagdo e ativagdo microglial se destaca como uma via
promissora de novos alvos terapéuticos, especialmente o receptor purinérgico P2X7
(P2X7R). Dessa maneira, 0 objetivo desta tese é caracterizar o envolvimento do sistema
purinérgico na fisiopatologia do transtorno bipolar. De maneira geral, avaliamos
metabolitos do sistema purinérgico em soro de pacientes e controles, correlacionando
com dados clinicos. Avaliamos a frequéncia do polimorfismo do P2RX7 1513A>C em
pacientes e controles. Realizamos um modelo animal farmacologico de mania e
investigamos o envolvimento do P2X7R neste modelo e por ultimo buscamos melhor
compreender a agdo neuroprotetora do litio verificando a participagdo purinérgica.
Nossos resultados primeiramente nos mostraram uma diminuicdo nos niveis de
adenosina em pacientes em comparacgéo a controles e uma importante correlagéo inversa
entre os niveis de adenosina e a piora dos sintomas. Demonstramos ainda que pacientes
com transtorno bipolar apresentam diminui¢do na frequéncia do alelo 1513C e o
potencial aumento na frequéncia do genoétipo 1513AA e 1513AA/AC em relacdo aos
controles configurando um pior prognéstico de aumento da forma mais ativa do
receptor. Também mostramos que o P2X7R possui um papel importante no
estabelecimento do modelo de mania, modulando principalmente a via dopaminérgica
que é refletida na mudanca comportamental observada pelo modelo e por ultimo, o litio
foi capaz de prevenir a resposta de insulto nas células neuronais (linhagem PC-12) e ndo
foi capaz de prevenir a ativacdo mediada pelo P2X7R em células microgliais (linhagem
N9), indicando uma resposta celular diferenciada. Podemos concluir que de maneira
translacional conseguimos demonstrar a participacdo do sistema purinérgico na
fisiopatologia do transtorno bipolar, sugerindo ainda um possivel biomarcador tanto
para diagnostico como para progressdo da doenca, 0s niveis séricos de adenosina, e
ainda um potencial biomarcador genético de predicdo e diagnostico da doenca, o
polimorfismo do P2X7R 1513A>C, assim como contribuimos para o entendimento do
mecanismo de acdo do litio e definimos um potencial novo alvo terapéutico para o
transtorno, o receptor P2X7.

Palavras-chave: transtorno bipolar, P2X7R, 1513A>C, mania, litio
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Abstract

Bipolar Disorder is a severe and chronic psychiatric disorder that presents an episodic
course and high impact on the patient's functionality. It has potential for a high degree
of severity, recurrence and intensity. The prevalence throughout life of bipolar disorder
IS 2.4% of the world population. The pathophysiology of this disorder is still not well
understood and the drug of first choice is lithium, although its mechanism of action is
not clear. The purinergic system mainly due to its actions on neuroprotection,
inflammation and microglial activation stands out as a promising pathway for new
therapeutic targets, especially the purinergic receptor P2X7 (P2X7R). Thus, the purpose
of this thesis is to characterize the involvement of the purinergic system in the
pathophysiology of bipolar disorder. In general, we evaluated purinergic system
metabolites in serum from bipolar disorder patients and healthy controls, correlating
with clinical data. We evaluated the frequency of P2RX7 1513A>C polymorphism in
bipolar disorder patients and in healthy subjects. We performed a pharmacological
animal model of mania and investigated the involvement of the P2X7 purinergic
receptor in this model and finally we sought to better understand the neuroprotective
action of lithium by verifying the purinergic participation. Our results primarily showed
a decrease in adenosine levels in patients compared to controls and a significant inverse
correlation between adenosine levels and worsening of symptoms. We also
demonstrated that patients with bipolar disorder present a decrease in the frequency of
the 1513C allele and the potential increase in the frequency of genotype 1513AA and
1513AA/AC in relation to controls, setting a worse prognosis of the most active form of
the receptor. We also showed that P2X7R plays an important role in the establishment
of the mania model, modulating mainly the dopaminergic pathway that is reflected in
the behavioral change observed by the model. Finally, lithium was able to prevent the
insult response in neuronal cells (PC-12 lineage) and was not capable of preventing
P2X7R-mediated activation in microglial cells (N9 lineage), indicating a differentiated
cellular response. We can conclude that in a translational way we could demonstrate the
participation of the purinergic system in the pathophysiology of bipolar disorder. We
also suggested a possible biomarker for both diagnosis and progression of the disorder,
the serum adenosine levels, and a potential genetic marker for prediction and diagnosis,
the polymorphism of P2X7R 1513A>C. Lastly we contributed to the understanding of
lithium action mechanism and defined a potential new therapeutic target for the
disorder, the P2X7 receptor.

Key words: bipolar disorder, P2X7R, 1513A>C, mania, lithium
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1. Introducéo

1.1. Transtorno Bipolar

O Transtorno Bipolar (TB) é uma doenca crbnica e grave caracterizada por
apresentar curso episddico, com a ocorréncia de duas condicfes psiquiatricas no mesmo
individuo ao longo do tempo: depressdao e humor elevado (mania ou hipomania)
(Phillips and Kupfer 2013). Estima-se que a prevaléncia ao longo da vida do TB seja de
2,4% da populacdo mundial (Merikangas et al. 2007), sendo igualmente prevalente entre
homens e mulheres (Arts et al. 2011). Embora a prevaléncia possa parecer baixa
comparada a outras doencas gerais ou ainda seja menor em comparagdo a outros
transtornos psiquiatricos como depressao maior (+ 20%) ou transtorno de ansiedade (+
30%), o TB possui maior impacto uma vez que 0S pacientes apresentam um
significativo prejuizo funcional e social resultando em uma maior redugdo na qualidade
de vida dos individuos (Phillips and Kupfer 2013), o que torna essa patologia uma das

principais causas de incapacitacdo mundial (Belmaker 2004).

De acordo com a quinta edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais - 5 (DSM - 5), o TB se diferencia em dois tipos principais: o Tipo
I, em que a elevacdo do humor é grave e persiste (mania), e o Tipo I, em que a elevacédo
do humor é mais branda (hipomania) (Bosaipo et al. 2017). A ocorréncia de pelo menos
um episodio maniaco ou hipomaniaco é suficiente para o diagndstico de TB, do tipo |
ou do tipo I, respectivo ao episddio (Belmaker 2004). O TB do tipo | é caracterizado
por episddios maniacos ou mistos (sintomas maniacos e depressivos

concomitantemente), geralmente intercalados por episodios depressivos, enquanto que
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no TB do tipo Il ndo ocorrem episédios maniacos, somente episddios hipomaniacos
(Belmaker 2004). O episddio maniaco é definido pelo DSM-5 por um periodo distinto
de humor anormal e persistentemente elevado, expansivo ou irritavel, com duracéo de
no minimo uma semana. Pode ser acompanhado de, entre outros sintomas,
grandiosidade, diminuicdo da necessidade de sono, agitacdo psicomotora, aceleragéo do
pensamento, comportamento direcionado a atividades prazerosas, potencialmente
imprudentes e perigosas (Belmaker 2004). O episddio hipomaniaco assemelha-se ao
episddio maniaco pelos sintomas e critérios do humor elevado, mas caracteriza-se como
um episodio sem sintomas psicéticos ou sintomas que possam causar danos ou colocar
em perigo a vida de um individuo ou a do préprio paciente; este apresenta uma duragdo

minima de 4 dias (Belmaker 2004).

Os episodios de depressdo bipolar caracterizam-se por humor deprimido, perda
de interesse, perda de apetite, perturbacfes no sono, retardo psicomotor, diminuicdo da
velocidade de pensamento e fala, baixa autoestima e ideacdo suicida (Belmaker 2004).
Assim como nos episddios maniacos, a gravidade pode variar consideravelmente — de
uma discreta lentificacdo fisica e mental, com quase nenhuma distor¢do cognitiva ou da
percepcao, até quadros de estupor depressivo, com delirios, alucinaces e obnubilacdo

da consciéncia (Goodwin and Jamison 2007).

De maneira geral, os pacientes apresentam periodos de exacerbacdo dos
sintomas, os episédios agudos, de depressdo ou humor elevado, intercalados por
periodos sub-sindrémicos e de remissdo, chamados de eutimia (Belmaker 2004)
(Figura 1). Entretanto, o curso da doenca é bastante heterogéneo, alguns pacientes
experimentam somente alguns episddios de humor durante a vida enquanto outros

podem experimentar inimeros (Jabben and Arts 2011). E aceito que uma alta proporgao
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de pacientes inicialmente diagnosticados com um epis6dio maniaco, apresentara um
novo episddio durante a vida (Tohen et al. 2003) e ainda, existe uma previsdo que
afirma que o paciente com TB experiementara uma média de quatro episédios de humor

nos dez anos seguintes ao diagnostico (Solomon et al. 2010).

Transtorno Bipolar TIPO 1

EPISODIO MANIACO

EPISODIO MANIACO

EPISODIO HIPOMANIACO

EPISODIO DEPRESSIVO

Transtorno Bipolar TIPO 2

EPISODIO
HIPOMANIACO

EPISODIO DEPRESSIVO

EPISODIOS DEPRESSIVOS

Figura 1. Esquema de episédios de humor e subtipos de transtorno bipolar. O curso da
doenca de um paciente pode ser registrado em grafico de humor. Desse modo, um exemplo de
como o humor pode variar é da hipomania para mania no topo da figura, para a eutimia (ou
humor normal) no meio, e para a depressdo na extremidade inferior da figura. Os esquemas a
direita ilustram o curso dos principais subtipos do transtorno bipolar, o tipo 1 e o tipo 2
(adaptado de Bosaipo 2006 e Stahl 2013).

Tais alteracBes de humor sdo suficientemente graves a ponto de causar prejuizos
tanto no ambito ocupacional quanto social do individuo (Belmaker 2004). Neste
contexto, o TB esta associado a altos indices de desemprego e suicidio (Belmaker 2004,
Kupfer 2005). As estimativas de tentativas de suicidio por individuos diagnosticados

com TB variam entre 25-50% (Gilbert 2013). Levando em consideragdo ainda a carga
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sobre familia e amigos e 0 peso econdmico, pode-se dizer que o TB possui um grande

impacto na salude publica (Gilbert 2013).

1.2. Impacto cognitivo e de funcionalidade do Transtorno Bipolar

O TB possui como caracteristica associada, a disfuncdo cognitiva e de
funcionalidade, que contribuem de maneira importante para a reducdo da qualidade de
vida dos pacientes (Martinez-Aran et al. 2007, Grande et al. 2016). Ja foi demonstrado
que individuos com TB apresentam prejuizo de funcionalidade mesmo durante a fase
eutimica (Rosa et al. 2009, Rosa et al. 2010), refletindo uma piora cognitiva e clinica
geral dos pacientes bipolares, o que contribui para a disfunc¢éo psicossocial associada ao

transtorno (Zarate et al. 2000).

O conceito de funcionalidade é complexo, alguns estudos consideram este
parametro levando em consideracao aspectos de desempenho no trabalho (Cunha et al.
2006). Outros pesquisadores, por outro lado, sugerem considerar multiplos dominios,
tais como capacidade para o trabalho e estudo, para viver de forma autbnoma, para
manter uma vida social satisfatoria e para realizar atividades de lazer (Daban 2006).
Neste contexto tem sido amplamente utilizado um instrumento para avaliar a
funcionalidade dos individuos, a Escala Breve de Funcionalidade (FAST) (Rosa et al.
2007, Cacilhas et al. 2009) que avalia o funcionamento psicossocial, considerando
autonomia, trabalho, funcionalidade cognitiva, questdes financeiras e relacionamentos
interpessoais (Rosa et al. 2007). Inclusive, recentemente uma ideia de neuroprogressao
para 0 TB tem sido estabelecida e a FAST, como pardmetro de avaliacdo de
funcionalidade tem sido incluido como fator principal (Kapczinski et al. 2014,

Kapczinski and Streb 2014, Grande et al. 2016).
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Uma vez que pacientes com TB apresentam prejuizos cognitivos permanentes e
déficits de funcionalidade (Torres et al. 2007), essas caracteristicas sdo observadas em
todos os estados da doenca, inclusive na eutimia, sendo acentuados principalmente
durante os episddios de humor (Martinez-Aréan et al. 2004, Vieta et al. 2011). Essas
observacdes clinicas sdo consistentes com estudos de neuroimagem onde pacientes com
maltiplos episodios apresentam ventriculos mais alargados e atrofia de substancia
cinzenta em comparagdo com pacientes em primeiro episédio (Strakowski et al. 2002,

Yatham, Lyoo et al. 2007).

Déficits cognitivos e prejuizo na funcionalidade comumente coexistem
(Martinez-Aran et al. 2007). Melhores performances em atividades explorando a funcao
executiva do cortex pré-frontal sdo correlacionadas positivamente com o status
ocupacional. Pacientes com maior duracdo da doenca, maior niumero de hospitalizaces,
tentativas de suicidio e nimero de episodios prévios de mania tendem a apresentar
piores desempenhos em atividades avaliando fungdes executivas e memoria verbal
(Vieta et al. 2011). Piores desfechos de funcionalidade no TB também estdo associados
a morbidades depressivas, menores niveis educacionais, abuso de drogas, suporte social
fraco e pobreza (Huxley and Baldessarini 2007, Wingo et al. 2009). Tais prejuizos
cognitivos e de funcionalidade deve explicar, em parte, porque o TB é considerado uma

das principais causas de incapacidade mundial.

1.3. Etiologia do Transtorno Bipolar

Conceitualmente, tem sido proposto que o TB é uma patologia complexa e

multifatorial. Embora a etiologia do TB ainda néo esteja definida (Bobo 2017), é aceito
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que o transtorno pode ser resultante da interacdo entre fatores genéticos que causam
susceptibilidade e fatores ambientais, como estresse e eventos traumaticos (Caspi and
Moffitt 2006, Barnett and Smoller 2009). Estudos tem demonstrado um alto
componente hereditario na predisposicdo para o TB, de 73% a 93% (Johnson et al.
2008). Estudos com gémeos indicaram uma incidéncia superior a 80% em gémeos
monozigoticos (Goodwin 2012). Ainda, parentes de primeiro grau de pacientes com TB
possuem 7 vezes mais chances de desenvolver o transtorno comparado a populagédo
geral (Barnett and Smoller 2009, Lichtenstein et al. 2009).

O TB tipicamente emerge no final da adolescéncia ou inicio da vida adulta,
geralmente em torno dos quinze aos trinta anos (Jabben and Arts 2011). Embora os
primeiros episodios de mania podem se manifestar ao longo de toda a vida, a
probabilidade de desenvolver TB diminui com a idade (DeRubeis et al. 2016). Dessa
maneira, € aceito que o surgimento e a evolucdo do TB possam ser influenciados por
trauma precoce, por eventos aversivos significativos da vida e pelo abuso de alcool e
drogas. A probabilidade de um inicio precoce do TB aumenta significativamente em
individuos com histérico familiar de TB e é comumente associado com um curso mais
severo da doenca, apresentando mais episodios agudos, sintomas psicoticos, transtorno
de ansiedade e abuso de drogas (Goodwin and Jamison 2007). Os fatores genéticos

podem ainda influenciar a idade de inicio do TB (Stahl 2013).

Nas ultimas duas décadas uma série de estudos de ligacdo e de associacdo foram
realizados com o objetivo de buscar a base genética do transtorno, que por definicao é
complexa e jamais sera determinada por um gene em especifico. Neste caso, uma série
de possiveis genes candidatos tém sido identificados (Goes 2016). Os genes do Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), catecol-O-metiltransferase e transportador

de serotonina (5-HTT) tém sido positivamente associados, embora também se associem
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com outros transtornos psiquiatricos (Scola and Andreazza 2014). Os estudos de
associacdo genome-wide association study (GWASs) que comparam a frequéncia de
alelos em casos e controles e analisa milhares de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) tém sido amplamente analisados e representam uma nova vertente de
possibilidades de estudos. Alguns SNPs inclusive ja foram apontados como
positivamente associados com o TB, como os polimorfismos do gene do calcium

voltage-gated channel subunit alphal C (CACNALC) e ankyrin-3 (ANK3) (Goes 2016).

1.4, Neurobiologia do Transtorno Bipolar

Apesar dos estudos e avancgos recentes sobre o TB que permitiram um melhor
entendimento da fisiopatologia envolvida neste transtorno, a neurobiologia ainda esta
longe de ser completamente compreendida (Kapczinski et al. 2008). Por ser um
transtorno multifatorial, sabe-se que varios fatores podem estar envolvidos no
mecanismo da doenca, incluindo sinalizacdo através de fatores neurotréficos,
inflamatdrios, estresse oxidativo, entre outros (Berk et al. 2011, Rosenblat et al. 2014).

Estudos de neuroquimica evidenciam a importancia do neurotransmissor
dopamina nos episodios de mania (Berk et al. 2007). Estudos neuroanatdmicos indicam
ainda a presenca de alteracbes no volume de regides cerebrais especificas
acompanhadas de atrofia ou perda celular no TB, o0 que aponta para um padrdo
neurodegenerativo da doenga, com a presenca de neuroinflamacdo, excitotoxicidade e
prejuizo da neuroplasticidade (Hajek et al. 2005, Kim et al. 2007, Rao et al. 2010).

Estudos de imagem estrutural demonstraram volumes reduzidos de substancia
cinzenta em areas do cortex orbital e pré-frontal medial, estriado ventral e hipocampo,

assim como um alargamento significativo do terceiro ventriculo em comparagdo com
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controles saudaveis (Beyer and Krishnan 2002). Estudos neuropatolégicos post-mortem
complementares mostraram ainda, reducdes anormais no volume cortical, redugdo na
contagem de células gliais e/ou no tamanho dos neurénios do cortex pré-frontal, cortex
orbital, cortex pré-frontal antero-lateral e amigdala (Deep-Soboslay et al. 2008).
Algumas dessas mudancas parecem ser reversiveis com o tratamento com
estabilizadores de humor (Sassi et al. 2002).

Existem muitas evidéncias de que o TB estd associado a neuroinflamacédo
(Mundo et al. 2003, Mueller and Meador-Woodruff 2004, Hashimoto et al. 2007, Kim
et al. 2007, Rao et al. 2007), muitos estudos tém demonstrado o aumento dos niveis de
citocinas pro-inflamatdrias em pacientes com TB (Huang et al. 1997, Chang et al.
2008). As principais citocinas pro-inflamatorias envolvidas com o TB séo Interleucina-
1B (IL-1 B), fator de necrose tumoral-a. (TNF-a) e Interleucina 6 (IL — 6) (Chang et al.
2008). Autores (Goldstein et al. 2009) revisaram a literatura e encontraram 27 artigos
relativos a inflamag@o e TB, relatando alterag¢des de niveis de citocinas tanto durante
estados de humor do TB (mania e depressédo), quanto na fase de remissdo. Da mesma
maneira, foi descrito um aumento dos niveis plasmaticos das citocinas pro-
inflamatorias, interleucina - 6 (IL-6), TNF-a, IL-1  assim como, um aumento do fator
nuclear-«B (NFxB) (Maes et al. 1995, Ortiz-Dominguez et al. 2007, Drexhage et al.
2010).

Um estudo, em cortex pré-frontal post-mortem de individuos com TB em
comparagdo com individuos sem o diagnostico demonstrou um aumento significativo de
niveis de mRNA de c-Fos e de oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), um aumento dos
niveis proteicos e de mRNA de interleucina-1 (IL-1/5), receptor de IL-1p e
subunidades de NF-kxB, assim como aumento de imunomarcacdo de marcador de

ativacdo microglial (Rao et al. 2010). Os autores concluiram que marcadores de
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excitotoxicidade e neuroinflamacdo estdo significantemente mais expressos em CPF
post-mortem de individuos com TB, em comparacdo a controles, sugerindo ainda que o
aumento de expressdo talvez esteja associado a morte celular, a atrofia cerebral e ao
declinio cognitivo, todos descritos em pacientes com TB. Dessa forma, é discutido que
a presenca de excitotoxicidade, ativacdo microglial e neuroinflamagdo possam ser

caracteristicas importantes da fisiopatologia do TB.

1.5. Tratamento Farmacologico para o Transtorno Bipolar

Em virtude do curso cronico e a frequente reincidéncia e gravidade dos sintomas de
humor, o tratamento do TB € baseado no manejo dos episodios agudos e no tratamento
de manutencdo a fim de prevenir a ocorréncia de novos episddios (Fountoulakis 2008).
E muito comum que haja uma farmacoterapia combinada para o tratamento do TB, uma
vez que esta pratica tenha se mostrado superior a monoterapia na recorréncia dos
episddios (Vieta et al. 2011). Os farmacos mais utilizados para o TB sdo: 0s
estabilizadores de humor (litio, acido valprdico e lamotrigina) e antipsicoticos atipicos
(quetiapina, olanzapina e lurazidona) (Bobo 2017). Entretanto, a maioria dos
tratamentos disponiveis até o momento continua imprecisa quer seja por eficécia
incompleta ou por efeitos colaterais que limitam sua tolerabilidade (Associacdo

Brasileira de Psiquiatria 2011).

O litio possui grande destaque no tratamento do TB, com a sua longa aplicacéo
clinica, sendo utilizado ha mais de 50 anos, principalmente por ser um medicamento
seguro para manter o estado eutimico do paciente, em especial naqueles que tém um

alto risco de cometer suicidio (Geddes and Miklowitz 2013). O litio € também utilizado
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como monoterapia, por ser considerado uma droga com uma resposta efetiva, mesmo
nos episodios agudos (Nivoli et al. 2012). Apesar da sua vasta utilizacdo na clinica
médica, 0os mecanismos de acdo do litio ainda ndo estdo bem estabelecidos. Contudo,
existe um aumento crescente nos estudos que propde seus mecanismos, sendo algumas
vias bastante relacionadas, como a estabilizacéo e regulacdo do balanco eletrolitico nos
neurbnios monoaminérgicos pela sua penetracdo na membrana celular ou ainda a agéo

inibitdria do litio sobre a GSK3p (Bielecka and Obuchowicz 2008, Wang et al. 2013).

De qualquer maneira, a melhor compreensdo da acdo farmacoldgica do litio
poderia ndo somente contribuir para a aplicabilidade do medicamento como também

contribuiria para o melhor entendimento da fisiopatologia do TB.

1.6. Modelo animal de mania

A limitacdo farmacoldgica existente para o tratamento especifico do TB se deve
em parte a limitada disposi¢do de modelos animais para o TB. De fato, 0 conhecimento
raso acerca da etiologia e neurobiologia do TB reflete na dificuldade do
desenvolvimento de modelos animais para o transtorno, uma vez que este apresenta-se
de forma muito heterogénea na populacdo e ndo héa alvos bioquimicos ou genéticos
especificos consolidados que possam ser manipulados para o desenvolvimento dos
modelos (Logan and McClung 2016). Outros fatores que dificultam o desenvolvimento
de modelos animais é o fato de o TB ser um transtorno ciclico, assim como o fato de
que os mecanismos de acdo das medicacdes estabilizadoras de humor s&o insuficientes.
A maioria dos modelos animais utilizados €, portanto, especifica para o episodio de

mania ou para o episdédio de depressdao e poucos se aventuram em mimetizar a
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ciclicidade e a recorréncia tipica do TB em animais (Post 2007, Logan and McClung
2016).

Existem diferentes abordagens para o desenvolvimento de modelos animais,
podendo ser farmacoldgico, genético e/ou ambiental (Logan and McClung 2016). De
maneira geral e de acordo com o comum para transtornos psiquiatricos, pode-se dizer
que nenhum modelo animal utilizado representa de forma completa a complexidade do
TB, mas alguns tém sido bem aceitos e bastante utilizados (Sharma et al. 2016). O
modelo comportamental mais utilizado é a privacdo de sono enquanto que 0s modelos
farmacol6gicos mais comuns sdo a administracdo de anfetamina (AMPH), ouabaina ou
ainda agonistas de receptores D2 em roedores (Logan and McClung 2016, Sharma et al.
2016). Ainda, os modelos genéticos mais utilizados sdo o camundongo mutante para o
gene clockA19, camundongos que superexpressam a GSK3pe camundongos
knockdown para o transportador de dopamina (DAT) (Logan and McClung 2016,
Sharma et al. 2016).

Pode-se dizer que o modelo animal de mania melhor consolidado na literatura é
0 modelo induzido pela administracdo de AMPH em ratos ou camundongos (Frey et al.
2006, Yates et al. 2007), baseando-se principalmente no fato que hd um aumento nos
niveis de dopamina em pacientes durante o episodio de mania (Joyce et al. 1995). Além
do mais, muitos estudos demonstraram que psicoestimulantes como a AMPH podem
produzir sintomas parecidos com a mania humana em individuos saudaveis, assim como
exacerbar e induzir episddios agudos de mania em pacientes bipolares (Meyendorff et
al. 1985, Cousins et al. 2009). As validades de constructo e de face do modelo tém sido
comprovadas (Frey et al. 2006, Walz et al. 2008, Valvassori et al. 2010),
correlacionando achados nos animais com dados clinicos e bioguimicos observados em

pacientes, como a diminuicdo dos niveis de BDNF no hipocampo dos animais e piora
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comportamental em testes de cognicdo (Fries et al. 2015). Da mesma forma, a validade
preditiva tem sido comprovada uma vez que o tratamento com liitio é capaz de reverter
0 comportamento de hiperlocomog&o induzido pela AMPH (Gould et al. 2001). Dessa
maneira, mesmo com suas limitaghes inerentes, considera-se que este modelo
farmacoldgico com AMPH é o modelo padrdo-ouro para a mania em roedores (Gould et

al. 2001).

2. Sistema purinérgico

O sistema purinéergico tem sido amplamente estudado e relacionado com uma
série de patologias diferentes com relevantes acOes terapéuticas, como no caso da
osteoporose, infarto do miocardio, sindrome do intestino irritavel, aterosclerose,
diabetes e cancer (Burnstock 2017). Ainda, a sinalizacdo purinérgica esta emergindo
como um importante meio de integracdo da atividade funcional entre os neurdnios e a
densa populacdo de células ao redor, como a astroglia, a oligodendoglia, a microglia e
as ceélulas vasculares, com trocas de informacbes bioquimicas entre elas. Essas
interages podem intermediar os efeitos das atividades neuronais no desenvolvimento e
estabelecimento de condicdes patoldgicas como desordens no SNC estabelecendo uma
série de patologias, como doencas neurodegenerativas, inflamatorias e psiquiatricas
(Burnstock 2017).

Ja foi demonstrado que os constituintes do sistema purinérgico (purinas e
pirimidinas extracelulares, ectonucleotidades e receptores purinérgicos) sao capazes de
controlar processos fisiolégicos como o sono, a atividade motora, o apetite, a cognicéo,
a memoria e a interacdo social (Machado-Vieira et al. 2002). Alem disso, numerosos

estudos correlacionam o sistema purinérgico com diversos transtornos psiquiatricos,
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como o transtorno de ansiedade (Kittner et al. 2003), a depressdo maior (Lucae et al.
2006), a esquizofrenia (Lara and Souza 2000) e, finalmente, com o TB (Machado-Vieira
et al. 2002, Barden et al. 2006, Gubert et al. 2016). Neste sentido, a sinalizagio

purinérgica parece ser uma promissora via de estudo para transtornos afetivos.

2.1. Nucleotideos e nucleosideos extracelulares

Purinas extracelulares, como adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato
(ADP) e adenosina, e pirimidinas como a uridina difosfato (UDP) e a uridina trifosfato
(UTP) sdo moléculas sinalizadoras importantes que medeiam diversos efeitos
biol6gicos, através da ativacdo de receptores purinérgicos (Ralevic and Burnstock
1998). Esses nucleotideos e nucleosideos podem ser liberados para 0 meio extracelular
por diferentes mecanismos fisiolégicos, como a exocitose, a difusdo, por
transportadores especificos, ou mecanismos patolégicos, como por extravasamento apos
lise celular (Verkhratsky et al. 2009). Pela acdo das ectonucleotidases, o ATP é
hidrolisado a ADP, que é hidrolisado a adenosina monofosfato (AMP), que, por sua vez,
é hidrolisado a adenosina. Por fim, a adenosina é desaminada a inosina que € convertida
em hipoxantina sendo oxidada a xantina e se converte, em Gltima instancia, em acido

urico no meio extracelular (Bours et al. 2006) (via esquematizada na Figura 2).
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Figura 2. Visdo geral da cascata do sistema purinérgico com os produtos, subprodutos e
enzimas atuantes. NPP: nucleotideo pirofosfatase/fosfosdiesterase; NTPDase: nucleosideo
trifosfato difosfohidrolase; APRT: adenina fosforibosiltransferase; PNP: purina nucleosideo
fosforilase. (adaptado de Bours et al. 2006).

O ATP intracelular possui papel central na homeostase energética, sendo o
produto principal de reacbes como fotofosforilagdo, respiracdo e fermentagéo, agindo
como um doador energético na maioria dos processos biossintéticos endergdnicos que
suportam a sobrevivéncia celular, proliferacdo e motilidade. O citoplasma da maioria
das células de mamiferos contém uma concentracdo de ATP na faixa de 5 - 10 mM, e
ainda maiores concentra¢fes sdo armazenadas na forma de vesiculas em terminais
sinapticos de neurbnios (Adinolfi et al. 2017). Uma vez no meio extracelular, o ATP
possui papel sinalizador, como na proliferagdo, na mitogénese e na diferenciacao celular
(Burnstock and Verkhratsky 2010), sendo que em altas concentragcbes, o ATP

extracelular causa efeitos citotoxicos (Lemmens et al. 1996). Especificamente no
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sistema nervso central (SNC) o ATP extracelular pode agir tanto como
neurotransmissor de excitacdo rapida, por meio da sustentacdo das ondas de Ca*2 entre
0s astrdcitos, quanto como neuromodulador (Fam et al. 2000). Uma vez que a
concentracdo extracelular de ATP esta na faixa nanomolar em situacdes fisioldgicas,
mesmo uma pequena liberagdo de ATP pode gerar um sinal muito significativo, devido

a este baixo background (Adinolfi et al. 2017).

Neste contexto, estudos demonstram que o ATP é capaz de ativar as células
microgliais para liberar citocinas (Sanz and Di Virgilio 2000) e, portanto, parece agir de
forma proé-inflamatéria, enquanto que a adenosina, produto da hidrolise desse
nucleotideo, pode possuir efeito anti-inflamatdrio (Bours et al. 2006, Di Virgilio et al.
2009). A adenosina, é ainda um neuromodulador capaz de mediar a neuroprotecao por
meio da diminuicdo da excitabilidade da membrana, limitando o influxo de célcio e
exercendo efeitos moduladores sob as células gliais (Ribeiro et al. 2003). Além disso,
ela esta bem estabelecida como um inibidor pré-sinaptico, reduzindo a liberacdo de
neurotransmissores como o glutamato, dopamina, serotonina e acetilcolina (Brundege

and Dunwiddie 1997).

De maneira geral, estas moléculas possuem caracteristicas muito interessantes e
promissoras na modulacdo do sistema nervoso central, indicando uma fundamental via

de estudo para transtornos psiquiatricos.

2.2. Ectonucleotidases

As ectonucleotidases sdo responsaveis pela hidrdlise dos nucleotideos até seus

respectivos nucleosideos, constituindo uma cascata enzimatica altamente eficiente, sao
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responsaveis pelo controle da concentracdo e do tempo em que essas moléculas
sinalizadoras permanecem no meio extracelular estimulando seus receptores
(Zimmermann 2000). A familia das ectonucleotidases € composta pelas E-NTPDases
(ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolases), E-NPPs (ectonucleosideo
pirofosfatase/fosfodiasterases), ecto-fosfatases alcalinas e pela ecto- 5- nucleotidase

(ecto- 5°-NT) (Yegutkin 2008) (Figura 3).

Ecto-NTPDase1, Ecto-NPPase

e-AK

o

y Ecto-5-NT
ATP —> ADP —————>» AMP ————>Adenosine
Ecto-NTPDase2,3,8 Ecto-NTPDase3,8

Ecto-APs Exo-NTPDase5,6

Espago
Extracelular

L

P2XR P2YR P1R

Figura 3. Esquema do metabolismo dos nucleotideos/nucleosideos extracelulares via
ectonucleotidases e a seletividade aos purinoreceptores. Ecto-NTPDase: ecto-nucleosideo
trifosfato difosfohidrolase; Ecto-NPPase: nucleotideos pirofosfatase/fosfodiesterase; e-AK:
ecto-adenilato cinase; Ecto-5’-NT: ecto-5’-nucleotidase; Ecto-APs: ecto-fosfatases alcalinas;
P2XR: purinoreceptor P2X; P2YR: purinoreceptor P2Y; P1R: purinoreceptor P1 (adaptado de
Roszek and Czarnecka 2015).

Estudos demonstram que as NTPDases 1, 2 e 3 estdo expressas no cérebro de
mamiferos e sdo capazes de controlar a sinalizacdo do ATP na fenda sinaptica
(Kukulski et al. 2005). A NTPDasel esté localizada na superficie endotelial dos vasos
sanguineos do SNC e é primariamente expressa na microglia (Braun et al. 2000).
Enquanto isso, a NTPDase2 estd associada com células progenitoras no cerebro de
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roedores adultos (Braun et al. 2003) e estid expressa na por¢do muscular dos vasos
sanguineos, nos astrocitos, nas células de Schwann ndo mielinizantes e em outras
células gliais do sistema nervoso central e periférico (Robson et al. 2006). A
NTPDase3, por sua vez, estd expressa em multiplas regides do cérebro, primariamente
em neurdnios, assim como na superficie celular da linhagem PC12, célula de cultura
celular derivada de feocromocitoma de rato, onde se expressa como a ectonucleotidase
predominante (Vorhoff et al. 2005). Tem se visto que a modulagdo da atividade das
NTPDases participa de diversos processos fisioldgicos e patologicos no SNC tais como
convulsdes e epilepsia, alteragdes hormonais, estresse e respostas nociceptivas (Cognato
et al. 2005, Cognato et al. 2010, Horvat et al. 2010).

As E-NPPs sdo responsaveis pelo catabolismo de dinucleotideos extracelulares,
além do ATP como substrato. Sua atividade tem dependéncia de céations bivalentes, de
pH fortemente alcalino e é inibido por glicosaminoglicanos (Bonan 2012). Essa familia
de enzimas consiste em sete enzimas relacionadas (Zimmermann et al. 2012). Essas
enzimas possuem uma atividade fosfodiesterase alcalina e nucleotideo pirofosfatase.
Duas das ectoenzimas, as NPP1 e NPP3, sdo capazes de hidrolisar ATP e polifosfatos
de diadenosina (Yegutkin 2014). Elas s&o capazes de hidrolisar ATP direto em AMP,
liberando pirofosfato inorganico (PPi) (Goding et al. 2003), além disso, elas também
hidrolisam dinucleosideos polifosfatados (Vollmayer et al. 2003). A NPP1 esta expressa
nos capilares do cérebro, ndo estando presente em neurdnios ou na glia (Goding et al.
2003). A NPP2 tem sido identificada em diferenciacdo de oligodendrdcitos e na
formacgdo de mielina (Goding et al. 2003) e a sua producdo de acido lisofosfatifico
parece ser importante para a maturacdo cerebral. Ela € expressa no hipocampo, no
cortex, no bulbo olfatério, no cerebelo e no estriado durante o desenvolvimento
(Bavaresco et al. 2008). Em contrapartida, a NPP3 é expressa nas células epiteliais do
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plexo coroide, podendo contribuir na secre¢do do liquido cefalorraquidiano (Bonan
2012).

Em diversos estudos tem se observado o envolvimento da ecto-5’-nucleotidase,
no SNC, uma vez que essa ectonucleotidase é ubiqua e estd expressa tanto em
neurénios, quanto em células gliais (Kovécs et al. 2013). Ela possui alta atividade no
cortex temporal, no talamo, em membranas sinépticas do hipocampo, no cerebelo e na
medula oblonga; além disso, possui atividade intermediaria no lobo parietal, na insula,
no ndcleo caudado, no putdmen, na amigdala, no hipotdlamo, no mesencéfalo; e, ainda,
baixa atividade no cortex cerebelar, no corpo caloso, no corpo mamilar e no corpo
geniculado lateral, por exemplo (Kukulski et al. 2004).

Considerando o papel da hidrolise do AMP pela ecto-5’-nucleotidase e que a
adenosina, produto dessa reacdo, regula funcbes neuronais e gliais no encéfalo
(Burnstock 2006, Burnstock et al. 2011), participa da modulacdo do sono e memdria
(Burnstock 2007, Burnstock et al. 2011) e que, ainda, possui uma funcdo
neuroprotetora, pode-se sugerir que a ecto-5’-nucleotidase é responsavel indireta pela
modulacdo da neurotransmissao, pela regulacdo dos processos fisiologicos descritos
anteriormente, pela maleabilidade sinaptica, pelo processamento de informacoes, pela
regeneracdo e desenvolvimento neuronal (Stanojevi¢ et al. 2011), pela adesdo célula-
célula (Resta et al. 1998) e pela regulacdo do volume celular glial (Wurm et al. 2010).

Esses dados sugerem que existe uma importante plasticidade adaptativa da via
das ectonucleotidases, tendo como principal funcdo no SNC proteger as células desse
orgdo nobre, evitando acumulos, auséncia e estimulos exacerbados dessas moleculas de
sinalizagdo, quando necessario. De maneira geral, no sentido de uma diminui¢do dos
niveis de ATP, e um aumento dos niveis de adenosina, uma vez que esta é uma
molécula neuroprotetora (Bonan 2012).
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2.3. Purinoreceptores

Os purinoreceptores sdo divididos em duas classes: P1 e P2 (Ralevic and
Burnstock 1998). Os receptores P1 sdo sensiveis a adenosina, sendo subdivididos em
Al, A2a, A2b e A3, todos acoplados a proteina G, estdo ligados a vias de sinalizacéo
intracelulares que desempenham importantes papéis na sobrevivéncia das células
(Zimmermann 2006). Os receptores do tipo P2 tém grande preferéncia por nucleosideos
di- e trifosfatados, como ATP e o ADP, e sdo subdivididos em P2X (ionotropicos) e
P2Y (metabotrdpicos) (White and Burnstock 2006). Sdo conhecidos sete subtipos de
receptores P2X (P2X1,2,3,4,5,6 e 7) cujo principal ligante é o ATP, e oito subtipos de
receptores P2Y (P2X1, 2, 4, 6, 11, 12, 13 e 14) que séo sensibilizados por ATP, ADP

entre outros nucleotideos (White and Burnstock 2006).

Os receptores purinérgicos, sao amplamente distribuidos no corpo humano, de
tecidos ndo neurais aos tecidos neurais, podendo ser encontrados em plaquetas, células
epiteliais, placenta, pele, neurénios e células gliais, por exemplo (Burnstock and Knight
2004). Dentre os constituintes do sistema purinérgico, um receptor possui destaque e
tem sido amplamente explorado no contexto de doencas que acometem o sistema
nervoso central, com especial enfoque em doencas psiquiatricas, principalmente por
possui funcbes de destaque na sinalizacdo inflamatdria e de ativacdo microglial: o

receptor P2X7 (P2X7R) (Burnstock 2017) (Figura 4).
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Figura 4. Viséo geral de mecanismos mediados pelo P2X7R compartilhados por diferentes
etiologias de doengas do sistema nervoso central. Sinais de estresse que levam ao aumento da
concentragdo de ATP extracelular sdo capazes de desencadear a ativacdo de P2X7R de
neurdnios e células gliais. A ativacdo do P2X7R (1) libera glutamato (GLU) dos terminais
nervosos e astrociticos que pode levar & excitotoxicidade; (2) induz a liberag&o de citocinas pro-
inflamatdrias levando a neuroinflamagdo; (3) aumenta a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e, assim, agravar o dobramento de proteinas culminando a danos neuronais; (4)
induz direta ou indiretamente a morte celular e a seguinte astrogliose reativa; e (5) direta ou
indiretamente diminui a producdo do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e a
posterior neuroplasticidade. Estes principais mecanismos podem se manifestar e contribuir para
a patologia da doenca na doenca de Alzheimer (AD), doenca de Parkinson (PD), doenca de
Huntington (HD), epilepsia (SE), esclerose lateral amiotrofica (ALS), esclerose mdaltipla (MS),
acidente vascular cerebral, dor e distarbios do humor em diferentes formas e proporcdes,
dependendo da etiologia (adaptado de Sperlagh and Illes 2014).
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2.4. Receptor Purinérgico P2X7

O P2X7R como membro pertencente a familia de receptores purinérgicos P2X, é
caracterizado por ser um trimero, com as trés subunidades de proteinas dispostas em
torno de um poro permeéavel a cations (Ca2*, Na*, K*) (North 2016). As subunidades s&o
caracterizadas por possuir um terminal intracelular curto - amino (N) e um terminal
intracelular longo - carboxi (C), assim como dois dominios hidrofébicos transmenbrana
separados por um longo dominio extracelular glicosilado para ligacdo do ATP (Bartlett
et al. 2014). Embora compartilhe caracteristicas tipicas da familia dos P2X, este
receptor se destaca de diversar maneiras, sendo unico. A subunidade monomérica do
P2X7R por exemplo, € maior que o resto da familia, possuindo 595 aminoé&cidos que
refletem em um maior C-terminal intracelular, conferindo respostas intracelulares
complexas desencadeadas pela ativacdo do receptor (Bradley et al. 2011) (ver Figura
5). Estes eventos de sinalizacdo séo dependentes de uma variedade de fatores, como o
tipo celular, condicbes extracelulares e concentracdo extracelular de ATP (Burnstock

2007).
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Figura 5. Representacdo de eventos de transducdo de sinal ap6s ativacdo do P2X7R na
microglia. Apos a ativagdo P2X7R, (1) K* é liberado da célula causando a (2) montagem de
inflammasoma NLRP3. O inflammasoma induz a (3) ativacdo da pro-caspase-1 em caspase-1, 0
que provoca a (4) maturacgdo de pré-IL-1f e pré-1L18, (5) permitindo a liberagdo. Além disso, o
P2XT7R, (6) via influxo de Ca?" promove a (7) translocagéo nuclear do fator de transcricdo NF-
kB, induzindo a (8) expressdo génica das citocinas pré-inflamatérias. Também desencadeia a
(9) translocacédo de NFAT dependente de Ca?* que por sua vez causa secrecdo (10) de IL-2 e
(11) modulagao negativa de GSK3p. Ainda, o P2X7R promove a (12) ativagdo do HIF-1a, fator
induzido por hipdxia (adaptado de Adinolfi et al. 2017).
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Outra caracteristica muito importante que justifica a peculiaridade deste receptor
e o faz se destacar dentro de sua propria familia é o fato de apresentar uma baixa
afinidade ao ATP (a partir de 0,1mM), sendo capaz, nesta situacdo, de formar um poro
permeavel a solutos hidrofilicos de até 900 Da, sob ativacdo sustentada (Skaper et al.
2010) (Figura 6). Em condicdes normais, 0 ATP esté presente em baixas concentragdes
no meio extracelular, e aumenta significativamente em quadros inflamatdrios
(Lazarowski et al. 2000), em resposta a trauma (Nieber et al. 1999), dano celular,
infeccdo ou ainda em ambientes tumorais, sendo comum a ativagdo do P2X7R nestas
condicGes (Lenertz et al. 2011). Por esse motivo é fundamental a presenca de
ectonucleotidases que degradam o ATP a fim de regular sua concentracéo e a duragéo

da disponibilidade deste nucleotideo no espaco extracelular (Yegutkin 2008).

~
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Figura 6. Estrutura esquematica do P2X7R diferenciando sua acdo de canal ibnico e
abertura de poro. O P2X7R é um homotrimero, formando uma estrutura de calice. S&o trés os
sitios de ligagdo ao ATP e estdo localizados um em cada subunidade. (a) para a abertura do
canal ibnico é necessario a ocupacao de dois sitios de ligagdo que levam ao fluxo dos cétions e
(b e c) para a abertura do poro é necessario a ligacdo do terceiro sitio de ligacdo, o que
configura a ativacdo em resposta a maiores concentracbes de ATP ou ainda uma ativacao
sustentada. Um mecanismo potencial da formag&o de poros € a dilatacdo do proprio canal iénico
(b) ou ainda a associacdo a proteinas de formacdo de poros (c), como as panexinas, embora
ainda ndo esteja completamente elucidado. De qualquer maneira, torna a membrana permeavel
permitindo a passagem de moléculas de alto peso molecular (adaptado de Sperlagh and llles
2014).

. A\ /
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Este receptor é amplamente distribuido em todos os tecidos (Burnstock and
Knight 2004). No SNC, receptores P2X7 séo encontrados principalmente na microglia,
células de Schawann e astrdcitos, embora também sejam expressos em neur6nios
(Ferrari et al. 1996, Collo et al. 1997, Sim et al. 2004). O P2X7R ativa uma gama
diversificada de respostas celulares relativa ao tipo celular em que é expresso, incluindo
producdo de espécies reativas de oxigénio (Apolloni et al. 2013), ativacéo e liberacéo de
proteases (Miller et al. 2011), induz efluxo de glutamato (Marcoli et al. 2008),
proliferacdo celular (Adinolfi et al. 2010), fagocitose, ativacdo microglial (Skaper et al.
2009) e a bem estabelecida funcdo de morte celular (Sluyter 2017). Ainda, o0 P2X7R €
considerado o regulador fisiol6gico da secrecdo da citocina pré-inflamatéria IL-1, via
ativacdo de caspase-1 que leva a ativacdo do complexo inflamassoma NLRP3,
fundamental para o processamento e liberacdo desta citocina (Mufioz-Planillo et al.
2013), como ja anteriormente descrito, destacando o P2X7R como importante mediador

inflamatorio.

De maneira geral, o P2X7R possui um papel importante na modulacdo da
neurotransmissdo glutamatérgica, na liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias/fatores de
excitotoxicidade, no estabelecimento e manutengdo da ativagcdo microglial e no
dano/morte neuronal (Sun 2010, Sluyter 2017). Considerando que todos esses fatores
modulados pelo P2X7R sao descritos na fisiopatologia do TB, é racional supor que este

receptor possa estar envolvido com o transtorno.
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3. P2X7R e Transtorno Bipolar

O gene do P2X7R que codifica o receptor estd localizado no cromossomo
12g24. Esta regido tem sido implicada em estudos de ligacdo a varios transtornos
psiquidtricos, incluindo depressdo maior (Abkevich et al. 2003, Zubenko et al. 2003,
McGuffin et al. 2005, Lucae et al. 2006) e TB (Dawson et al. 1995, Ewald et al. 1998,
Morissette et al. 1999, Degn et al. 2001, Maziade et al. 2001, Curtis et al. 2003, Shink

et al. 2005).

Polimorfismos de nucleotideo Gnico, ou ainda SNPs, sdo bastante comuns em
genes de receptores P2, particularmente no gene do P2X7R que €é considerado um gene
altamente polimoérfico (Roger et al. 2010). Esses SNPs sdo implicados na
suceptibilidade a patologias, na compreensdo da etiologia de doencas e na funcdo do
receptor em determinada condi¢do, configurando promissores biomarcadores para o
diagndstico e tratamento (revisado em (Caseley et al. 2014)). Para transtornos afetivos
como o TB, alguns SNPs do P2X7R em particular foram bastante estudados, como 0s
SNPs gue conferem ganho de funcéo ao receptor: 1405A>G (rs2230912) (Barden et al.
2006, McQuillin et al. 2009) e 1068G>A (rs1718119) (Erhardt et al. 2007). Embora
resultados incongruentes ndo permitam uma associagdo definitiva (Green et al. 20009,
Caseley et al. 2014), esta parece ser uma ferramenta promissora para 0 estudo do

P2X7R nos transtornos de humor.

Por outro lado, em camundongos knockout para 0 P2X7R (P2X7R™), analisados
em modelos de depressdo e ansiedade, foi encontrado um chamado fendtipo
antidepressive-like, um fendtipo de resisténcia a depressao maior, somado a uma maior
capacidade de resposta a uma dose subterapéutica de imipramina, o antidepressivo mais

utilizado no tratamento farmacoldgico da depressdo maior (Basso et al. 2009, Skaper et
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al. 2010). De maneia muito interessante, trabalhos recentes demonstraram que o
blogueio/delecdo do P2X7R diminui a hiperatividade induzida por AMPH
(Bhattacharya et al. 2013, Csolle et al. 2013). Da mesma maneira, resultados obtidos a
partir de estudos do nosso grupo fornecem evidéncias de uma relacdo entre o receptor
P2X7, a hiperatividade locomotora e 0 aumento do ambiente pro-inflamatério induzido
por anfetamina, uma vez que a delecdo génica e o bloqueio farmacoldgico deste
receptor foi capaz de prevenir esses desfechos (Gubert et al. 2016). Por outro lado,
estudos anteriores provenientes do nosso laboratério demonstraram que o tratamento
agudo (in vitro) e crénico (in vivo) com litio e valproato previnem a morte celular
induzida por ATP (Wilot et al. 2007), provavelmente via P2X7R, sugerindo ainda que a
modulacdo deste receptor poderia possuir um papel no mecanismo de acdo destas

drogas, mecanismos estes que ainda ndo sdo bem compreendidos.

Estes achados suportam a idéia de que este receptor possa também ser
considerado um novo alvo terapéutico para o TB (Burnstock 2017), deixando em aberto
a necessidade de estudos complementares que confirmem esta hipotese e talvez, de
maneira mais importante, sdo necessarios estudos que caracterizem a via de relacdo

deste receptor ao TB.
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Objetivo

O objetivo geral desta tese € investigar o envolvimento do sistema purinérgico na

fisiopatologia do transtorno bipolar.

Objetivos especificos

Capitulo 1

Avaliar os niveis séricos de metabdlitos purinérgicos em pacientes com transtorno

bipolar e correlacionar com dados clinicos.

Capitulo 2

Verificar a frequéncia do polimorfismo do P2X7R 1513A>C (rs3751143) e a

expressao do receptor em pacientes com transtorno bipolar.

Capitulo 3

Investigar o envolvimento do receptor P2X7 em um modelo animal de mania.

Capitulo 4

Melhor compreender a acdo neuroprotetora do litio e verificar a participacédo

purinérgica.
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Discussao

A presente tese procura acrescentar a literatura e ao conhecimento cientifico
achados sobre a fisiopatologia do transtorno bipolar, em virtude desta ser parcialmente
conhecida. A preocupacdo em estudar o assunto esta relacionada a importante
prevaléncia deste transtorno na populacéo e a reducdo na qualidade de vida que estes
pacientes apresentam (Merikangas et al. 2007, Grande et al. 2016). Diante da limitada
compreensdo do transtorno, entendemos que estudos S30 necessarios para o
esclarecimento dos mecanismos responsaveis pela doenca, assim como compreender o
mecanismo das medicacOes utilizadas, com o intuito de fornecer ao paciente um
tratamento adequado e que de alguma maneira minimize os danos que este transtorno
causa nestes individuos. Para isto, investigamos o envolvimento do sistema purinérgico
como potencial alternativa para o entendimento da fisiopatologia do transtorno bipolar,
para a sugestdo de novos alvos terapéuticos e ainda para a compreensdo do mecanismo

de acdo do farmaco mais utilizado para o tratamento.

A caracteristica que define o transtorno bipolar é a ocorréncia de mania e
depressdo no mesmo individuo. Neste caso, pode-se dizer que as primeiras descricdes
do transtorno bipolar datam de 400 a.c. na Grécia antiga (Angst and Marneros 2001),
onde aparecem termos como melancolia (definicdo antiga da depressdo) e mania,
embora somente em 150 d.c. na Capaddcia tenha sido atribuido primeiramente ambos
0s sintomas no mesmo paciente (Baldessarini and Tondo 2001). Em meados do século
XIX, foi conceituado pelo psiquiatra/neurologista francés Jules Baillarger de
“insanidade maniaco-depressiva”, ou ainda pelo psiquiatra Jean-Pierre Falret de

“insanidade circular” (Pichot 2004). Esta segunda defini¢do ja considera o estado de
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remissé@o, hoje conhecida eutimia, uma vez que descreve “intervalos lucidos” entre os

episodios agudos.

Todos os conceitos foram centralizados e redefinidos pelo psiquiatra Emil
Kraepelin a partir de 1896, definices modernas que se aproximam do que conhecemos
hoje por transtorno bipolar (Angst and Marneros 2001), embora este tenha sido
primeiramente introduzido no Manual de Diagndstico e Estatistica dos Transtornos
Mentais somente em 1987, na sua terceira edicdo (DSM) Il (Yutzy et al. 2012).
Kraepelin no seu trabalho acerca da nosologia da doenca, exerceu um papel
fundamental de observacdo dos pacientes, apontando desde sua época, preocupacdes a
respeito do quadro clinico, acerca da funcionalidade dos individuos e ainda sugeriu 0
sistema purinérgico como rota possivel de envolvimento na patologia da doenca

(Mondimore 2005), todas inferéncias exploradas nesta tese.

A partir dai, tem sido demonstrado que as taxas de recuperacao funcional dos
pacientes bipolares sdo de fato mais baixas que outras patologias cronicas, ou ainda que
a depressdo maior (Coryell et al. 1998). As principais areas descritas por estarem
prejudicadas nos pacientes com transtorno bipolar sdo a autonomia, o trabalho, a
cognicdo, as relacbes interpessoais e o0 lazer (Rosa et al. 2010), explorando a cognicédo
ainda, a memdria, aprendizado, funcdo executiva, atencdo e concentracdo se destacam
negativamente (Robinson et al. 2006). E importante salientar que estas observaces sao
encontradas tanto em pacientes em episodios agudos, quanto em remissdo, indicando
um quadro cronico preocupante (Martinez-Aran et al. 2004). Tais deficiéncias
cognitivas e perda da funcionalidade dos pacientes deve explicar, em parte, a colocagéo

do transtorno bipolar como uma das dez causas de incapacitacdo mundial pela a

128



Organizacdo Mundial da Saude (Belmaker 2004), tornando clara a necessidade de foco

de estudo, melhor entendimento e possibilidade de intervencéo.

No primeiro capitulo desta tese (Capitulo 1) avaliamos os metabdlitos do
sistema purinérgico em soro de pacientes bipolares e correlacionamos com dados
clinicos, em especial, parametros de funcionalidade. Nossos resultados primeiramente
nos mostraram uma diminuicdo nos niveis de adenosina em pacientes em comparacao a
controles e uma importante correlacdo inversa entre os niveis de adenosina e a piora dos
sintomas, nos permitindo sugerir os niveis séricos de adenosina como um possivel

biomarcador periférico para esta condicao.

O que fora observado por Kraepelin em relacdo ao sistema purinérgico se
resume na observacao de que pacientes com gota ou hiperuricemia apresentavam humor
anormal, revertido pelo tratamento com litio (Barondes 1999). Desde entdo o link entre
0s niveis de &cido Urico e distdrbios de humor tem sido a base da hipdtese da disfuncdo
do sistema purinérgico para o transtorno bipolar (Machado-Vieira et al. 2002, Ortiz et
al. 2015, Bartoli et al. 2016), sendo inclusive sugerido como biomarcador para o
transtorno. Entretanto, nossos achados, ndo demonstram nenhuma diferenca entre os
niveis de acido Urico e mostram uma diminuicdo nos niveis séricos de adenosina nos

pacientes em relacdo aos controles.

Niveis de &cido urico sdo realizados como rotina laboratorial e hospitalar,
acreditamos que por este motivo, o &cido Urico tenha sido a unica purina avaliada nos
trabalhos citados, sendo que muitos apresentam resultados incongruentes (Albert et al.
2015). Se considerarmos ainda o fato de o Alopurinol, inibidor da xantina oxidase, seja
o farmaco utilizado para gota e 0 mesmo que se observou reduzir sintomas maniacos em

pacientes bipolares (Machado-Vieira 2012, Weiser et al. 2014) e que a sua acdo
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farmacoldgica seja aumentar os niveis de adenosina (Pacher et al. 2006), nos parece que
desde o principio 0 que se observou como niveis de acido Urico foi o reflexo do que
estava acontecendo com a degradagédo das purinas como um todo, sendo que a purina
chave a ser avaliada era a adenosina. O que faz sentido quando pensamos na complexa
sinalizacdo celular possivel da adenosina, sua ligagdo a quatro receptores
diferentemente ligados a proteinas G (Al e A3 ligadas a proteina Gi/o, responsavel pela
inibicdo da producdo de AMPc, enquanto os receptores A2A e A2B estimulam a
producdo de AMPc via ativacdo da proteina Gs) e assim, cada um com suas
peculiaridades de sinalizacdo (Ralevic and Burnstock 1998). Além do mais, a adenosina
no sistema nervoso central principalmente possui uma acdo de destaque na
neuroprotecdo, como moduladora da sinalizacdo dopaminérgica, serotoninérgica e
glutamatérgica indicando que possuir niveis diminuidos dessa purina ndo parece ser um
bom progndstico especialmente para transtornos psiquiatricos (extensivamente revisado

em (Cunha 2016)).

De qualquer maneira, até onde sabemos, fomos os primeiros a demonstrar a
diminuicdo nos niveis de adenosina em pacientes com transtorno bipolar em
comparacdo a individuos saudaveis. Preocupados ainda com o quadro clinico dos
pacientes, avaliamos escalas clinicas que de maneira muito interessante se
correlacionaram com os niveis de adenosina de maneira inversa, sao elas as escalas de
depressdo (HAMD-R) e de funcionalidade (FAST). Em outras palavras, demonstramos
que pacientes que pontuaram mais nessas escalas e por defini¢cdo estdo mais deprimidos
ou ainda com uma piora na funcionalidade possuem menores niveis de adenosina
circulante. Ainda, quando dicotomizamos o0s pacientes com baixo dano de

funcionalidade (FAST <25) e alto dano de funcionalidade (FAST >25), observamos um
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ainda menor nivel de adenosina, corroborando a hipdtese de esta molécula vir a se

tornar uma biomarcadora de piora dos sintomas.

A identificacdo de marcadores bioldgicos ou biomarcadores para doencas em
geral possui uma imensuravel gama de aplicacdes (Frank and Hargreaves 2003). A alta
complexidade e o pouco entendimento da fisiopatologia de transtornos psiquiatricos,
incluindo o transtorno bipolar, torna dificil a identificacdo de biomarcadores para estas
doencas (Sagar and Pattanayak 2017). Mesmo assim, existe uma permanente busca de
moléculas promissoras que possam contribuir para predizer, diagnosticar, prognosticar e
ainda acompanhar a resposta ao tratamento, uma vez que todas estas etapas hoje em dia

sdo baseadas somente em entrevista clinica (Sagar and Pattanayak 2017).

Neste sentido, uma série de biomarcadores sdao hoje estudados e sugeridos como
potenciais marcadores para o transtorno bipolar, como a anélise de neuroimagem
funcional, que aponta uma alta ativacéo de estruturas do sistema limbico associado com
uma baixa ativacao de estruturas cognitivas para pacientes com transtorno bipolar (Chen
et al. 2011). Pensando em marcadores periféricos, a diminuicdo dos niveis de BDNF em
pacientes bipolares é bastante estudada, ainda se sugere uma associa¢ao a progressao da
doenca (Fernandes et al. 2011, Fernandes et al. 2015). O aumento de marcadores
inflamatorios em pacientes também possui destaque, principalmente o TNF-a
(Munkholm et al. 2013), assim como o aumento de marcadores de estresse oxidativo em
pacientes, sendo eles a peroxidagdo lipidica, dano ao DNA/RNA e oéxido nitrico
(Andreazza et al. 2007, Andreazza et al. 2008). Embora amplamente estudado, todos
estes potenciais candidatos ainda estdo em fase de testes, sendo que nenhum até o

momento estd sendo aplicado na clinica, deixando em aberto a necessidade de novos
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alvos e talvez uma proposta de combinacdo de marcadores, considerando a

complexidade e heterogeneidade da doenga.

De uma maneira muito interessante, o prejuizo global do individuo, em especial
aqueles relacionados ao déficit cognitivo tem sido sugerido como um endofenétipo para
o transtorno bipolar (Bourne et al. 2013). E considerado ainda que a funcionalidade
cognitiva se relacione inversamente a progressdo da doenca, no que se refere ao numero
de episodios, duracdo da doenca, numero de hospitalizacGes, etc (Cardoso et al. 2015).
Também se sugere que déficits cognitivos possam ser potenciais marcadores de resposta
ao tratamento para o transtorno bipolar (Kulkarni et al. 2010, Pattanayak et al. 2012).
Uma vez que nossos achados demonstraram que 0s niveis de adenosina ndo somente
foram diferentes entre pacientes e controles, como também se correlacionam com a
piora dos sintomas, consideramos que 0s niveis de adenosina possuem um interessante
potencial para se tornar um Util biomarcador para o transtorno bipolar tanto para

diagnostico como para progressao da doenca.

Neste mesmo sentido, com a evolucdo de técnicas e metodologias, uma area em
especial tem crescido na busca de biomarcadores para transtornos psiquiatricos, a
pesquisa genética (Sagar and Pattanayak 2017). A comunidade cientifica tem apostado
no alto componente hereditario do transtorno bipolar (Johnson et al. 2008) para buscar
novas possibilidades tanto de encontrar biomarcadores para predizer e diagnosticar
quanto para melhor compreender a fisiopatologia da doenca. Com o intuito de contribuir
com esta linha, idealizamos o segundo capitulo dessa tese baseado em um promissor

alvo de investigacdo para o transtorno bipolar, o receptor P2X7 (P2X7R) (Capitulo 2).

Como ja discutido anteriormente nesse capitulo, 0 gene deste receptor é

altamente polimorfico, contendo muitos polimorfismos de nucleotideos unico (SNPs)
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(Roger et al. 2010) e esta situado em um ldcus de susceptibilidade a transtornos
afetivos, como o transtorno bipolar (Dawson et al. 1995, Ewald et al. 1998, Morissette
et al. 1999, Degn et al. 2001, Maziade et al. 2001, Curtis et al. 2003, Shink et al. 2005).
Essas sdo as principais caracteristicas que motivam o estudo do P2X7R em transtornos
afetivos, sendo eles a depressdo maior, o0 transtorno bipolar e transtornos de ansieade.
Estas doencas compartilham algumas caracteristicas importantes que talvez seja o ponto
de intersec¢do onde ha a influencia deste receptor, como alteragdes no humor, em
pensamentos e comportamento e importantes prejuizos sociais (Kessler et al. 2003,
Somers et al. 2006). Alguns SNPs do P2X7R possuem particular interesse e foram
bastante estudados, como 0s SNPs que conferem ganho de funcdo ao receptor:
1405A>G (rs2230912) e 1068G>A (rs1718119) (Erhardt et al. 2007, Caseley et al.

2014).

O primeiro estudo neste sentido fora em 2006, uma coorte de 231 pacientes
bipolares e 214 controles que apontou uma associa¢do do polimorfismo 1405A>G em
individuos com transtorno bipolar (Barden et al. 2006). Este mesmo polimorfismo foi
analisado em 1000 pacientes diagnosticados com depressdo maior e 1019 controles e
neste caso, o polimorfismo 1405A>G foi também associado com a depressdo maior
(Lucae et al. 2006). Estas associacdes foram confirmadas posteriormente por um estudo
com 604 pacientes bipolares e 560 controles (McQuillin et al. 2009), seguida de outro
trabalho que avaliou 171 pacientes com depressdo maior e transtorno bipolar e 178
controles (Hejjas et al. 2009). Por outro lado, uma série de estudos posteriores ndo
foram capazes de confirmar os achados anteriores, como um estudo com uma coorte de
687 pacientes bipolares, 1036 pacientes com depressao maior e 1204 controles (Green
et al. 2009), ou ainda outro trabalho com 1445 pacientes bipolares e 2006 controles

(Grigoroiu-Serbanescu et al. 2009). Finalmente, de forma mais recente uma meta
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anélise com 6962 pacientes e 9262 controles provenientes de 13 estudos diferentes
expos uma incongruéncia de dados que ndo permite o estabelecimento de uma
associacéo definitiva do polimorfismo 1405A>G com transtornos de humor (Feng et al.
2014). Neste caso, mais estudos sdo necessarios para esclarecer esta possivel associagdo

ou ainda a analise de novos SNPs que talvez sejam mais promissores.

Neste sentido, o polimorfismo do P2X7R 1513A>C (rs3751143) tem sido
associado de maneira muito promissora a diferentes doencas de cunho inflamatorio
(Caseley et al. 2014), nos atraindo a atencdo. Foi observada uma associacao do
polimorfismo 1513A>C com a diminui¢do do risco de isquemia cardiaca e acidente
vascular cerebral isquémico (Gidlof et al. 2012), assim como com 0 aumento na
susceptibilidade a tuberculose (Wu et al. 2014) e a osteoporose (Ohlendorff et al. 2007).
Até onde temos conhecimento, nenhum estudo até 0 momento avaliou a frequéncia do
polimorfismo 1513A>C no espectro de transtornos afetivos e tampouco no transtorno

bipolar, tornando nosso trabalho o primeiro estudo a explorar esta possibilidade.

De maneira muito interessante, observamos uma diminuicdo estatistica na
frequéncia do alelo 1513C do polimorfismo do P2X7R em 154 pacientes bipolares em
comparagdo a 184 controles, que foi refletida no potencial aumento na frequéncia do
gendtipo 1513AA e 1513AA/AC nos pacientes em relacdo aos controles. Uma vez que
este SNP acarreta a troca do o acido glutdmico por alanina no residuo 496 (Glu496Ala
ou E496A) na cauda carboxi terminal do receptor (Figura 7), modificando a capacidade
de resposta do mesmo (Sanz et al. 2014), no sentido de em [AA] o receptor é normal,
em [AC] 50% da atividade do receptor é diminuida e em [CC] o receptor perde
totalmente a funcdo (Gu et al. 2001, Roger et al. 2010), podemos inferir que 0s N0SS0S

resultados apontam para uma maior atividade do receptor P2X7 nos pacientes em
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relagdo aos controles. Ainda avaliamos a expressdo génica do receptor, 0
imunocontetdo proteico e os niveis circulantes do ativador fisiolégico do mesmo (ATP)
em 22 pacientes bipolares comparados a 18 controles e ndo encontramos nenhuma
diferenca, o que de uma maneira geral reforca os achados genéticos, validando a
comparacdo da resposta do receptor em grupos com equivalente expresséao,

imunocontetdo e disponibilidade de agonista.

Extracellular
domain

Cell
membrane

Intracellular
domain

Glu496Ala

Figura 7. Topologia do P2X7R destacado o polimorfismo 1513A>C (Glu496Ala). (adaptado
de Wiley et al. 2002).

Considerando o que 0 P2X7R é um receptor com baixa afinidade ao ATP (0,1 —
ImM) (Surprenant and North 2009), sua ativagdo comumente se da em situagGes
patoldgicas que geram altos niveis de ATP extracelular, sendo considerado um damage-
associated molecular patterns (DAMP) (Di Virgilio et al. 2009). Interessantemente esta
categoria de moléculas associadas a dano ja foi demonstrada estar aumentada em

pacientes com transtorno bipolar em episodios agudos (Stertz et al. 2015), assim como
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aumento de morte celular ja fora reportada em pacientes bipolares (Fries et al. 2014,
Pfaffenseller et al. 2014), assim como ativacdo microglial (Rao et al. 2010). Tem sido
proposto que o ATP age como um “sinal de dano”, como em quadros inflamatdrios
(Lazarowski et al. 2000), amplificando o sinal de inflamacdo via ativacdo microglial
capaz de levar a morte celular (Takenouchi et al. 2009), também em resposta a trauma
(Nieber et al. 1999), dano celular e infecgdo (Lenertz et al. 2011). Dessa forma néo é
surpreendente a demonstracdo da presenca do polimorfismo do P2X7R 1513A>C
gerando perda de funcdo do receptor como impedidor da liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias durante uma inflamacdo, sugerindo que possuir este polimorfismo de

perda de funcdo do P2X7R é protetivo contra efeitos citotoxicos (Wesselius et al. 2012).

Estes estudos prévios suportam a nossa hipOtese de que 0s pacientes com
transtorno bipolar apresentam uma frequéncia maior da forma mais ativa do receptor
(uma vez que apresentam diminuicdo na frequéncia do alelo 1513C e o potencial
aumento na frequéncia do gendtipo 1513AA e 1513AA/AC em relagdo aos controles), o
que poderia gerar uma resposta de dano maior nos individuos com transtorno bipolar
frente a insultos, como um episodio agudo (capaz de liberar DAMPS), contribuindo para
0 estabelecimento de inflamacdo e morte celular observados no transtorno. Dessa
maneira, um importante achado para o entendimento da fisiopatologia do transtorno
bipolar, assim como um potencial biomarcador de predicdo e diagnéstico da doenca foi

mostrado por nossos resultados.

Baseado nos achados anteriores, procuramos no terceiro capitulo desta tese
(Capitulo 3) explorar a relacdo entre o receptor P2X7 e o transtorno bipolar,
principalmente neste contexto de compreensdo da ativacao do receptor frente a insultos.

Para isso realizamos um modelo animal de mania procurando mimetizar o estado agudo
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da doenca e antagonizamos o P2X7R a fim de avaliar a resposta dos animais em uma
situacdo de insulto frente a modulacéo do receptor, em um estado normalmente ativo e
um estado farmacologicamente bloqueado. Encontramos resultados muito interessantes
que corroboram a hipétese geral de que o P2X7R participa da fisiopatologia do
transtorno bipolar, ainda demonstramos que a ativagdo do P2X7R ndo parece ser um
bom progndstico para individuos com a doenga, sendo que o blogueio farmacoldgico
talvez seja uma alternativa interessante de opcao adjunta ao tratamento farmacoldgico ja

utilizado.

De uma maneira geral, nossos resultados primeiramente corroboraram a sugerida
associacdo entre o P2X7R e o modelo pré-clinico de mania, demonstrado pela
diminuida resposta a anfetamina (AMPH) que os animais com o P2X7R bloqueado
farmacologicamente apresentaram. Assim, nosso estudo estd de acordo com resultados
anteriores que demonstraram que o bloqueio e delecdo do P2X7R interfere
negativamente sobre o estabelecimento do modelo animal de mania (Bhattacharya et al.
2013, Csolle et al. 2013, Gubert et al. 2016). Entretanto, diferentemente de estudos
anteriores, utilizamos uma administracdo cronica de um antagonista ndo seletivo do
receptor P2X7, sempre 30 min antes da injecdo de AMPH, com o intuito de modular o
P2X7R em cada injecdo de estabelecimento do modelo de mania. No estudo anterior do
nosso grupo, embora tenhamos utilizado um antagonista seletivo do receptor, este foi
administrado somente antes da ultima injecdo de AMPH, uma vez que a injecdo era
intracerebroventricular (Gubert et al. 2016), o que ja foi suficiente para reverter a
hiperlocomocdo induzida pela AMPH. Neste caso, pode ser discutido que o
comportamento expressou a modulagdo somente da dltima injecdo de AMPH e ndo de
todo o modelo de mania estabelecido em 7 dias de administragdo, o que procuramos

evitar com o desenho experimental do presente trabalho.
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A fim de enriquecer a andlise comportamental, utilizamos ferramentas do
software utilizado para o campo aberto para realizar algumas subanalises
complementares. Pudemos observar um perfil semelhante ao da distancia percorrida, na
velocidade média total dos animais, onde a AMPH foi capaz de aumentar a velocidade
média e o co-tratamento com Brilliant Blue G (BBG) é capaz de diminuir em relacdo ao
grupo somente AMPH. Por outro lado, a analise de tempo total de imobilidade dos
animais nos demonstrou que a AMPH diminui essa caracteristica e o co-tratamento com
BBG embora tenha aumentado o tempo de imobilidade, ndo foi capaz de reverter
significativamente essa acdo da AMPH. Essas analises comportamentais nos indicam
que a acdo do modulador do P2X7R esteja mais envolvida na movimentacdo do animal
propriamente dita, e antagonizar o P2X7R resulte na diminuicdo da velocidade média
do animal induzida pela AMPH, que refletira mais diretamente sobre a distancia

percorrida observada.

Neste trabalho também demonstramos o0s comportamentos analisados no
decorrer do tempo. A escolha de observacdo dos animais por um periodo total de 60min
foi baseada em estudos anteriores com camundongos (Flaisher-Grinberg and Einat
2010, Flaisher-Grinberg et al. 2010, Hannah-Poquette et al. 2011) embora existam
estudos que analisem tempos menores, como 5 e 10 minutos (Gould et al. 2001, Scotti
et al. 2011). O que pudemos observar plotando em grafico tempos de 10 em 10 minutos,
foi que a analise de 60min parece ser a mais adequada de fato, uma vez que
principalmente no caso da distancia percorrida e velocidade média, nos primeiros 10min
de anélise, por exemplo, ndo houve diferenga entre o grupo co-tratado com AMPH e
BBG e o grupo AMPH, caso tivéssemos adotado essa medida, perderiamos resultados
importantes. Podemos observar também uma espécie de reacdo &8 AMPH em forma de U

invertido, sendo o pico desse padrdo aparentemente em 30min, neste caso, a analise de
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60min nos permite verificar toda a extensdo da acdo da AMPH e melhor visualizar sua
modulagdo, uma vez que o co-tratamento com BBG pareceimpedir esse padrdo. Essa
compilagdo de resultados comportamentais nos ajuda a tracar um padréo
comportamental oriundo do modelo de mania induzido pela administragdo de AMPH
por 7 dias e além de compreender o envolvimento do P2X7R nesses desfechos contribui

de maneira importante para a padroniza¢do do modelo.

Outra analise realizada foi a analise da distancia percorrida nos primeiros 5min
do comportamento de campo aberto, onde ndo foi encontrada nenhuma diferenca
significativa entre os grupos. A interpretacdo deste primeiro momento do animal no
aparato é diferente da distancia percorrida total no final dos 60min que nos indica
locomocdo, neste caso avalia-se a exploracdo do animal ao ambiente novo onde foi
colocado (Li et al. 2010). Ja foi demonstrado previamente em estudos comparativos
entre humanos e camundongos que a AMPH possui uma acdo de aumentar a locomogéo
dos individuos, porém ndo de aumentar a exploracdo dos mesmos (Minassian et al.
2016), corroborando os resultados deste presente trabalho. Neste mesmo sentido, foi
analisada a exploracdo vertical dos animais, chamada de rearing nestes mesmos
primeiros 5min, onde pudemos observar a acdo da AMPH em aumentar este
comportamento, resultado de acordo com estudos anteriores (Macédo et al. 2012), e a
acao do BBG de preveni-lo. Este resultado corrobora a acdo da AMPH sobre a atividade
vertical de animais e sugere ainda uma acao do P2X7R neste comportamento, uma vez

gue quando antagonizado o comportamento ndo é mais observado.

De maneira inovadora ainda este estudo sugere um possivel mecanismo
dopaminérgico para a acdo da modulagdo do P2X7R, uma vez que observamos o

aumento dos niveis do metabdlito de dopamina, a Acido 3,4-di-hidroxifenilacético
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(DOPAC), induzido pelo tratamento com AMPH no hipocampo e a reversdo desse
aumento causado pelo tratamento com o antagonista do P2X7R. Os niveis hipocampais
de DOPAC também se correlacionaram positivamente com a distancia percorrida dos

animais, o que poderia explicar o resultado comportamental observado.

Procuramos melhor compreender a relacédo entre o blogqueio do receptor e a via
dopaminérgica avaliando a expressdo génica da enzima limitante da producdo de
dopamina, a tirosina hidroxilase e o transportador de dopamina DAT no hipocampo dos
animais e acabamos por ndo encontrar nenhuma diferenca significativa. Ja foi
amplamente descrito que o receptor de dopamina D2R interage com diversos receptores,
formando heteroreceptores que acabam por modificar a sinalizacdo dopaminérgica e ser
importante para diversas doencas (Borroto-Escuela and Fuxe 2017). O assunto foi
recentemente revisado e nenhuma mencdo a formacdo de heteroreceptores com o
P2XT7R foi mencionado, por outro lado, é bem estabelecido a interacdo entre 0 D2R e 0
receptor de adenosina A2A, resultando em uma resposta hiperdopaminérgica a partir de
menores niveis de adenosina extracelular, altamente relevante para a fisiopatologia de
transtornos psiquiatricos (Burnstock et al. 2011, Fuxe et al. 2014, Borroto-Escuela
2017). Assim, embora tenhamos demonstrado uma relagédo entre os niveis de DOPAC, o
comportamento e o bloqueio do P2X7R, maiores investigagdes com a finalidade de

entender essa modulacao ainda sdo necessarias.

Também observamos uma interessante acdo da AMPH sobre pardmetros
purinérgicos centrais e periféricos. No hipocampo vimos um aumento na expressao da
enzima predominantemente neuronal ENTPD3, responsavel pela hidrolise do ATP
extracelular (Zimermman, 2000). Entendemos que esta seja uma resposta neuronal de

protecdo, uma vez que a molécula de ATP no meio extracelular pode vir a ser o “sinal
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de dano” capaz de desencadear inflamagdo e morte celular (Adinolfi et al. 2017). J& de
maneira periférica observamos o aumento dos niveis séricos de adenosina frente ao
tratamento com AMPH. Da mesma forma, considerando os beneficios anti-
inflamatorios e neuroprotetores da adenosina (Cekic and Linden 2016), acreditamos que
seja um mecanismo de protecdo para minimizar os efeitos deletérios globais da AMPH
sobre os animais. Este resultado, no entanto, no primeiro momento parece vir de
encontro ao que demonstramos anteriormente no capitulo 1, onde os niveis séricos de
adenosina eram diminuidos em pacientes bipolares em comparacdo a controles,
entretanto acreditamos que a diferenca seja devido ao fato de os pacientes estarem
eutimicos e 0 modelo mimetizar um estado agudo, além da limitacdo intrinseca de
comparacdo linear entre modelo animal e estudo clinico. De qualquer maneira,
pensamos que na situacdo do estudo com pacientes, a diminuicdo nos niveis de
adenosina reflita um traco do transtorno e o aumento que observamos no modelo

animal, uma resposta ao estado agudo.

Com o intuito de ndo somente acrescentar conhecimento a fisiopatologia do
transtorno bipolar, como também sugerir novos alvos farmacoldgicos, procuramos no
Capitulo 4 melhor compreender a acdo neuroprotetora do litio e verificar a possivel
participacdo purinérgica na acbes desse farmaco. Esta estratégia de estudar o
mecanismo de ac¢do do litio se deve ao fato de mesmo este ser parcialmente conhecido
(Won and Kim 2017), o litio ndo somente é o tratamento de primeira escolha para o
transtorno bipolar desde o século 19 como também é a melhor escolha para a profilaxia
de novos episodios (Geddes and Miklowitz 2013) sendo capaz de prevenir ambos 0s
episddios de mania e depressdo (Licht 2012). Por outro lado, é importante salientar que
o litio embora seja o farmaco mais utilizado, ndo possui eficacia completa, sendo menos

efetivo em pacientes com sintomas mistos de mania e depressdo, assim como em
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pacientes com ciclagem rapida (Kusumakar et al. 1997). Possui também uma série de
efeitos colaterais importantes como efeitos deletérios sobre a funcédo renal (Gitlin 1999),
tireoide (Lombardi et al. 1993), metabolismo do célcio e ganho de peso (Ng et al. 2009).
Além dos efeitos colaterais existe um iminente risco de intoxicacdo por litio, que deve
ser cuidadosamente verificada e pacientes costumam fazer exames frequentes
monitorando a niveis maximos de 1,2 mmol/L (Malhi et al. 2011). Todas essas questdes
muitas vezes diminuem a aderéncia ao tratamento, deixando clara a necessidade de
farmacos adjuntos que diminuam os efeitos colaterais ou mesmo novos alvos

terapéuticos que suprimam essas necessidades como um todo.

De qualquer maneira, compreender a via de acdo do litio pode abrir caminhos
para a sugestdo de novos alvos. Até o momento as vias sugeridas de a¢do sao a inibicao
da glicogénio sintase cinase 33 (GSK3p), efeitos sobre fatores neurotroficos,
neurotransmissores, metabolismo oxidativo, apoptose, também acdes sobre sistemas
biol6gicos como ritmos circadianos e eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (Stahl 2013).
Ainda é sugerido modificacdes a nivel celular, incluindo desregulacdo em interacoes
glia-neurénio que poderiam explicar modificagbes neuroanatbmicas observadas nos

pacientes que fazem uso da medicagéo (Ongur et al. 1998).

Interessados nesta area de acdo, procuramos entender a acdo do litio sobre
linhagem celulares provenientes de neurénio (PC12) e microglia (N9), utilizando o ATP
como modelo de insulto. De maneira geral, mostramos que células de diferentes origens
neurais, tanto neuronais quanto microgliais sdo responsivas ao ATP, no sentido de
excitotoxicidade e ativacao, respectivamente. Os resultados apresentados nesse Capitulo
mostraram que o litio modulou a resposta nas células de origem neuronal PC-12

prevenindo a morte celular induzida pelo ATP. Por outro lado, nas células de origem
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microglial N9 o litio ndo foi capaz de prevenir a ativacdo via P2X7R induzida pelo
ATP. Nossos achados acerca da resposta neuronal do litio ao ATP estdo de acordo com
0 que se tem descrito na literatura, na acdo do litio de neuroprotecdo, mediando

mecanismos de plasticidade neural (Benedetti et al. 2011).
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Figura 8. Papel hipotético da inflamacéo e ativacdo microglial na fisiopatologia do TB.
Apobs episddios agudos, 0 excesso de producgdo de citocinas pré-inflamatdras, que excedem a
capacidade de reparo do sistema, mantém a microglia em um estado constantemente ativado. A
consténcia da presenca de TNF-a e IL-1p no meio extracelular causa inibigdo da neurogénese e
dano neuronal. Moléculas associadas a dano/morte neuronal ou a falha no controle de
inflamagéo por sua vez, perpetua a toxicidade sistémica. Da mesma maneira, a CCL11 inibe a
neurogénese e as citocinas liberadas perpetuam a ativacdo microglial, acarretando o
estabelecimento de um ciclo inflamatério (adaptado de Stertz et al. 2013).
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O cérebro é rico em macrofagos residentes, identificados como células microgliais
ou microglia, que sdo ativados principalmente em resposta a dano tecidual e infecc¢oes
cerebrais, sendo 0s primeiros a detectar mudangas criticas a saude e atividade neuronal
(Ferré 1997). As células microgliais participam do sistema imune, produzindo respostas
predominantemente neuroprotetoras ou respostas predominantemente inflamatdrias.
Como ja relatado anteriormente, um estudo (Rao et al. 2010) reportou importantes
marcadores de neuroinflamacéo e excitotoxicidade em cortex pré-frontal post-mortem
de pacientes com transtorno bipolar. O mesmo trabalho também demonstrou a ativacao
de uma cascata de ativagcdo microglial, assim como aumento de marcadores de gliose
(proteina glial fibrilar 4cida (GFAP), iNOS, c-fos e CD11b). Por outro lado, pacientes
que experimentaram um ou mais episddios maniacos/hipomaniacos recentes,
demonstraram um aumento significativo dos niveis de IL-18 no liquido
cefalorraquidiano comparado com pacientes que ndo haviam tido nenhum episodio
recente, 0 que indica uma relacdo entre a presenca de episddios e a ativacdo da cascata
de ativacdo microglial (Lucattelli et al. 2011). Os mecanismos citados acima sugerem
que ha ativacdo microglial no TB (Figura 8), entretanto, sabemos que o papel da
ativacdo microglial no transtorno ainda ndo estd completamente compreendido, sendo

necessarias maiores investigacoes.

Por sua vez, o P2X7R tem sido descrito como um componente essencial da
inducdo de ativacdo microglial (esquematizado na Figura 9). Como o P2X7R é ativado
por concentragdo milimolar de ATP, ele é o receptor mais envolvido com 0s processos
inflamatorios encefalicos (Roszek and Czarnecka 2015). O ATP extracelular, via
P2XT7R, atua como um mediador pro-inflamatorio e de estimulagdo imunologica neste
microambiente. A microglia, que apresenta alta expressdo de P2X7R, aumenta a

producdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-18 e TNF-0) e
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desencadeia a resposta inflamatdria (Suzuki et al. 2004, Bours et al. 2006, Di Virgilio
2007) quando ativada por este purinoreceptor. Consequentemente, a ativacdo microglial
leva a uma liberagcdo de ATP pelos astrécitos, ativando purinoreceptores P2X7, P2Y1
ou P2Y2 e se inicia um quadro de astrogliose, de aumento da proliferacdo celular, de
crescimento excessivo e de hiperplasticidade (Roszek and Czarnecka 2015). Diversos
estudos tém mostrado a correlagdo do transtorno bipolar com a neuroinflamagéo e com
a inflamacao sistémica (Brietzke and Kapczinski 2008, Cunha et al. 2008, Brietzke et al.
2009, Kauer-Sant'Anna et al. 2009), podendo estar atuando, também, por meio dessa via
de sinalizagcdo. Neste contexto, € de suma importancia investigar o envolvimento da
ativacdo microglial no TB e esclarecer se esse envolvimento est4 sujeito a modulagéo

pelo P2X7R.

Certamente mais estudos sd0 necessarios para melhor caracterizar o
envolvimento do sistema purinérgico na resposta celular ao ATP e melhor investigar a
acdo do litio sobre esse insulto, principalmente o envolvimento microglial. Mesmo
assim, nosso trabalho sugere de maneira bastante inovadora uma resposta celular
diferenciada ao litio que pode ndo somente contribuir para o melhor entendimento de
sua via da acdo como também abrir caminhos para um novo alvo terapéutico, no caso
um antagonista do P2X7R, a fim de prevenir a ativacdo microglial associada ao

transtorno.
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Figura 9. Diagrama esquematico da relacdo entre a ativacdo do P2X7R e a ativacdo
microglial no TB. 1) Episodios agudos induzem dano neuronal causando a liberacdo de
moléculas associadas a danos (DAMPSs), como o ATP. 2) A liberacdo de ATP, em ultima
instancia, é capaz de converter as células microgliais ao redor de sua forma quiescente a sua
forma ativada via ativacdo do P2X7R. 3) Uma vez ativada, células microgliais induzem a
proliferacdo e o recrutamento de outras células microgliais atraves da liberacdo de quimiocinas.
4) Este pool de microglias ativadas liberam citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, TNF-a) e outras
substancias bioativas como espécies reativas de oxigénio e proteases, induzindo dano neuronal.
5) Portanto, na presenca continua de ATP, ativacdo microglial e o excesso de citocinas pré-
inflamatdrias estabelecem um ciclo de neuroinflamacdo e excitotoxicidade via ativacdo do
P2X7R (adaptado de Gubert et al. 2013).
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Concluséao

Nesta tese, avaliamos metabdlitos do sistema purinérgico em soro de pacientes e
individuos controles, correlacionando com dados clinicos. Avaliamos a frequéncia do
polimorfismo do P2X7R 1513A>C em pacientes e individuos controles. Realizamos um
modelo animal farmacoldgico de mania e investigamos o envolvimento do receptor
purinérgico P2X7 neste modelo e por ultimo buscamos melhor compreender a acao
neuroprotetora do litio e verificar a participacdo purinérgica nesses mecanismos. N0ssos
resultados primeiramente nos mostraram uma diminuicdo nos niveis de adenosina em
pacientes em comparacdo a controles e uma importante correlacdo inversa entre 0s
niveis de adenosina e a piora dos sintomas. Demonstramos ainda que pacientes com
transtorno bipolar apresentam diminuicdo na frequéncia do alelo 1513C e o potencial
aumento na frequéncia do genotipo 1513AA e 1513AA/AC em relacdo aos controles
configurando um pior prognostico de aumento da forma mais ativa do receptor.
Também mostramos que o P2X7R possui um papel importante no estabelecimento do
modelo de mania, modulando principalmente a via dopaminérgica que € refletida na
mudanca comportamental observada pelo modelo e por ultimo, mostramos que o litio
foi capaz de prevenir a resposta de insulto nas células neuronais e nao foi capaz de
prevenir a ativacdo mediada pelo P2X7R em células microgliais, indicando uma
resposta celular diferenciada. Podemos concluir que de maneira translacional
conseguimos demonstrar a participacdo do sistema purinérgico na fisiopatologia do
transtorno bipolar, sugerindo ainda um possivel biomarcador tanto para diagnostico
como para progressao da doenca, 0s niveis séricos de adenosina, e ainda um potencial
biomarcador genetico de predi¢do e diagnostico da doenca, o polimorfismo do P2X7R
1513A>C, assim como contribuimos para o entendimento do mecanismo de agdo do

litio e definimos um potencial novo alvo terapéutico para o transtorno, o receptor P2X7.
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Perspectivas

= Caracterizar o uso de niveis séricos de adenosina como biomarcador de
diagnédstico e progressdao do transtorno bipolar, reproduzindo os resultados
encontrados em diferentes populagdes, acrecentando pacientes em episodios

agudos e drug-free.

= Confirmar a sugestdo do polimorfismo do P2X7R 1513A>C como biomarcador
de predicéo e diagndstico do transtorno bipolar ampliando o nimero amostral da
populacdo. De maneira complementar, realizar analises de atividade do P2X7R
em amostras de pacientes versus controles saudaveis a fim de determinar a
hipdtese de que pacientes com transtorno bipolar possuem a forma mais ativa do

receptor P2X7R.

= Investigar diretamente a relacdo entre a via dopaminérgica-P2X7R-modelo pré-
clinico de mania com o intuito de melhor compreender os resultados mrostados
de que o bloquei farmacoldgico do P2X7R gera resultados positivos e diretos

sobre 0 comportamento.

= Avaliar se ha ativacdo microglial induzida pelo modelo pré-clinico de mania e

verificar a participacdo do P2X7R.

= Seguir os experimentos celulares com linhagens priméarias para melhor
compreender a diferenciacdo celular neuronal e microglial na resposta ao litio
frente a insulto e verificar o bolqueio farmacolégico do P2X7R como potencial

modulador adjunto ao tratamento com litio.
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