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RESUMO

Esta tese investiga os efeitos do tratamento com litio e metilfenidato sobre
pardmetros comportamentais e bioquimicos, e possiveis mecanismos associados ao
ganho de peso induzido pelo tratamento com litio. Ratos Wistar foram alimentados
com rag¢do contendo litio (um protocolo que leva a litemia entre 0,6 e 1,2mEq/L) e
receberam administracdes intraperitoneais de metilfenidato na dose de 5Smg/Kg.
Observou-se um efeito do metilfenidato aumentando a atividade locomotora e as
reacdes de orientacdo na tarefa do campo aberto, e reduzindo o tempo de imobilidade
na tarefa do nado for¢cado, o que ndo foi influenciado pelo tratamento com litio.
Quando as duas substancias foram administradas concomitantemente, observou-se um
aumento no tempo gasto na area central do campo aberto. Nao houve efeito
significativo sobre medidas de estresse oxidativo. Observou-se um efeito do litio
aumentando as expressdes de prazer em resposta a estimulacdo gustativa com sabor
doce, aumentando o consumo de alimento doce e de racdo normal e reduzindo a
massa de tecido adiposo marrom abdominal. O tratamento com metilfenidato reduziu
o efeito do litio sobre o tecido adiposo. Conclui-se que a hiperatividade induzida por
metilfenidato ndo apresenta validade preditiva como modelo de mania, que a
administracdo conjunta de litio e metilfenidato pode ter efeito ansiolitico na clinica,
que um efeito neurotdxico do metilfenidato e neuroprotetor do litio ndo podem ser
demonstrados com o protocolo utilizado. Além disso, uma maior sensibilidade a
estimulos gustativos hedonicos, levando a maior ingestdo alimentar de alimentos

hipercaloricos pode estar envolvida no ganho de peso com tratamento com litio.
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ABSTRACT

These studies were undertaken to investigate the effects of treatment with
methylphenidate and lithium on behavioral and biochemical parameters, and possible
mechanisms associated with lithium-induced weight gain. Male Wistar rats were fed
with a lithium containing diet (a protocol that leads to serum levels between 0.6 and
1.2 mEqg/L) and received intraperitoneal administration of methylphenidate at a dose
of 5mg/kg. Methylphenidate treatment increased locomotor activity and rearings in
the open field, and reduced the immobility time in the forced swimming task,
whithout influence of lithium treatment. When the two substances were administered
concomitantly, there was an increase in time spent in the central area of open field.
There was no significant effect on measures of oxidative stress. We observed an
effect of lithium increasing the expressions of pleasure in response to sweet taste,
increasing the consumption of sweet food and normal food and reducing the
abdominal brown adipose tissue. Methylphenidate treatment reduced the effect of
lithium on adipose tissue. We conclude that hyperactivity induced by methylphenidate
has no predictive validity as a model of mania, combined administration of lithium
and methylphenidate may have anxiolytic effects, and neurotoxicity with
methylphenidate and neuroprotection with lithium cannot be demonstrated with the
protocol used. An increased sensitivity to gustatory hedonic stimuli, leading to

increased food intake, may be involved in weight gain with lithium treatment.
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INTRODUCAO



1.1. LITIO!

1.1.1. HISTORICO

O litio ¢ um elemento quimico, o primeiro elemento sélido da tabela periddica,
pertencente a familia 1A, de numero atomico 3, encontrado na natureza na forma de
dois isotopos estaveis — °Li e 'Li. Este tltimo constitui aproximadamente 93% do litio
natural. Foi descoberto pelo quimico sueco Johan August Arfwedson em 1817, a
partir da andlise do mineral petalita. O nome litio deriva de “lithos”, palavra grega
para “pedra”, e foi cunhado por Jons Jacob Berzelius, chefe do laboratdrio em que
Arfwedson trabalhava. O cirurgido escocés Alexaner Ure introduziu os sais de litio na
pratica médica, propondo seu uso no tratamento da litiase vesical. Na segunda metade
do século XIX acreditava-se que a “didtese do acido urico” estaria envolvida em uma
série de condig¢des clinicas, incluindo mania e depressdo — e acredita-se que o médico
dinamarqués Carl Georg Lange tenha sido o primeiro profissional a usar sais de litio
no manejo de sintomas afetivos. No final do século XIX e inicio do século XX o litio
tornou-se bastante popular, sendo utilizado em uma série de remédios populares, e
estando presente (em concentragdes muito baixas) na composi¢cdo de algumas aguas
minerais (Jeferson e Greist, 2005; Freeman et al., 2004; Marmol, 2008).

Em 1948 comecou a ser comercializada nos Estados Unidos uma solu¢do contendo
cloreto de litio a 25% como uma possivel substituta do sal de cozinha em pacientes
hipertensos. No ano seguinte relatos de grave intoxicagdo por litio e morte levaram a
sua retirada do mercado americano. Na mesma época o psiquiatra australiano John
Frederick Joseph Cade pesquisava o uso de litio no tratamento de estados afetivos
patologicos — e em 1949 apresentava o resultado exitoso do tratamento com litio de
10 pacientes maniacos hospitalizados (Cade, 1949). Nas décadas de 50 e posteriores
Mogens Schou conduziu estudos mais extensos e criteriosos sobre os efeitos do
tratamento com litio (Shou et al., 1954; Baastrup e Schou, 1967; Shou et al., 1973), e
desde entdo extensa bibliografia vem sendo produzida sobre o uso do litio no manejo

do transtorno de humor bipolar (THB).

"A introdugdo desta tese foi elaborada a partir de pesquisa no banco de dados PubMed, utilizando
como palavras-chave os subtitulos de cada sess@o entre outros termos, dando preferéncia a artigos de
revisdo e atencdo especial a artigos historicos. Utilizaram-se também artigos e livros-texto
recomendados pelas orientadora e co-orientadora deste trabalho.



Estudos duplo-cegos e randomizados t€ém confirmado a eficacia do litio na mania
aguda (Rosenbaum et al., 2005) e na profilaxia de sintomas maniacos, depressivos e
ansiosos no transtorno bipolar (Davis et al., 1999; Geddes et al., 2004). Ha forte
evidéncia de que, entre todos estabilizadores do humor, o litio seja a primeira escolha
no tratamento de manutencdo em pacientes bipolares (Coryell, 2009).

Além disso, o fato de o litio ser um elemento encontrado na natureza — sobre o
qual a industria farmacéutica nao pode, portanto, reclamar patente — faz com que seja
um tratamento extremamente barato comparado a muitos dos farmacos disponiveis
para o manejo dos transtornos neuropsiquiatricos. O carbonato de litio faz parte da

lista de medicamentos considerados essenciais pelo Ministério da Saude (RENAME).

1.1.2. MECANISMOS DE ACAO

Existem numerosos efeitos moleculares descritos para o litio. Este elemento
encontra-se em pequenas quantidades no organismo dos animais (nos humanos a
quantidade normal de litio no plasma oscila entre 0,1 ¢ 0,2 mEq/L). Dotado de carga,
possivelmente interfere fisiologicamente em fendmenos em membranas, crusciais nos
processos de comunicagdo celular. Além disso, dado seu pequeno tamanho, transita
facilmente através das células, podendo participar de processos citoplasmaticos, em
especial os relacionados a transducdo de sinais intracelulares.

Além das possiveis (e ainda ndo bem compreendidas) agdes do litio normalmente
presente nos organismos, quando administrado via exdgena, levando a niveis séricos
superiores a 0,6mEq/L, este ion interfere com uma série de fendmenos bioquimicos.
Diversas dessas agdes t€m sido propostas como possiveis explicagdes para seus
efeitos estabilizadores do humor. Entre os alvos moleculares descritos encontram-se
diversos sistemas de neurotransmissao, em varios niveis — fenomenos de membrana,
concentragdo de substancias na fenda sinéptica, sistemas de segundos-mensageiros e

expressao génica. Numa visdo panoramica, sabe-se que o litio:

* Transita para o interior da célula, tanto as custas de adenosita trifosfato (ATP),
usando a bomba Na'/K" para isso, ou usando a energia da diferenca de concentragio,
através do sistema de trocas Na'/Ca'". Foi demonstrado também que o influxo pode

se dar por canais de sodio voltagem-dependentes, quando no seu estado ativo, o que



leva a um maior influxo de ions litio quando a célula estd ativa (na mania,
hipoteticamente) e um menor influxo na eutimia (talvez isso explique porque os
niveis séricos de litio sejam mais altos quando um paciente em litioterapia esta
eutimico, em comparagdo com os periodos sintomaticos da doenga). Como
consequeéncia, o litio interfere no transporte e no gradiente de ions transmembrana: o
influxo de litio parece contribuir para a deplecdo de Na' intracelular em células
eletricamente ativadas, numa propor¢do de 1 para 1, e para a normalizacdo da
concentragdo de Ca'" intracelular, que se encontra elevada em pacientes bipolares.
Parece ainda exercer um efeito sobre a bomba Na'/K', alguns estudos demonstrando
um efeito inibitdrio, outros excitatério (Shaw, 1966; Dubovsky et al., 1992; Lenox e

Manji, 1998; Marmol, 2008);

* Foi demonstrado uma influéncia do litio sobre praticamente todos sistemas de
neurotransmissdo. Como a concentracdo de neurotransmissores e peptideos na fenda
sinaptica ¢ dependente dos processos de sintese, liberacdo, recaptagdo e degradacao, e
como vem sendo demonstrada uma acao direta do litio sobre alguns desses processos,
pode-se compreender eventuais modificacdes nas concentracdes de espécies quimicas
na fenda como uma consequéncia de a¢des primarias em outros estagios do processo.
Assim, em termos gerais, acredita-se que o litio aumente a relagdo
acetilcolina/dopamina, eleve a concentracio de serotonina na fenda sindptica
(aparentemente por inibi¢do de auto-receptores somaticos SHT ;4 e dendriticos SHT)p)
e aumente a relacdo 4cido gama aminobutirico (GABA)/glutamato (em termos mais
especificos: agudamente iniba a recaptag¢do de glutamato e cronicamente supra-regule
essa recaptagdo) (Dunigan e Shamoo, 1995; Lenox e Manji, 1998; Jope, 1999;
Shaldubina et al., 2001);

* Interfere no sistema do fosfoinositol, inibindo a ativacdo da proteina-G,, da
proteina cinase C (PKC), inibindo a liberagdo de célcio do reticulo endoplasmatico
pelo inositol-trifosfato (IP3) e inibindo a enzima inositol-monofosfatase (Jope, 1999;

Marmol, 2008);

* Interfere no sistema do AMP ciclico, estimulando a conformagdo inativa

(heterotrimérica) das proteinas Gj e Gs, 0 que resulta numa acao bimodal: inibi¢do da



adenilatociclase em situagdes de estimulacdo excessiva e estimulagdo da mesma

enzima em situagdes basais (Jope, 1999; Harwood e Agam, 2003);

* Interfere no sistema do acido araquiddnico, reduzindo em 80% o turnover desta
molécula e reduzindo tanto a expressdo génica como a sintese protéica de uma
fosfolipase A, especifica para o acido araquidonico (cPLA;) e da ciclooxigenase 2

(COX-2) (Chang et al., 1996; Bosetti et al., 2002; Rao e Rapoport, 2009);

* Interfere na expressdo de determinados genes modulando a acdo de fatores de
transcrigdo como proteina ativadora 1 (AP-1), NF-kappa-B (NF-kB) e elemento
responsivo a AMP ciclico (CRE) (Jope, 1999; Harwood e Agam, 2003);

* Possui acdo inibitdria sobre a proteina glicogénio-sintase-cinase-33 (GSK-3p),
envolvida na resposta celular a insulina e em uma série de processos relacionados ao
crescimento e estrutura celulares, incluindo a fosforilacdo de proteinas associadas a
microtibulos (MAPs), como tau e MAP-1B, da proteina -catenina e de fatores de

transcri¢do (Jope, 1999; Wada, 2009).

Em termos farmacocinéticos, o litio talvez seja o farmaco psicoativo com o modelo
menos complicado de distribuicdo e eliminag¢do, pois ndo sofre transformagdo
hepatica, ndo se liga substancialmente a proteinas plasmaticas e ndo apresenta

substancial excrecao hepatica (Swartz e Wilcox, 1984).

1.1.3. LITIO E COMPORTAMENTO ANIMAL

Ao longo dos anos, diversas tarefas comportamentais tém sido utilizadas no estudo
dos mecanismos terapéuticos do litio. Uma revisdo de O’Donnell e Gould (2007),
aborda extensivamente os resultados obtidos com a administragao de litio a roedores
em diversas tarefas comportamentais. Um dos modelos em que mais frequentemente
as agodes do litio sdo estudadas requer a inducdo de hiperatividade por uma droga
psicoestimulante, em especial anfetamina (AMPH). Nesse paradigma, ¢ consistente a

acdo do litio no sentido de atenuar a hiperatividade induzida por anfetamina, o que ¢é



considerado um equivalemente, em termos de comportamento animal, as suas

propriedades anti-maniacas em humanos (Cox et al., 1971; Berggren et al., 1978).

Os estudos relacionados a atividade locomotora geralmente envolvem o paradigma
do campo aberto, em que o animal ¢ exposto a um ambiente novo e sua
movimentagdo, tanto horizontal como vertical, ¢ mensurada. Neste teste, geralmente
se considera que a movimentagdo horizontal nos primeiros 10 a 30 minutos, assim
como a movimentagao vertical (rearings), sio uma medida da atividade exploratoria
do animal. Quando expostos ao aparato por mais tempo, ou quando houve uma
habituacdo prévia, tais medidas relacionam-se a atividade locomotora inespecifica
(O’Donnell e Gould, 2007). A maioria dos estudos envolvendo litio ¢ a tarefa do
campo aberto demonstra que a administragdo cronica de litio ndo interfere na
locomogdo. Contudo, o comportamento exploratério, medido através dos rearings, ou
da locomoc¢ao nos primeiros minutos apds exposi¢do ao novo ambiente, costuma ser
reduzido pelo tratamento com litio (Smith, 1975, Gray et al., 1976, Cappeliez, 1986,
O’Donnell e Gould, 2007).

O teste do nado forcado foi introduzido pelo grupo de Porsolt na década de 70
(Porsolt et al., 1977) como um possivel modelo animal de comportamento depressivo,
e esta entre os testes mais usados como preditores de efeitos antidepressivos de
substancias. Neste teste o animal (rato ou camundongo) ¢ colocado em um cilindro
com agua. Nos primeiros instantes, o animal apresenta intensa atividade, mas logo
apos surgem periodos de imobilidade, nos quais se realizam apenas discretos
movimentos para manter a cabega fora da dgua. Varios medicamentos antidepressivos
reduzem o tempo de imobilidade neste modelo. Estudos envolvendo litio e a tarefa do
nado for¢cado demonstram, de um modo geral, um efeito do litio reduzindo o tempo de
imobilidade, o que ¢ coerente com o efeito antidepressivo encontrado em pacientes
(Eroglu e Hizal, 1987; O’Brien et al., 2004; Shaldubina et al., 2006; Cryns et al.,
2007).

Uma tarefa frequentemente utilizada para avaliagdo de comportamentos
relacionados a ansiedade € a do labirinto em cruz elevado (LCE) (Pellow et al., 1985),
em que duas plataformas ou bracos, um fechado (com “paredes”) e outro aberto, se
cruzam em um angulo de 90° ¢ ficam a uma altura de aproximadamente 1 metro do
chdo. O animal ¢ colocado no ponto de cruzamento entre elas com a cabega voltada

para um dos bragos fechados e o seu comportamento ¢ avaliado por um periodo de 5



minutos. Neste paradigma, o niimero total de entradas em cada braco pode ser
compreendido como uma medida da atividade locomotora e exploratéria e — o
principal em relacdo ao LCE — postula-se que a preferéncia do animal pelo brago
aberto (aferida tanto pelo numero total de entradas neste, tempo transcorrido neste e
proporc¢do de tempo neste em relagdo ao braco fechado) relaciona-se inversamente a
ansiedade do animal (Hogg, 1996). Até onde ¢é de nosso conhecimento,
comparativamente aos estudos de atividade locomotora e estudos envolvendo a tarefa
de nado for¢ado, h4 menos estudos avaliando os efeitos do litio sobre a ansiedade no
LCE, e os resultados existentes sdo controversos. Ha estudos demonstrando que o litio
isoladamente ndo interfere no desempenho do LCE (Wood et al., 2004), embora
atenue a hiperatividade induzida por alguns tipos de lesdo encefélica (Yan et al.,
2007). Além disso, foi demonstrado que o litio pode atenuar a hiperatividade e reduzir
o tempo gasto nos bracos abertos em animais manipulados geneticamente (Yuskaitis
et al., 2010). Em estudos de nosso grupo o tratamento com litio aumentou o tempo
proporcional nos bragos abertos e o nimero de entradas nos bragos abertos em ratos
machos (De Vasconcellos, 2005), e reduziu o nimero total de entradas em ambos
bragcos em fémeas (Oliveira, 2006). Por outro lado, foi descrito que a administragdo de
litio a ratos em desenvolvimento pode aumentar a expressdo de ansiedade até seis

semanas apos a interrupgao do tratamento (Youngs et al., 2006).

Em estudos in vivo um método frequente de administracdo de litio ¢ a via
parenteral. Tal procedimento, embora seja relativamente simples, possui alguns
inconvenientes como o estresse € a possivel dor relacionados a manipulacdo dos
animais, o risco de infec¢des, o custo dos materiais e caracteristicas farmacocinéticas
distintas da administragdo V.O. (Wood et al., 1986). Foi demonstrado que a
administracdo intraperitoneal aguda leva a altos niveis séricos, que caem
subsequentemente, e a niveis cerebrais baixos, que subsequentemente aumentam
(O’Donnell e Gould, 2007).

Na década de 90 Rocha e Rodnight desenvolveram um método de administragao
de litio na propria racdo dos animais de laboratorio. Tal método ndo possui os
inconvenientes mencionados acima e leva a niveis séricos entre 0,6 ¢ 1,2 mEq/L — a
faixa considerada terapéutica em humanos. Utilizando este método foi demonstrado
um efeito do litio em aumentar marcadores imunologicos astrocitarios (Rocha e

Rodnight, 1994), modificar a morfologia glial em hipocampo de ratos (Rocha et al.,



1998), aumentar a atividade da via das ecto-nucleotidases em sinaptosomas
hipocampais (Wilot et al., 2004) e proteger contra a morte celular induzida por ATP
(Wilot et al.,, 2007). Este método também vem sendo utilizado na pesquisa da
interacdo entre os efeitos do litio e do estresse em animais. Nesse sentido, foi
demonstrado um efeito protetor do litio contra o estresse em uma tarefa de memoria
espacial (Vasconcellos et al., 2003; de Vasconcellos et al., 2005) e em medidas de

atividade da Na/K-ATPase (de Vasconcellos et al., 2005).

1.1.4. LITIO E NEUROPROTECAO

Um promissor campo de estudo que vem crescendo hd mais de quinze anos diz
respeito a utilidade do litio como agente neuroprotetor. Isso foi demonstrado em
estudos comportamentais (Pascual e Gonzales, 1995; Vasconcellos et al., 2003;
Castro et al., 2009), morfologicos (Moore et al., 2000; Chen et al., 2000) e
bioquimicos (Nonaka et al., 1998; Chen et al., 2003; Chen e Chuang, 1999; Wei et al.,
2001; De Sarno et al., 2002; Zhou et al., 2005).

O primeiro estudo nesse sentido utilizou um modelo de lesdio do sistema
colinérgico através da administra¢do intracerebral de 4cido iboténico, e demonstrou
que a administracdo intraperitonial de litio por nove dias reduziu os déficits na
deambulagdo, na tarefa de esquiva e na atividade da colina acetiltransferase
observados com o modelo (Pascual ¢ Gonzales, 1995). Posteriormente, demonstrou-se
que a administracdo cronica de litio atenua os déficits na memoria de referéncia na
tarefa do labirinto aquatico de Morris, induzidos por um protocolo de estresse cronico
variado (Vasconcellos et al., 2003).

Em cultura de neur6nios cerebelares demonstrou-se que a apoptose induzida por
glutamato ¢ marcantemente reduzida com a exposicao das células a uma concentragao
de litio na faixa terapéutica por 6 a 7 dias. Tal efeito protetor parece relacionado a
uma inibicdo das correntes de Ca™ mediadas por receptores NMDA (Nonaka et al.,
1998). Em coeréncia com tais resultados, um estudo envolvendo cultura de células
hipocampais observou que tanto litio quanto acido valprdico preveniam a morte
celular induzida pela presenca de ATP extracelular em concentragdes citotoxicas
(Wilot et al., 2007).

Diversos trabalhos evidenciam o efeito protetor do litio contra determinados

insultos, como por exemplo: isquemia (Cimarosti et al., 2001; Ren et al., 2003);



neurotoxidade glutamatérgica (Nonaka et al., 1998); estresse oxidativo (Shao et al.,
2005; De Vasconcellos et al., 2006); chumbo (Yang et al., 2004), beta-bulgarotoxina
(Tseng e Lin-Shiau, 2002), acido quinolinico (Wei et al., 2001), acido iboténico
(Arendt et al., 1999), B-amiloide (Alvarez et al., 1999), N-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) (Youdim e Arraf, 2004) entre outros, e propde-se que
diversos alvos bioquimicos do litio estejam envolvidos, em maior ou menor grau,
neste efeito (Manji et al., 1999).

Até o momento existem poucos estudos clinicos sobre o assunto, e alguns
resultados fazem reforcar o interesse por este campo de pesquisa. Por exemplo, em
um estudo com pacientes bipolares em episddio depressivo utilizando ressondncia
magnética de cranio foi encontrado um efeito do tratamento com litio por 4 semanas
de aumentar o volume total de substancia cinzenta, o que foi relacionado a
neuroprote¢do (Moore et al., 2000). Em um ensaio clinico recente com humanos
portadores de esclerose lateral amiotrofica, pacientes recebendo litio por 15 meses
ndo exibiram deterioragdo clinica significativa, a diferenga do grupo controle, em que

a esperada progressao da patologia se fez presente (Fornai et al., 2008).

1.1.5. LITIO E GANHO DE PESO

Embora ganho de peso seja um efeito bem conhecido e muitas vezes limitante do
tratamento com litio (Lenox e Manji, 1998; Garland et al., 1988), pouco se
compreende sobre os mecanismos bioquimicos envolvidos. Foi sugerido um efeito
sobre o metabolismo dos carboidratos (Mellerup et al., 1983), sobre os ritmos
circadianos (inversdo do hébito alimentar do periodo escuro para claro em animais
noturnos) (Reghunandanan et al., 1989), além de um efeito sobre os niveis de leptina
(Atmaca et al., 2002) e de fator de necrose tumoral-o (TNF-o) (Himmerich et al.,
2005) — contudo ndo existe consenso sobre como se da o ganho de peso induzido pelo
litio (Lenox e Manji, 1998). Curiosamente, existe pouca informagdo na literatura a
respeito da influéncia do tratamento com litio sobre o consumo de alimentos — em
especial de alimentos palataveis ou ricos em calorias — possivelmente por dificuldades
de mensurar de forma confidvel a ingestdo alimentar por longos periodos. Em um
pequeno estudo envolvendo 5 voluntarios em litioterapia com niveis séricos entre 0,5
e 0,8 mmol/L, foi demonstrado um discreto aumento no consumo em uma refeigao

especifica, embora os individuos tratados ndo tenham experimentado aumento de peso



(Chen et al., 1992). Em nosso laboratério encontramos um efeito substancial do litio
de aumentar o consumo de alimentos doces em ratas submetidas a um modelo de
estresse cronico variado, bem como de reduzir o periodo de laténcia para inicio de
consumo deste alimento, sem aumentar o peso destes animais (Oliveira, 2006). Na
perspectiva de que a ingestdo de alimentos ¢ um comportamento naturalmente
refor¢ado (Berridge e Kringelbach, 2008), e de que alimentos possuem, portanto,
propriedades hedonicas, ¢ possivel sugerir que uma eventual interferéncia sobre o
sistema de recompensa, envolvido na reatividade afetiva a estimulos (Berridge e
Robinson, 1998) contribuiria para o consumo aumentado, pelo menos de
determinados tipos de alimentos. Uma tarefa comportamental que vem sendo utilizada
para o estudo da reatividade afetiva em animais ¢ a observacdo de expressoes faciais
apos a administragdo intraoral de liquidos com sabores determinados (Grill e Norgren,
1978; Steiner et al., 2001; Jarret et al., 2005).

Outro possivel mecanismo para o ganho de peso induzido por litio, até onde ¢ de
nosso conhecimento ainda nio estudado, relaciona-se a um efeito sobre os tecidos
adiposos marrom e branco. Em mamiferos, tais tecidos estdo localizados em
diferentes regides do corpo e possuem fungdes distintas e complementares: enquanto
o tecido branco mobiliza reservas lipidicas em resposta a demandas metabdlicas entre
refeicdes, o tecido marrom libera a energia acumulada na forma de calor e ha
evidéncias de que o tecido branco esteja sob regulacdo do tecido marrom (Hansen e
Kristiansen, 2006). Foi demonstrado em culturas celulares um efeito da administracao
de litio na diferenciacdo de ambos os tipos de gordura (Aratani et al., 1987; Rodrigues

de la Concepcion et al., 2005).

1.2. ANFETAMINA E DERIVADOS ANFETAMINICOS

Em 1937 foi publicado o primeiro relato dos efeitos benéficos de psicoestimulantes
sobre criangas apresentando o que, posteriormente, veio a ser chamado Transtorno de
Déficit de Atengdo com Hiperatividade (TDAH) (Bradley, 1937). Atualmente, esta é
uma entidade nosoldgica bem reconhecida, com alta prevaléncia (algumas estimativas
chegam a 10% da popula¢do) (Michanie et al., 2007), cujo tratamento farmacoldgico
consiste essencialmente de psicoestimulantes. Embora ndo sejam utilizadas no Brasil,
AMPH e metanfetamina compdem o arsenal terapéutico do TDAH na Europa e nos

EUA. Contudo, essas substancias tém importante potencial de abuso e ha uma série de
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relatos sugerindo que possuam propriedades neurotoxicas. Por exemplo, a
administracdo cronica de anfetamina leva a uma reducdo na quantidade de dopamina
estriatal, bem como de seus metabolitos acido diidroxi-fenilacético (DOPAC) e acido
homovanilico (HVA), o que se acompanha de alteragdes estruturais, incluindo
degeneracdo axonal, em varias regides corticais, incluindo o caudado e o cortex
somatossensorial (Advokat, 2007). Entre os mecanismos moleculares propostos para
justificar estes fendmenos encontram-se a formagdo aumentada de espécies reativas
de oxigénio (Wan et al., 2000; D’ Almeida et al., 1995).

Como citado anteriormente, a AMPH ¢ bastante utilizada em pesquisa basica por
seu potencial de induzir hiperatividade em animais, a qual ¢ contrabalancada pela
administracdo de estabilizadores do humor. Estudos envolvendo AMPH e
estabilizadores do humor oferecem informagdes relevantes na compreensdo da
fisiopatologia do transtorno bipolar (entre outros) e permitem um percuso racional no

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (O’Donnel & Gould, 2007).

1.3. METILFENIDATO

Metilfenidato (MPH) ¢ um psicoestimulante extensivamente usado no tratamento
do TDAH. No Brasil ¢ a droga de primeira escolha neste transtorno e a efetividade do
tratamento com MPH chega a 70% de acordo com algumas estimativas. O mecanismo
de agdo do MPH assemelha-se, em alguns aspectos, ao das anfetaminas, uma vez que
age nos transportadores citoplasmaticos de monoaminas, em especial dopamina e
noradrenalina, aumentando a concentra¢do destas na fenda sinaptica, a semelhanca
das anfetaminas (Yu et al., 2000; Gerasimov et al., 2000; Easton et al., 2007). Além
disso, quando admistrado em concentragcdes superiores a 2,5mg/Kg a animais ele
induz hiperatividade, possivelmente por ativagdo da via dopaminérgica nigroestriatal
— portanto compartilhando algumas propriedades comportamentais com a anfetamina.

Contudo, apesar de seu difundido uso clinico, até onde ¢ de nosso conhecimento,
ndo existem estudos avaliando a seguranca da administragdo de MPH a longo prazo.
Assim como as anfetaminas, MPH pode ser utilizado como droga de abuso, em
especial através das vias inalatéria e endovenosa. Tendo em vista 0 mecanismo de
acdo semelhante as anfetaminas e a toxicidade descrita com aquelas drogas, ¢
relevante discutir questdes relacionadas a seguranga do MPH. Estudos recentes,

coerentemente com isso, mostram o potencial do MPH de induzir estresse oxidativo e
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dano no DNA (Martins et al., 2006; Andreazza et al., 2007). Em estudos com ratos
jovens, a administracdo de MPH foi capaz de modelar sintomas depressivos (Carlezon
et al., 2003) e inibir a neurogénese hipocampal (Lagace et al., 2006) na vida adulta.
Por outro lado, visto que MPH induz hiperatividade em animais, e dada a
dificuldade no Brasil de se obter anfetaminas via importacdo, justifica-se estuda-lo
como um possivel modelo de mania, & semelhanca do que é bem descrito com as
AMPH. Uma razao adicional para isso ¢ o fato de que com a amplia¢do do conceito
de Espectro Bipolar, e com o maior conhecimento epidemiolédgico e fenomenologico
a respeito do TDAH, mais pessoas vém sendo diagnosticadas e, inclusive, situagdes
de comorbidade Transtorno Bipolar — TDAH vém se tornando comuns na clinica.
Consequentemente, ¢ previsto que o uso em associagdo de estabilizadores de humor

com MPH torne-se mais freqliente.

Em fungcdo do acima exposto, partindo da linha de pesquisa “litio e
neuroprote¢do”, este trabalho de doutorado ramifica-se em dois bragos principais: um
deles aborda aspectos comportamentais e bioquimicos da interagdo litio x
metilfenidato; o segundo estuda possiveis mecanismos que, indiretamente, possam
contribuir para o ganho de peso induzido por litio. Buscamos responder as seguintes

perguntas:

[1] hiperatividade induzida por MPH pode ser considerada um modelo de mania ?

[2] existem interacdes significativas entre os efeitos do MPH e do litio em tarefas
comportamentais relacionadas a ansiedade e depressao?

[3] a administracdo de MPH ¢ capaz de causar dano neural passivel de prevencao
com a administracao de litio?

[4] a administracdo de litio ¢ capaz de influenciar a sensibilidade a estimulos
heddnicos?

[5] a administragdo de litio é capaz de influenciar o consumo de alimento de um
modo sustentado?

[6] existe um efeito diferenciado do litio sobre diferentes tecidos adiposos?

12
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OBJETIVOS



2.1. GERAIS

Avaliar se o tratamento com litio tem efeito protetor contra possiveis efeitos
neurotoxicos do tratamento com metilfenidato. Identificar possiveis mecanismos para

o ganho de peso induzido pelo tratamento com litio.

2.2. ESPECIFICOS

COMPORTAMENTAIS

[1] Estudar os efeitos do tratamento com litio e metilfenidato na tarefa do campo

aberto.

[2] Estudar os efeitos do tratamento com litio e metilfenidato na tarefa do labirinto

em cruz elevado.

[3] Estudar os efeitos do tratamento com litio ¢ metilfenidato na tarefa do nado

forcado.

[4] Estudar os efeitos do tratamento com litio sobre reagdes afetivas a um alimento

palatavel.

[5] Estudar os efeitos do tratamento com litio sobre o consumo de alimento doce ¢

racdo normal de biotério.

MORFOLOGICOS

Estudar os efeitos do tratamento com litio sobre a massa de tecido adiposo

abdominal.

BIOQUIMICOS

Estudar os efeitos do tratamento com litio ¢ metilfenidato sobre a formagdo de

espécies reativas de oxigénio.
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ABSTRACT

Introduction: Administration of amphetamine-like compounds was associated to
oxidative damage. Objectives: To evaluate the effects of methylphenidate (MPH) in
behavioral tasks and in oxidative stress and the ability of lithium to influence these
outcomes. Methods: Adult male Wistar rats received normal or lithium-containing
chow for 30 days. From the 15th to the 30th day of treatment, animals also received
MPH or saline I.P. daily. Open-field (OF), elevated plus maze and a forced swimming
test (FST) were performed. Oxidative parameters were measured in striatum and
hippocampus. Results: MPH increased crossings and rearings, and reduced
immobility in the FST. Co-administration of both drugs increased the time spent in
the central area of the OF. There were no differences in the oxidative measurements.
Conclusions: The association of MPH and lithium may have anxiolytic properties;

these results were not found correlated with any alteration in oxidative measurements.

Key-words: lithium; methylphenidate; behavior; anxiety; exploration; oxidative

damage.
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1. INTRODUCTION

Hyperactivity, induced by amphetamine (AMPH) and reversed by mood stabilizers,
is an accepted model of mania [1, 2, 3]. Although AMPH reduces symptoms of
attention-deficit with hyperactivity disorder (ADHD), there are concerns related to its
security related, for example, to its potential to produce dependence [4]. Moreover,
anxiety, depressive and psychotic symptoms are common in abusers and in patients
who take this drug to achieve weight loss [5, 6]. In animal behavioral tasks, AMPH
reduces the percentage of entries into, and time spent in, the open arms of the elevated
plus maze (EPM) [7, 8, 9]. In the forced swimming test (FST), AMPH reduces
immobility when administered in an acute or subchronic schedule [10, 11], but
increases immobility upon withdrawal [12, 13]. These effects in EPM and FST are
consistent, respectively, with the anxiety and depressive symptoms reported by AMPH
users. Among other molecular phenomena, reactive oxygen species formation has been
proven to underlie undesirable AMPH effects and toxicity [14, 15, 16].

Methylphenidate (MPH) is a psychostimulant that is extensively used for the
treatment of attention-deficit with hyperactivity disorder (ADHD) and that shares some
pharmacological properties with AMPH, such as improvement in central dopaminergic
and noradrenergic activity [17, 18, 19]. Despite being a widely-prescribed drug, little is
known about the long-term consequences of exposure to MPH, although it has been
recently demonstrated that chronic MPH increases lipid peroxidation (a measurement of
oxidative damage) in young rats [20].

Lithium is a strong mood stabilizer with antimanic and antidepressive properties [21,
22] and, during the last decade, interest has increased in the neuroprotective properties

of lithium salts [23, 24, 25]. The nervous system is extremely sensitive to oxidative
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damage [26]. Natural enzymatic antioxidant systems include superoxide dismutase
(SOD), which converts superoxide radicals into H,O,, and glutathione peroxidase
(GPx), which breaks down peroxides, notably those derived from the oxidation of
membrane phospholipids [27].

In light of the extensive literature concerning AMPH long-term toxicity, a better
knowledge about MPH safety is desirable. The aims of this work are, firstly, to evaluate
whether lithium reverts MPH effects on locomotor activity; secondly, to observe
whether MPH has AMPH-like effects in the plus-maze and forced swim test; and
finally to determine if MPH induces oxidative damage that is reversible by lithium
treatment. These data may offer insights into the mechanisms of these drugs and

contribute to a better understanding of manic states and animal mania models.

2. METHODS

2.1. Animals

Thirty-eight adult male Wistar rats, 90-120-days old, were used. Animals were
housed in groups of 3 to 5 rats in home cages made of Plexiglas (65 x 25 x 15 cm) with
the floor covered with sawdust and were maintained under a standard dark-light cycle
(lights on between 7:00 a.m. and 7:00 p.m.), with a room temperature of 22 + 2 °C. Rats
had free access to food and water, and animal treatments were in accordance with the
institutional guidelines and followed the recommendations of the International Council

for Laboratory Animal Science (ICLAS).
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2.2. Experimental procedure

Animals were divided into two groups that received, or not, a lithium-containing
chow for 30 days. On the 15" day of treatment, animals were subdivided into another
two groups: receiving an acute administration of MPH or receiving saline, and were
exposed for 30 min to the open field apparatus. After the open field procedure, animals
were habituated for 30 min to a room with red light illumination and then exposed to
the elevated plus maze apparatus for 5 min. Between days 16 to 22 of treatment, in
addition to lithium P.O. treatment, animals received daily injections of MPH or saline.
On the 21™ and 22" days, the forced swimming test was performed. On the 30" day,
animals were sacrificed and the striatum and hippocampus dissected. These structures
were chosen due to the enriched dopaminergic terminations in the striatum and the role
of the hippocampus in behavior and depression. Moreover, previous studies have

demonstrated oxidative damage in both [20].

2.3. Drug preparation

Lithium chloride (2.5 mg LiCl /g of chow) and NaCl (17 mg/g) were added to the
food, as previously described [25]. The administration of lithium in food has been
used in previous studies and confers lithium levels in the therapeutic range [25, 28].
MPH (Ritalina®, Novartis, Brazil) 10mg tablets were diluted in saline in order to
form a Smg/ml solution that was filtered in paper and then administered IP in the dose

of Smg/Kg (1ml/Kg). Saline was also administered in a volume of 1ml/Kg.
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2.4. Open-field (OF)

A circular OF apparatus was used; the apparatus possessed a diameter of 79 cm, a
floor that was divided into rows and a central area with a diameter of 50 cm. Animals
received an injection of MPH or saline (see below) and were then immediately placed
in the central area and observed for 30 min. The number of crossings, rearings and

time spent in the central area were registered in each of the 5 min-intervals.

2.4. Elevated plus maze (EPM)

The elevated plus maze apparatus was made of wood and consisted of two opposed
open arms (50 cm x 10 cm), two opposed enclosed arms with no roof (50 cm % 10 cm
% 24 cm), and an open square (10 cm % 10 cm) in the center. The maze was elevated
to 88 cm above the floor. The behavioral test was conducted in the observational
room using red light illumination. The animal was placed in the center of the plus
maze, facing one of the open arms, and remained in the apparatus for 5 min. The

number of entries and the time spent in the open or enclosed arms were analyzed.

2.5. Forced-swimming test (FST)

The classic forced-swimming protocol [29] was employed with a few
modifications [30]: briefly, on the 21 day (habituation) of treatment, animals were
placed for 15 min in plastic cylinders (20 x 56 cm) filled with water to a depth of 35
cm, and heated until 22-25°C. The latency to assume the immobile behavior for 2

consecutive seconds was measured. Animals were then gently dried, placed in their
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home cage and warmed with an external source. Thirty min later, animals were
injected with their daily schedule of MPH or saline. Twenty-four hours later, animals
were again placed on the swim apparatus for 5 min, and the latency until becoming
immobile and the total time of immobility were measured. Animals were considered
immobile after 2 seconds without moving. Water was cleaned after each rat was

removed.

2.6. Oxidative Stress

Chemicals

Thiobarbituric acid (TBA) and Trolox were obtained from Merck and 2,2¢-azobis
(2-amidinopropane) dihydrochloride (ABAP) was obtained from Wako Chemicals

USA, Inc. Other chemicals were purchased from Sigma Chemical Co.

Tissue preparation

Rats were killed by decapitation, and the striatum and hippocampus dissected out
and frozen in liquid nitrogen and than stored at —70°C until biochemical
measurements. For assays, tissues were homogenized in 10 volumes of ice-cold
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) containing 140 mM KCl and 1 mM EDTA. For the
TBA analysis, buffer without EDTA was utilized. The homogenate was centrifuged at

960g for 10 min and the supernatant was used.
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Assay of lipid peroxidation (TBA-RS)

TBA-RS was determined according to the method of Esterbauer and Cheeseman
[31]. Briefly, 300 puL of cold 10% trichloroacetic acid was added to 150 pL of
homogenate and centrifuged at 300 g for 10 min. Three hundred pL of the supernatants
were transferred to a pyrex tube and incubated with 300 puL of 0.67% TBA in a boiling
water bath for 25 min. The tubes containing the mixture were allowed to cool under
running tap water for 5 min. The resulting pink-stained TBA-RS was determined in a
spectrophotometer at 532 nm. A calibration curve was performed using 1,1,3,3-
tetramethoxypropane, and each curve point was subjected to the same treatment as

the supernatants.

Total radical antioxidante potencial (TRAP)

TRAP, representing the total non-enzymatic antioxidant capacity of the tissue,
was determined by measuring the chemiluminescence intensity of luminol induced by
2,2'-azo-bis-(2- amidinopropane) (ABAP), according to the method of Lissi et al.
[32]. The chemiluminescence generated by the mixture of 4 mL 10 mM ABAP
dissolved in 0.1 M glycine buffer, pH 8.6 and 10 pL of luminol (4 mM) was measured
in a Wallac 1409 liquid scintillation counter. This chemiluminescence was considered
to represent the initial value. The addition of 10 pL of 100 pM trolox (soluble a-
tocopherol analogue) or 10 puL of cerebral homogenate supernatant provokes a marked
reduction in the light intensity, which is maintained for a certain period after which

light intensity rapidly increases. This period corresponds to induction time (IT) and
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represents the TRAP measurement. IT is directly proportional to the antioxidant
capacity of the tissue. The IT of each sample is calculated and compared with the IT
of Trolox and the value of the TRAP sample is expressed as nmol trolox/mg of

protein.

Superoxide dismutase activity

Superoxide dismutase activity was determined using a RANSOD kit (Randox
Laboratories Ltd., UK) based on a procedure previously described by Delmas-
Beauvieux et al. [33]. This method employs xanthine and xanthine oxidase to
generate superoxide radicals that react with 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride to form a red formazan dye that is assayed
spectrophotometrically at 505 nm, 37°C. One unit of SOD activity is defined as the
amount of enzyme that inhibits the rate of formazan dye formation by 50%, results are

expressed as units/lg of protein.

GPx activity

Glutathione peroxidase activity was determined according to Wendel [34]. The
reaction was carried out at 25°C in 600ml of solution containing 100 mM pH 7.7
potassium phosphate buffer, | mM EDTA, 0.4 mM sodium azide, 2 mM GSH, 0.1
mM NADPH, 0.62 U of GSH reductase. The activity of selenium-dependent GPx was
measured by using tert-butylhydroperoxide as the substrate at 340 nm. The

contribution of spontaneous NADPH oxidation was always subtracted from the
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overall reaction rate. GPx activity was expressed as units (nmol NADPH

oxidized/min)/mg protein.

2.7. Statistical analysis

Data were analyzed using two-way analysis of variance (ANOVA) and repeated
measures ANOVA, when indicated. Difference was considered significant when p <
0.05. Results were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Statistical

software SPSS v. 8.0 were used.

3. RESULTS

3.1. Open-field

Administration of MPH increased crossings in the open field in all intervals
analyzed (two-way ANOVA, n=10-12 per group, F(1,41)=56.178, p<0.001), with no
effect of lithium and no interaction between lithium and MPH. The peak of crossings
in the MPH groups was between 10 and 15 minutes. Crossings reduced with time in
the groups without MPH, but not in the groups that received MPH (there was an
interaction between MPH administration and time, repeated-measures ANOVA,
F(1,41)=12.734, p<0.001) (Fig. 1A).

Animals receiving MPH exhibited significantly more rearings in all intervals (two-
way ANOVA, F(1,41)=28.816, p<0.001), with an interaction between MPH and

lithium in the first 5 minutes (two-way ANOVA, F(1,41)=5.412, p=0.03). Rearings
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reduced with time in animals without MPH but not those animals treated with MPH
(interaction between MPH administration and time, repeated-measures ANOVA,
F(1,41)=4.581, p=0.001) (Fig 1B).

Co-administration of MPH and lithium increased total time spent in the central
area (TCA) of the open field (two-way ANOVA, F(1,41)=6.228, p=0.017) and TCA
at each 5-min, after the 10-15 interval. During the first 5 min, lithium increased TCA
(two-way ANOVA, F(1,41)=6.539, p=0.015); between 5 and 10 min, MPH increased
TCA (two-way ANOVA, F(1,41)=10.942, p=0.002); finally, between 10 and 15 min,
MPH and lithium increased TCA and there was a tendency towards an interaction
between these two treatments (two way ANOVA: F(1,41)=12.803, p=0.001; F=4.759,

p=0.036; F=3.787, p=0.06 to MPH, lithium and interaction respectively) (Fig. 1C).

3.2. Elevated plus-maze

MPH increased total number of entries (two-way ANOVA, n=7-10 per group,
F(1,34)=4.693, p=0.04) and entries specifically in the closed arm (two-way ANOVA,
F(1,34)=4.495, p=0.04) (Fig.2A-B). In relation to the open arm entries, an interaction
was observed between MPH and lithium effects. When administered alone, both
drugs decreased entries into the open arm, but when the two were administered
concomitantly, the behavior of the animals was similar to that of the controls (two-
way ANOVA, F(1,34)=4.336, p=0.05) (Fig.2C). There were no significant differences
in relation to the ratios of time spent in the open arm/total time and entries in the open
arm/total of entries, nor were differences found in the time spent in the open arm (data

not shown).
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3.3. Forced-swimming test

MPH reduced immobility time in the test (two-way ANOVA, n=9-13 per group,
F(1,38)=4.234, p=0.05). There were no differences between groups in relation to

latency to become immobile while in habituation and in the test (Fig.3A-C).

3.4. Oxidative parameters

Fig. 4(A-D) shows the results of the evaluation of oxidative parameters in the
striatum. There were no significant differences between the groups for TBARS,
TRAP, SOD and GPx (two-way ANOVA, n=5 per group, p>0.05 to all
measurements). In addition, there were no significant differences in any of these

biochemical parameters in the hippocampus (data not shown).

4. DISCUSSION

In this study, MPH induced increased locomotor activity in the OF and EPM, a
finding that is in accordance with those of the literature [18, 35, 36]. Unexpectedly,
this effect was not prevented by lithium. Our results differ to those of Yang’s group,
who demonstrated that lithium treatment transiently attenuates the locomotor response
to MPH [37]. However, smaller doses of MPH were used (2.5 mg/Kg) in Yang’s
study and lithium was administered I.P., possibly contributing to the differences in

relation to our work.
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Our results demonstrate that MPH-induced hyperactivity seems to have no
predictive validity for a model of mania, but may have a face validity [38]. An
accepted strategy, today, is to deconstruct complex diseases in specific aspects of
behavior [39, 40]; since hyperactivity is a symptom of mania and switches to mania
have been demonstrated in patients treated with MPH [41], our findings may suggest
that MPH-induced hyperactivity might be more useful for studying some of the
aspects of the physiopathology of mania, and less useful for studying the mechanisms
of action of mood stabilizers.

In our study, lithium and MPH alone decreased entries into the open arm of EPM,
however, the association of lithium and MPH counteracted this effect. In addition,
lithium plus MPH markedly increased the time spent in the central area of the open
field. It is accepted that the more the animal explores the central area of the open-
field, the less it avoids the open arms of EPM (and less anxiety is experienced by the
animal) [42, 43]. Lithium has been used in association with MPH in situations in
which affective symptoms are concurrent with ADHD symptoms and also in the
treatment of bipolar patients [44]. Carlson and colleagues reported a “synergistic
rather than an antagonistic effect” of lithium and MPH in seven hospitalized children
with bipolar disorder and disruptive behavior disorders [45]. Our results may suggest
that using both drugs to treat anxiety in some clinical conditions deserves further
study.

During the first 5 minutes of OF exposure, lithium together with MPH increased
rearings, a behavior related to exploratory activity. It may be speculated that when
both drugs are administered concomitantly, an improvement in exploratory behavior
may occur and habituation may be responsible for the loss of this effect. Nonetheless,

since a number of conditions such as schizophrenia, depression and dementia, and
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treatments that include antipsychotics and even lithium, may decrease initiative and
arousal, future studies to evaluate the utility of the association of MPH and lithium in
these situations will be of value. Currently, MPH is sometimes used to minimize
apathy and other negative symptoms, which are sometimes drug-induced, in non
ADHD-patients [46, 47].

MPH administration reduced immobility time in the FST. The ability of a drug to
reduce immobility in FST is predictive of the antidepressive effect in humans [48].
While MPH increases locomotion in OF and EPM, it is unlikely that these findings in
FST are due to non-specific increase in motility, since doses smaller than 40mg/kg of
MPH after 24 hours do not modify motor parameters in the FST [35]. MPH improves
depressive symptoms of children with ADHD [49] and some case reports suggest that
MPH may augment antidepressive therapy in non-ADHD patients. However, recent
well-delineated studies did not show promising results when studying MPH as an
antidepressive augmentation strategy [50, 51]. These negative studies, however, used
extended-release formulations. In our experiments, we used I[.P. administrations,
which are pharmacokinetically closer to the immediate-release formulation. These
findings may suggest more studies with the immediate-release formulation of MPH in
depression. MPH, administered during the early days of development, induces
depressive behavior in adulthood [30], suggesting age-dependent effects, since the
converse was observed during administration in adulthood.

We did not find any differences between the groups in relation to oxidative
damage. In contrast, Martins and cols. [20] demonstrated that chronic exposure of
young rats (postnatal day 25 to 28) increased lipid peroxidation and protein carbonyl
formation in specific brain regions, including striatum. When MPH was administered

chronically to adult rats they demonstrated a significant decrease in lipid peroxidation
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in the cerebellum and hippocampus [20]. Treatment with MPH was recently reported
to increase DNA damage in young and adult rats, and this damage was more
pronounced with chronic treatment [52]. With regard to lithium salts, Vasconcellos
and cols. demonstrated an effect of lithium on antioxidant enzymes [53]. Oxidative
status regulation is a very dynamic process, and it is possible that some differences in
the protocol utilized explain our negative results. Generally, the absence of increased
immobility in FST, together with negative results in antioxidant enzymes argues in
favor of the security of MPH, but controversy regarding this matter exists and more

studies are needed.

5. CONCLUSIONS

Hyperactivity induced by acute methylphenidate demonstrated face validity, but no
predictive validity as a model of mania. The association of MPH and lithium may
have anxiolytic properties and may increase exploratory activity in a novel
environment. A sub-chronic MPH treatment induced antidepressive behavior, as
measured 24h after the last administration. These results were not correlated with any

alteration in antioxidant measurements.

We declare that the experiments comply with the current laws of the Brazil for

cientific research.
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Fig. 1(A-C): Behavior in the open-field. A: Crossings. * p<0.001, two-way ANOVA
in comparison with absence of MPH; ** p<0.001, repeated-measures ANOVA,
interaction between MPH and time. B: Rearings. * p<0.001, two-way ANOVA in
comparison with absence of MPH; ** p<0.001, repeated-measures ANOVA,
interaction between MPH and time; * p=0.03, two-way ANOVA, interaction between
MPH and Li. C: Time spent in the central area of open field. * * p<0.05, two-way
ANOVA, interaction among lithium and MPH; * p<0.05, two-way ANOVA, in
comparison with absence of lithium; * p<0.05, two-way ANOVA, in comparison with

saline.
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Fig 2 (A-C): Behavior in the elevated-plus maze. A: total number of entries. B:
entries in the closed arm. C: entries into the open arm. * p=0.04 in comparison with

absence of MPH; ** p=0.05, interaction between lithium and MPH effects.
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Fig. 3(A-C): Behavior in the forced-swimming test. A: habituation, latency to
immobility. B: test, latency to immobility. C: test, total time of immobility. *p=0.05,

two-way ANOVA, in comparison with animals without MPH.
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Fig. 4(A-D): Oxidative parameters in the striatum. A: TBA-RS. B: TRAP (nmol
trolox/mg of protein). C: SOD (units/mg). D: GPX (nmol NADPH oxidized/min)/mg

of protein. No significant differences were found.
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ABSTRACT

Weight gain is a common side effect of lithium treatment, and its mechanisms are
poorly understood. It is possible that this treatment modifies the hedonic impact of
palatable food, such as sweet food. The objective of this study was to evaluate
whether lithium treatment is able to increase the hedonic sensitivity to a sweet
solution. Male Wistar rats were fed for 40 days with standard or lithium-containing
chow. After habituation to the procedures for the test, animals received intraoral
infusions (200 pl) of water and a 0.1M saccharose solution on two consecutive days,
and tongue protrusions were registered on video for 1 min. Lithium-treated animals
demonstrated an increased duration of tongue protrusions. We conclude that chronic
lithium administration in chow increases positive hedonic expressions in rats. Weight
gain in patients on lithium therapy may be, at least in part, mediated by an increased

sensitivity to the hedonic impact of sweet food.

INTRODUCTION

Lithium salts are extensively used in the treatment of affective disorders (1).
Weight gain is a common side effect of lithium treatment and often responsible for
poor adhesion to treatment (2, 3, 4). There is no consensus about mechanisms
involved in lithium-induced weight gain. Previous studies from our laboratory have
demonstrated that chronic lithium administration increases consumption of sweet food
(Vasconcellos AP et al., unpublished results). One hypothesis derived from these
results is that lithium increases the sensitivity to hedonic stimuli or the affective value
of some kinds of food.

An accepted evaluation of hedonic states that may be used in experimental animals
is the taste reactivity (TR) test (5, 6, 7), in which a flavoured solution is infused
directly into the intraoral cavity. Palatable solutions, such as sucrose, elicit ingestive
TR behaviours such as tongue protrusions, suggesting that a stimulus is perceived as
hedonic.

Lithium salts have been used in conditioned taste avoidance paradigms: IP lithium
administration, paired with flavors otherwise associated with taste preference, results
in negative physiological sensations and conditioned taste avoidance (8, 9, 10). These

aversive properties are not observed with oral administration. Therefore, our aim was
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to investigate whether lithium administered P.O. is able to influence tongue
protrusions in response to a palatable flavor. In the present study, we used chronic
lithium administration, since differences in weight gain in patients taking lithium are
statistically significant only after chronic treatment, indicating that weight gain is a

relatively late-developing correlate of lithium therapy (11).

METHODS

Eighteen experimentally-naive adult male Wistar rats were housed in groups of 4
or 5 in home-cages made of Plexiglas material (65 x 25 x 15 cm) with the floor
covered with sawdust. Animals were maintained under a standard dark-light cycle
(lights on between 7:00 and 19:00 h) at a room temperature of 22 + 2 °C. The rats had
free access to food (see below) and water. All animal treatments were in accordance
with the institutional guidelines and according to the recommendations of the
International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS), and all efforts were
made to reduce the number of animals.

Lithium was administered via chow. Lithium chloride (LiCl—2.5 mg/g of chow)
and sodium chloride (NaCl—17 mg/g) were added to the food, as described by Rocha
and Rodnight (12). This procedure confers lithium levels in the therapeutic range (12,
13). At the end of 40 days of treatment, the animals were subjected to the taste
reactivity test. On the first day of testing, rats were placed in a transparent test
chamber and gently held by a researcher for I min. A 58 cm x 42 cm mirror,
positioned on the floor of the chamber, reflected a view of the rat’s face and mouth
into the close-up lens of a video camera to permit videotaping of affective facial
reactions. This procedure was repeated daily for six days, in order to habituate the
animal. From the 2nd to the 6th days, a 0.20 ml volume of water was delivered into
the animal’s mouth through an automatic dispenser (a pipette with a plastic tip that
was gently introduced into the rat’s mouth and delivered the solution). On the
following day (test), a solution of 0.1 M saccharose was offered. Affective reactions,
elicited by the taste solution, were videotaped for subsequent analysis. Duration and
frequency of protrusions were scored in 1 min-video analyses (frame-by-frame, 1
frame = 1/22 s) by a person blinded to the treatment. Duration was expressed as a

percentage of total frames. A positive hedonic “liking” total was compiled by adding

49



scores for rhythmic tongue protrusions and lateral tongue protrusions (14). Statistical
analyses were performed using the ¢ test. A difference was considered significant

when p < 0.05. Results were expressed as means =+ standard error of the mean (SEM).

RESULTS

When compared to controls, lithium-treated animals demonstrated an increased
duration of tongue protrusions in response to both water (¢;9=-2.092, p=0.05) and
saccharose (#;3=-3.037, p=0.008). Lithium-treated animals also presented an
increased frequency of protrusions with water (¢;3=-2.808, p=0.013) and saccharose
(t18=-2.468, p=0.025). When the difference between saccharose and water scores was
analyzed, lithium-treated animals presented an increased duration of protrusions (Fig.

1), but no signicant alteration in relation to frequency.

DISCUSSION

Stimuli that induce hedonic responses may work as reinforcers, eliciting or
improving seeking behaviour. Sweet taste is a positive reinforcer that is sometimes
used in conditioned paradigms (15, 16). Our results suggest that lithium
administration increases the hedonic value of sweet food (incentive aspects of feeding
behavior) and we propose that this effect may underlie the weight gain that occurs
with lithium treatment, probably mediating an increase in palatable food intake.

Lithium administration has been demonstrated to attenuate self-stimulation (17),
decrease voluntary consumption of alcohol (18) and reduce morphine ingestion in
addicted rats (19), results that challenge our hypothesis. However, all these studies
used L.P. lithium administration and, probably, the alternative effects observed are due
to the irritation caused by lithium injection (9). On the other hand, rats treated with
lithium show increased appetitive responses to vanilla sugar and increased
dopaminergic responses in the nucleus accumbens shell, a system known to be
involved in the acquisition of a palatable-food-sustained appetitive behavior in

satiated rats (20), and our results are in agreement with this last study.
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Different neurotransmitter systems, including GABA (21), opioid (22) and
cannabinoid systems (23), have been described as relevant for the neurochemical
control of hedonic expressions, and several structures have been implicated in this
mechanism, such as the nucleus accumbens shell, the ventral pallidum and the
brainstem (14). There are reports of the action of lithium in all these systems and
structures, but our experiment does not test mechanisms underling the effects of
lithium on taste reactivity.

In our study, lithium improved the hedonic impact of sweet food and also of water.
The effect on water ingestion may be a consequence of the addition of Na' to chow, a
procedure necessary for lithium to achieve therapeutic serum levels (12). However,
when the difference between saccharose and water was considered, lithium showed a
significant effect on the total time of protrusions, a result that confirms our initial
hypothesis.

Weight gain, while taking lithium, has been suggested to be limited to a group of
patients who are susceptible to obesity, in general, and who would therefore also be
susceptible to lithium-induced weight gain (11). These patients may be more
susceptible to the hedonic impact of palatable food and, therefore, to an increased
appetite for this type of food. Better comprehension of this mechanism might allow
the use of lithium treatment with the appropriate approach with regard to the
concomitant diet.

In conclusion, chronic lithium administration in chow increases positive hedonic
expressions in rats. Weight gain in patients on lithium therapy may be, at least in part,

mediated by an increased sensitivity to the hedonic impact of palatable food.
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Fig. 1: Lithium effect on total time of tongue protrusions, expressed
as a percentage of video frames. * £, g=-3.074, p=0.007.
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RESUMO

INTRODUCAO: Ganho de peso é um efeito indesejavel do tratamento com litio,
cujos mecanismos podem estar associados a um aumento no apetite. Nossos objetivos
sdo avaliar se a administracdo de litio ¢ capaz de induzir um consumo aumentado de
alimento doce e de racdo normal. METODO: Ratos machos Wistar foram
alimentados com ra¢do normal ou ragdo contendo litio por 14 dias. Apds habituagdo,
os animais foram testados em diferentes dias quanto a consumo de alimento doce,
racdo normal, e racdo normal apos 24 horas de privacao alimentar. RESULTADOS:
Os animais tratados com litio apresentaram consumo elevado de alimento doce e
racdo normal. Apds privagdo alimentar, o consumo de racdo ndo diferiu entre os
grupos. As laténcias para inicio do consumo foram reduzidas nos animais tratados
com litio. CONCLUSAO: O consumo alimentar aumentado pode estar envolvido no

ganho de peso induzido por litio.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Weight gain is an undesirable effect of lithium treatment. It is
possible that increased appetite contributes to this effect. Our aims are to evaluate if
lithium treatment is able to induce increased consumption of sweet food and normal
chow. METHOD: Male Wistar rats were fed with normal or lithium containing chow
for 14 days. After habituation they were tested in different days to consumption of
sweet food, normal chow and normal chow after 24h-food deprivation. RESULTS: In
all measures lithium treated animals had an elevated intake of sweet food and normal
chow except after deprivation, when there was not differences between groups.
Latencies to begin to eat were reduced in lithium treated animals. CONCLUSION:

Increased food intake may be involved in lithium induced weight gain.

Keywords:

litio, obesidade, apetite, ganho de peso

lithium, obesity, appetite, weight gain
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INTRODUCAO

Ganho de peso ¢ um efeito indesejavel do tratamento a longo prazo com litio, € um
dos motivos de ma adesdo ao tratamento'”. O mecanismo deste efeito ndo é
conhecido, embora sugira-se que interferéncias no metabolismo e no sistema de trocas
renais estejam envolvidas’. E também possivel que, a0 menos em parte, o ganho de
peso com litio esteja associado a modificagdes no apetite e nos habitos alimentares
dos pacientes. Nesse sentido, um estudo prévio de nosso grupo demonstrou que a
administracdo de litio por 4 semanas na ragao de fémeas Wistar aumentou o consumo
de alimento doce (pellets do cereal Froot-Loops® — Kellog’s) durante 3 minutos de
exposi¢o a este alimento”.

Tendo em vista que: (1) muitos seres humanos sdo expostos a grande oferta de
alimentos caloricos; e (2) a hipdtese de alteragdes no comportamento alimentar como
causa do ganho de peso implicaria na manuten¢ao de um consumo alterado — nossos
objetivos no presente trabalho sdo avaliar os efeitos do tratamento com litio sobre o
consumo de alimento doce e ragdo normal, durante um periodo mais longo — 40

minutos (min) — de exposicao ao alimento.

METODO

Ratos machos Wistar (n=18, 90-120 dias, 293-347g) receberam ragdo normal ou
preparada com litio como descrito previamente’ (2,5 mg LiCl + 17 mg NaCl por
grama de racdo) durante 35 dias, exceto no intervalo de 24 horas de privacao
alimentar (vide abaixo). Apo6s 14 dias de tratamento, os animais foram habituados em
caixas individuais contendo alimento doce (10 pellets do cereal Froot-Loops® -
Kellog’s) e testados quanto a consumo de alimento doce, racdo normal e ragdo normal
apos 24 horas de privagdo alimentar. Os testes consistiam na exposi¢do ao alimento
durante 40 min: no caso de alimento doce, 8 sessdes de 3 min nas caixas individuais
contendo o alimento, intercaladas por 2 min nas caixas-moradia; no caso da racdo
normal, 4 sessdes de 5 min nas caixas individuais intercaladas por 5 min nas caixas-
moradia. Mensuravam-se em cada sessdo as laténcias para inicio de consumo e a
quantidade de alimento ingerida. A andlise estatistica foi realizada através do teste ¢

para amostras independentes ou da ANOVA de medidas repetidas quando indicado, e
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os valores expressos como media + erro padrdo. Uma diferenca foi considerada
significativa quando p<0,05. Os animais foram tratados de acordo com os principios

de ética em pesquisa institucionais.

RESULTADOS

Os animais tratados com litio exibiram em todas as medidas aumento no consumo
de alimento doce e de ragdo normal, ingerindo no total 29,4 + 4,7 pellets doces em
comparagdo com 9,9 + 2 nos animais controle (¢, s=-3,851, p<0,001) (Fig. 1A) e 5086
+ 877 mg de racdo normal em comparagdo com 168 + 152 nos controles (¢, 6=-5,522,
p<0,001) (Fig. 1B). Apo6s privacdo de alimento ambos os grupos exibiam aumento no
consumo, sem diferenca entre si (Fig. 1C).

Os animais tratados com litio exibiam menor laténcia que os controles para iniciar
o consumo tanto de alimento doce (211,2 + 140,6 segundos para os tratados com litio
e 801 + 89,6 segundos para os controles, ¢, 5=3,536, p=0,003), como de ragdo normal
(217 + 164 segundos para os tratados com litio e 971 + 130 segundos para os
controles, t;6=3,608, p<0,005). Apos privacdo alimentar ndo houve diferencas entre
os grupos quanto as laténcias. A laténcia para consumo de doce (mas nao de racao
normal) inicialmente diminuia e em seguida aumentava nos animais controle,
enquanto se mantinha reduzida ao longo do tempo nos animais tratados com litio

(ANOVA de medidas repetidas, p=0,03).

DISCUSSAO

Neste experimento a administragdo do litio levou a maior consumo tanto de
alimento doce como de ragdo normal, e a menor laténcia para inicio de consumo. Em
animais de laboratério, a taxa de ingestdo normal diminui discretamente durante uma
refeicdo, e em sessdes repetidas de observagdo as laténcias para comegar uma refei¢ao
diminuem e em seguida aumentam®. Nos animais tratados com litio, as laténcias se
mantinham reduzidas. Tais resultados falam a favor de uma interferéncia do
tratamento com litio sobre os sistemas reguladores do apetite e saciedade, e sugerem

que uma ingestdo aumentada de alimentos pode contribuir para o ganho de peso
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observado em alguns pacientes em uso de litio. Apos a privagdo alimentar, ambos
grupos apresentaram consumo elevado, sem diferengas entre si. Interpretamos que,
independentemente da privagdo, os animais tratados com litio comem tdo rapido
quanto podem e, mesmo quando dispoem de alimento nas caixas-moradia,
comportam-se como os animais em privagado alimentar.

O consumo de alimento ¢ regulado por um sistema complexo envolvendo
componentes periféricos e eferéncias prosencefalicas que convergem em regides
caudais do tronco cerebral’. Em diversos componentes dessa circuitaria observam-se
alvos moleculares do litio, como os sistemas de transdugdo de sinal [P;-DAG®,
AMPc’ ¢ Acido araquidonico'’, sugerindo possiveis explicacdes farmacodindmicas
para a influéncia do litio sobre o comportamento alimentar e constituindo possiveis
objetos de estudos futuros.

Embora se tenha observado aumento no consumo alimentar, a técnica experimental
utilizada ndo modela ganho de peso: em trabalhos anteriores demonstrou-se um
retardo no ganho de peso normal em animais tratados com litio nas primeiras duas
semanas de tratamento, e uma tendéncia para redugdo de peso em comparagao com 0s
controles em determinados pontos especificos do experimento''*. Uma possivel
explicagdo para isso ¢ o fato de que nesses experimentos alimentos de alto valor
caldrico foram disponibilizados apenas durante os testes e procedimentos de
habituagdo, enquanto humanos em tratamento com litio tém acesso irrestrito a esse
tipo de alimento.

Até onde ¢ de nosso conhecimento a literatura sobre a influéncia do tratamento
com litio no consumo alimentar de humanos ¢ escassa, possivelmente por
dificuldades de mensurar de forma confidvel a ingestdo alimentar por longos
periodos. Em um pequeno estudo envolvendo 5 voluntarios em litioterapia com niveis
séricos entre 0,5 € 0,8 mmol/L, foi demonstrado um discreto aumento no consumo em
uma refeicdo especifica, embora os individuos tratados ndo tenham experimentado
aumento de peso'”.

Com mais de meio século de uso, o litio ainda ¢ peca fundamental no tratamento
do transtorno bipolar'>. Embora dados recentes apontem para um menor ganho de
peso na manutencdo do tratamento com litio em comparagdo com outros
estabilizadores do humor'®, este ainda ¢ um parefeito relevante. Nossos resultados
somam-se aos esfor¢os no sentido de compreender mecanismos de efeitos adversos

deste farmaco e desenvolver estratégias que melhorem a adesdo ao tratamento.
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CONCLUSAO

Em animais de laboratério o tratamento com litio aumentou o consumo de
alimento doce e de racdo normal. Consumo alimentar aumentado pode estar

envolvido no ganho de peso induzido pelo tratamento com litio.
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Fig. 1: consumo de alimento. 1A: consumo de alimento doce,
*p<0,001; 1B: consumo de racdo normal sem privacédo, *p<0,001;
1C: consumo de ragao normal apés privagao alimentar.
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ABSTRACT

To evaluate how lithium administration to adult rats affects brown (perirenal) and
white (inguinal) adipose tissues and if methylphenidate modulates lithium effects,
adult male Wistar rats were fed with a regular or a lithium containing chow for 30
days. Between days 15 to 30 of treatment, animals received daily I.P. administrations
of either methylphenidate or saline. Lithium significantly reduced perirenal fat and
this effect was minimized by methylphenidate administration. There was no
significant between-group effect regarding inguinal fat. These findings suggest that a
differential effect on white and brown tissue distribution may be involved in lithium-

induced weight gain.

RESUMO

Para avaliar como a administracdo de litio a ratos adultos afeta o tecido adiposo
marrom (perirenal) e branco (inguinal), ratos Wistar adultos foram alimentados com
racdo normal ou contendo litio por 30 dias. Entre os dias 15 e 30 de tratamento os
animais receberam doses I.P. diarias de metilfenidato ou salina. A administra¢ao de
litio reduziu significativamente a gordura perirenal. Esse efeito foi reduzido com a
administracdo de metilfenidato. Nao houve diferencas significativas entre os grupos
em relagdo a gordura inguinal. Tais achados sugerem que um efeito diferenciado
sobre os tecidos adiposos marrom e branco pode estar envolvido no ganho de peso

induzido pelo tratamento com litio.
Keywords:

lithium, methylphenidate, obesity, weight gain

litio, metilfenidato, obesidade, ganho de peso
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INTRODUCTION

In mammal’s abdomen, brown and white adipose tissues (BAT and WAT,
respectively) are distinctly localized and have different, complementary functions:
BAT is predominantly found in perirenal tissue and mobilizes its accumulated energy
as heat in response to noradrenergic stimulation, while WAT occupies inguinal tissue
and mobilizes its lipid reservoirs in response to metabolic needs between meals'” *.
There is good evidence of a regulatory role of BAT on WAT, as demonstrated by
genetic studies in wich impaired BAT activity has been associated with obesity,

hyperlipidemia and insulin resistance”.

Weight gain is a common side effect of lithium therapy in humans®, but the
mechanisms of this effect is not well established’. Cell-culture studies with adipocyte
precursors demonstrate an inhibitory effect of lithium on differentiation of white® and

brown’ adipocytes.

Our aims are to evaluate if lithium administration to adult rats is able to
independently modify perirenal (BAT) and inguinal (WAT) tissues and, since BAT is
under noradrenergic control’, if methylphenidate (MPH), a dopaminergic and
noradrenergic drug, is able to modulate lithium effects. MPH was chosen because
attention-deficit with hyperactivity have been recently recognized a common
comorbidity in bipolar patients’, and the co-prescription of both drugs (lithium and

MPH) is becoming frequent in clinical practice.

METHODS

Twenty-five adult male Wistar rats, 90-120-days old, 160-220 g of weight, were
used. Animals were fed with regular or a lithium containing chow (2.5 mg LiCl + 17
mg NaCl /g of chow) as described10 for 30 days. This lithium treatment leads to
serum levels between 0.4 and 1.2 mEg/1'". Between days 15 to 30 of treatment,
animals in each group received daily I.P. administrations of a solution containing
MPH (5 mg/Kg) or saline. This is frequently employed in experiments using rats'>,

. In the 30th day of treatment animals were decapitated and perirenal and inguinal
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fat stores dissected and weighted, using a scale with 0.0001 g precision. All animal
treatments were in accordance with the institutional guidelines and followed the
principles of laboratory animal care recommendations. Data were analyzed using
two-way analysis of variance (ANOVA) and results were expressed as mean =+

standard error of the mean (SEM).

RESULTS

Lithium administration decreased animal weight, h’=0.49, and MPH
counterbalanced this effect, F(1,25)=6.94, p=0.01, h?=0.11 for the interaction between
lithium and MPH. Figure 1 shows the effect of lithium and methylphenidate on
abdominal fat. Lithium significantly reduced total abdominal fat, F(1,25)=7.19,
p=0.01, h’=0.26 and MPH administration counteracted this effect: a significant
interaction lithium x MPH was observed, F(1,25)=5.24, p=0.03, h?=0.20. Perirenal
fat was reduced by chronic lithium administration, F(1,25)=5.90, p=0.02, h?=0.22,
and this effect was minimized by MPH administration: significant interaction lithium
x MPH, F(1,25)=6.15, p=0.02, h*=0.23. In regard to inguinal fat, there was no
significant differences between groups, although a non-significant reduction in the

lithium-treated animals was observed, p=0.07, h*=0.06 (Fig. 1).

DISCUSSION

We found that 30 days of lithium treatment reduced total and perirenal fat and this
effect was counterbalanced by MPH administration. To our knowledge, there are no
other studies that evaluate lithium effects on perirenal and inguinal fat in vivo.

Previous studies with cell cultures have shown that lithium inhibits adipocyte
differentiation: inducer-stimulated adipose conversion of 3T3-L1 cells, mouse
preadipocyte models, is inhibited by lithium®, and also expression of mRNAs for
UCP-1, PG-lalpha and PPAR-alpha, specific genes of brown differentiated tissue’.
This seems to occur via inhibition of GSK-3B and hence, indirectly, enhancement of

transmission via Wnt signaling pathway'* .
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A reduction in BAT may be explained by decreased synthesis or increased
degradation of triacylglycerol depots. Stimulation of BAT occurs mainly via beta-
adrenergic receptors and the cAMP signal transduction pathway and there are well
documented effects of lithium interfering with noradrenaline poll, expression of
adrenoreceptors, Gs and Gi-proteins and adenilcyclase function™'®. This may, at least
in part, explain our results. Also, inhibition of GSK-B by lithium and consequently
enhancement of Wnt signalizing may underlie the herein observed effects on fat

stores.

The counterbalance of lithium effect by MPH is in accordance with the known
noradrenergic stimulation of BAT. MPH inhibits noradrenaline and dopamine
transporters with a K; of 0.17 + 0.03 and 0.26 + 0.03 mcM, respectively'’. In this
way, administration of noradrenaline to cells with differentiation inhibited by 5 mM
of lithium from the 4th day of culture leads to UCP-1 mRNA expression, a
characteristic of brown activated tissue’.

However, despite our results are in coherence with the reported literature, there are
some relevant observations. First, treatment’s effect sizes in this study are small and
data may be considered in this perspective. Second, effects on cellular differentiation
on cell cultures are not the same as in adult tissues. Actually, it was described that in
the seventh day of culture, when cells are already differentiated, lithium treatment

does not modify cells’.

Lithium inhibitory effect on differentiation and, according our results, on fat mass
(BAT, in particular) seems a paradox in light of the known weight gain with lithium
treatment in humans. There are some possible explanations to that. First, in great
mammals, like humans, BAT decreases importantly after birth, but in rodents BAT
persists all lifelong'. This may contribute to inter-species differences in regulation
BAT/WAT and to inter-species differences in effects of lithium treatment. Second, it
is possible that alterations in the texture or palatability of the chow have modified
consumption, although an experiment using normal chow prepared with NaCl in the
same concentrations used in the present study did not alter consumption of animals,
and in another experiment animals receiving the same lithium containing chow eat

18, 19

more normal chow and high-caloric food that controls Also, once genetic

manipulations in witch BAT features are underexpressed causes obesity and insuline
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resistence’’, and since obesity does not develop suddenly, it is possible that
differences in inguinal fat were observed if animals were observed in a longer period.

This may be a matter for future studies.
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Figure 1: Lithium and methylphenidate effects on abdominal fat. Total abdominal fat in
relation to animal weight: * p=0.01 to lithium effect, + p=0.03 to interaction among lithium
and MPH. Perirenal fat in relation to animal weight: * p=0.02 to lithium effect, + p=0.02
to interaction among lithium and MPH. Inguinal fat in relation to animal weight: no
significant differences were found.
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Os principais resultados deste trabalho podem ser sumarizados como segue:

Aspectos comportamentais e bioquimicos da interacio litio x MPH:

* MPH induziu hiperatividade mas esta ndo foi influenciada pelo tratamento com
litio.

* A associagdo de MPH e litio aumentou o tempo na area central do campo aberto e
o numero de reacdes de orientagdo nos primeiros 5 minutos desta tarefa.

* MPH reduziu o tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado.

» Tanto MPH como litio ndo demonstraram efeitos sobre as medidas de estresse

oxidativo.

Possiveis mecanismos para o ganho de peso associado ao tratamento com litio:

O tratamento com litio aumentou o carater hedonico de uma solu¢ao doce,
aumentou o consumo de alimento doce e ragdo normal, e influenciou seletivamente o

tecido adiposo perirrenal.

* e

Sais de litio vém sendo utilizados em medicina ha mais de um século e meio, € ha
pelo menos seis décadas tal pratica se apdia em investigacdes cientificas cuja
metodologia se considera aceitdvel atualmente. Um tratamento com doses de
1.200mg/dia tem pre¢co maximo ao consumidor brasileiro inferior a R$ 35,00 em
farmacias comuns, e pode ser obtido gratuitamente na rede publica. O contraste com o
custo de outros medicamentos eficazes no manejo do transtorno bipolar ¢ significativo
— por exemplo, o tratamento com 15mg/dia do antipsicético atipico olanzapina pode
ter um custo mensal superior a R$ 900,00. Além de sua utilidade clinica no manejo do
THB, o litio pode ser Util, em psiquiatria, no tratamento da depressdo (como
potencializador de farmacos antidepressivos) (Heit e Nemeroff, 1998), da
agressividade (do Prado-Lima et al., 2001), e de alguns sintomas em transtornos de
personalidade (Bellino et al., 2008). Condi¢des ndo psiquiatricas em que o tratamento
com litio pode ser util incluem a neutropenia (Focosi et al., 2008) e o hipertireoidismo

(Lazarus, 2009). Na década de 90 foi publicado o primeiro trabalho sugerindo
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propriedades neuroprotetoras deste ion (Pascual e Gonzales, 1995), e desde entdo o
campo de pesquisa litio e neuroprote¢do vem crescendo. Nos ultimos anos, vém sendo
publicados estudos clinicos sugerindo um efeito benéfico do litio em transtornos
neurodegenerativos como deméncias (Kessing et al., 2010), esclerose lateral
amiotrofica (Fornai et al., 2008), e discinesia tardia induzida por antipsicoticos (van
Harten et al., 2007). Nesse panorama, investigagdes em pesquisa basica envolvendo
sais de litio sdo validas e podem lancar luz sobre novos possiveis campos de

investigacdo e novas possiveis aplicabilidades clinicas deste farmaco.

Estimativas conservadoras da prevaléncia do THB giram em torno de 1% da
populacdo (Sadock e Sadock, 2007). A populariza¢ao do conceito de espectro bipolar
(Akiskal, 1996), mais abrangente, e o desenvolvimento de novas medicagdes, vém
contribuindo para que mais pessoas sejam diagnosticadas como portadoras de alguma
forma de THB e recebam tratamento (Danner et al., 2009).

Por outro lado, a prevaléncia de TDAH varia muito entre os diversos estudos que
investigam o tema, provavelmente por questdes metodoldgicas. Acredita-se que as
melhores estimativas oscilam em torno de 5,29% entre criangas ¢ adolescentes ¢ 4,4%
entre adultos (Polanczyk e Rohde, 2007). Desde os primeiros relatos de uso de
estimulantes em criancas com alteragdo do comportamento (Bradley, 1937) a
prescri¢ao de tais farmacos em pacientes com problemas de aten¢do ou hiperatividade
vem se tornando cada vez mais comum. Em especial nos Ultimos 20 anos vem se
demonstrando uma crescente prescricdo de anfetaminas e MPH em vérios paises, em
alguns locais chegando a quintuplicar em cinco anos a taxa de habitantes em uso de
psicoestimulantes (Donker et al., 2005; Miller et al., 2001).

Muitos sintomas centrais para o diagndstico de TDAH também pertencem a esfera
sintomatoldgica do THB, como desaten¢do, impulsividade, irritabilidade e oscilagdes
do humor. Sintomas de desatencdo e impulsividade que permitam o diagndstico de
TDAH ocorrem em mais de 60, 80 e 90% de amostras de criangas bipolares,
conforme o estudo (Carlson e Kelly, 1998; Tillman et al., 2003; Faraone et al., 1997).
Em uma populag@o em que a prevaléncia de possivel TDAH era de 4,4%, dentre estes
individuos, 86% também poderiam ser diagnosticados como portadores de transtornos
de humor ou de ansiedade (Kessler et al., 2006). Recentemente, em criangas com
diagnostico de TDAH demonstrou-se uma prevaléncia de THB quinze vezes maior

que numa amostra da populagdo infantil controle (Donfrancesco et al., 2010).
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Tais dados podem ser compreendidos simplesmente como comorbidade, o que
poderia sugerir, no manejo de tais pacientes, o uso concomitante de farmacos
indicados para manejo de TDAH e THB (por exemplo, a associacdo de
estabilizadores do humor com psicoestimulantes ou bupopriona). Por outro lado,
dentro do conceito de hierarquia de diagnosticos, muitos sintomas cognitivos como
desatencdo podem ser compreendidos como consequéncias de um transtorno de
humor de base, e pode-se sugerir que o tratamento deste transtorno de base levaria ao
alivio da desatencao (Goodwin e Jamison, 2007), minimizando os riscos inerentes a
politerapia.

De qualquer forma, o aumento no diagnéstico de ambas morbidades faz relevante
o estudo da associacdo de farmacos usados no tratamento de uma e outra e, até onde ¢
de nosso conhecimento, ha pouca informacao nesse sentido. Em um pequeno estudo
controlado, com crossover, de sete pacientes internados com sintomas maniacos
mistos, a combinacdo de litio com MPH foi superior a monoterapia com MPH em
reduzir medidas de desatencdo e hiperatividade (Carlson et al., 1992). Em outro
estudo, 40 criancas e adolescentes com THB foram tratados de modo aberto com
acido valprdico e entdo randomizados para receber a adicdo de placebo ou o
psicoestimulante dextroanfetamina. O grupo que recebeu dextroanfetamina obteve
melhora na escala YMRS e nos sintomas de TDAH de modo superior ao grupo
placebo, sem piora dos sintomas maniacos e sem outros efeitos colaterais (Scheffer et
al., 2005). Até onde ¢ de nosso conhecimento, um unico estudo investigou o uso a
longo termo de MPH em pacientes bipolares: uma revisdo de prontudrios em que 16
pacientes utilizaram MPH como medica¢do adjunta aos estabilizadores de humor
durante 14 meses. Os autores encontraram melhora na concentragdo e no humor
depressivo, sendo os efeitos colaterais mais comuns discreta irritabilidade e agitagao,
sem viradas maniacas ou uso abusivo do estimulante ou de outras substancias (Lydon

e El-Mallakh, 2006).

O primeiro trabalho desta tese estuda a associacgdo litio e MPH, e foi desenhado
com os objetivos de validar a hiperatividade induzida por MPH como um modelo de
mania, estudar os efeitos protetores do litio sobre uma possivel lesdo induzida pelo
MPH e, por fim, observar eventuais interagdes de ambos firmacos em tarefas
comportamentais. Os resultados positivos que encontramos dizem respeito a este

ultimo ponto. Na tarefa do campo aberto, observamos que a administragdo
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concomitante de litio e MPH levou a um aumento no tempo gasto na area central do
aparato. A associacdo de ambas drogas levou também a um aumento do numero de
reacdes verticais de exploragdo nos primeiros cinco minutos da tarefa. Além disso, os
animais que nao receberam MPH reduziam o niimero de cruzamentos com o tempo,
enquanto aqueles sob efeito de MPH mantinham-se acelerados durante toda a tarefa.

Quando a tarefa do campo aberto ¢ realizada sem habituagdo prévia, acredita-se
que a locomocdo nos primeiros minutos esteja relacionada a atividade exploratoria
(Prut, 2003). Além disso, o tempo gasto na area central geralmente ¢ utilizado como
uma medida de ansiedade (este tempo sendo inversamente proporcional a ansiedade
experimentada pelo animal) (Morgan e Pfaff, 2001). Considerando-se que a ansiedade
pode reduzir a atividade exploratoria (Prut, 2003), propomos que a associagao litio e
MPH, na tarefa em questdo, parece gerar um efeito ansiolitico e desinibitorio. Isso ¢
coerente com o achado de que a associacdo de ambas drogas reverteu a reducdo no
nimero de entradas no brago aberto do LCE, induzido por cada uma das substancias
isoladamente. Em conjunto, tais resultados podem sugerir o estudo da associa¢ao de
ambas substancias em situacdes clinicas em que ansiedade e inibigdo psicomotora
sejam sintomas proeminentes, como algumas formas de sintomas negativos na
esquizofrenia e determinadas fases do transtorno bipolar.

A capacidade de uma droga reduzir o tempo de imobilidade na tarefa do nado
forcado esta associada a propriedades antidepressivas na clinica (Lucki, 1997). Em
nossos resultados, os animais que utilizaram MPH apresentaram reduzida imobilidade
nesta tarefa. Como os animais foram submetidos ao teste 24 horas apos a ultima
administracdo de MPH e, de acordo com a literatura, doses até oito vezes superiores
aquelas utilizadas em nosso experimento ndo afetaram a atividade locomotora do
animal 24h apods sua administragdo I.P. (Gaytan et al., 1996), compreendemos que o
efeito do MPH encontrado em nosso trabalho ndo se deve a um aumento inespecifico
da atividade motora.

De qualquer forma, embora MPH melhore sintomas depressivos em criangas com
ADHD (Gadow, 2002), tal farmaco ndo ¢ utilizado como antidepressivo. Uma
questdo que permanence controversa € seu uso na clinica como estratégia de
potencializacdo de fairmacos antidepressivos. Apesar de alguns relatos sugerindo seu
uso com essa finalidade (Stoll et al., 1996), estudos recentes, de melhor qualidade,
ndo apresentam resultados promissores (Ravindran, 2008; Patkar, 2006). Contudo,

tais estudos com resultados negativos utilizaram apresentagdes de MPH de liberacao
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lenta. Como nossos resultados, com animais, derivam de MPH administrado 1.P., e
como essa forma de administracdo leva a um pico e declive nas concentragdes séricas
mais acentuado (o que ¢ mais proximo da cinética do MPH de liberagdo imediata),
podemos sugerir que mais estudos avaliando o potencial antidepressivo de MPH

sejam realizados, utilizando preferentemente as formulacdes de liberacao imediata.

Como mencionado anteriormente, um dos objetivos do primeiro trabalho foi o de
validar a hiperatividade induzida por MPH com um modelo de mania. Nesse sentido,
trés conceitos relevantes em ciéncia basica envolvendo comportamento animal sdo os
de validade aparente (ou de face), validade preditiva e validade de constructo
(Willner, 1991). Por validade aparente compreende-se que um modelo animal de um
transtorno psiquiatrico deve provocar no animal um comportamento que mimetize
algum aspecto do transtorno em si (por exemplo, hiperatividade na modelagem de
mania). Por validade preditiva compreende-se que intervengdes uteis no tratamento
clinico de determinado sintoma, também “tratem” o comportamento animal (por
exemplo, estabilizadores do humor, eficazes no tratamento da mania, revertendo a
hiperatividade induzida em animais). Por fim, validade de constructo diz respeito a
racionalidade subjacente ao modelo. De acordo com estes conceitos, em nosso
trabalho a hiperatividade induzida por metilfenidato apresentou validades aparente e
de constructo como um modelo de mania, mas ndo validade preditiva. Segundo
O’Donnell e Gould (2007), devido as limitagdes inerentes a todos modelos animais (&
improvavel que um modelo reflita a etiologia, a patofisiologia, os sintomas e o
tratamento de um determinado transtorno), o tripé das “trés validades” deve ser
considerado com flexibilidade. Pensando um modelo animal como um constructo que
permita estudar algum aspecto da doenca, propomos que a hiperatividade induzida
por MPH pode contribuir para o estudo dos processos neurofisiologicos subjacentes
aos quadros maniacos — mas ndo para o estudo do efeito do litio sobre estes.

Sugerimos também que o efeito de outros estabilizadores de humor sobre a
hiperatividade induzida por MPH seja estudado. Isso pode ser particularmente ttil em
ciéncia basica realizada em nosso pais, visto que a anfetamina, droga amplamente
usada como modelo de mania, ndo é comercializada no Brasil ¢ ha dificuldades
substanciais relacionadas a sua importacdo. Nesse sentido, MPH vem se mostrando
como uma alternativa a anfetamina em outros ramos de pesquisa, como por exemplo

na pesquisa basica relacionada a doenga de Parkinson (Silvestrin et al., 2009).
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Ainda em relagdo ao primeiro trabalho, ndo encontramos resultados positivos em
relagdo as medidas de estresse oxidativo. Existem na literatura varias fontes
fundamentando um potencial efeito neurotoxico de drogas que elevem a concentragdo
sinaptica de dopamina. Sabe-se que a dopamina pode sofrer auto-oxidagdo na
presenga de Fe™, gerando semiquinonas, altamente neurodegenerativas, e pode
também ser metabolizada pela MAO produzindo radicais hidroxila altamente reativos
(Obata, 2002). Em humanos com historico de abuso de estimulantes foi demonstrada
uma diminui¢@o nos transportadores de dopamina semelhante aquela observada em
portadores da Doenca de Parkinson, e, embora tais pacientes ndo apresentassem sinais
clinicos de Parkinsonismo no estudo em questdo, os autores questionam se, com a
idade, tais pacientes ndo serdo um grupo mais vulnerdvel para sindromes
comportamentais relacionadas ao comprometimento dopaminérgico (McCann et al.,
1998). Embora controverso, um estudo demonstrou genotoxicidade com o uso a longo
prazo de MPH (EIl-Zein et al., 2005). Andreazza e colegas, através do teste do cometa,
demonstraram lesdo transitéria de DNA com a administracdo de MPH a ratos, jovens
¢ adultos, sendo maior a lesdo com a administragao cronica (Andreazza et al., 2007).

Nossos resultados, em que ndo houve indugdo de estresse oxidativo com a
administracio de MPH, concordam em parte com o trabalho de Martins e
colaboradores (2006). Tais autores identificaram lesdo oxidativa com administracao
de MPH apenas quando este era administrado (aguda ou cronicamente) a ratos jovens
(até o 60° dia pds-natal), e ndo quando era administrado a ratos adultos, como os que
usamos em nosso experimento.

Acredita-se que o sistema dopaminérgico mesolimbico e mesocortical, onde o
metilfenidato e outros psicoestimulantes exercem parte de sua ac¢do, estd envolvido
em processos intimamente relacionados, como cogni¢do e regulagdo do humor,
atribuicdo de saliéncia a estimulos externos e aquisigdo e execucdo de
comportamentos naturalmente refor¢ados (Berridge e Robinson, 1998). Fenomenos
fisiologicos (como aten¢do e humor adaptados a um contexto e busca por reforcos
naturais como novidade, alimento e sexo) e patologicos (como psicoses, obsessdes e
compulsdes, dependéncia a substancias, impulsividade e outros prejuizos na tomada
de decisdes, assim como as varias formas de parkinsonismo) parecem depender em
grande parte da funcdo dopaminérgica. O modo como alteragdes nesse sistema podem
contribuir para um ou outro desses processos, ainda ¢ grosseiramente compreendido.

Um aspecto que parece especialmente relevante, ¢ o farmacocinético: manipulagdes
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que levem a um aumento agudo seguido de declive nas concentragdes sindpticas de
dopamina, parecem mais propensas a induzir propriedades de reforco e lesdo celular
(Gerasimov et al., 2000). Tendo em vista que a lesdo no sistema dopaminérgico ¢
mais facilmente identificada (a0 menos em suas manifestacdes motoras) apoés uma
perda neuronal superior a 80% (Marek e Jennings, 2009) acreditamos ser necessaria
mais pesquisa envolvendo a seguranca de farmacos psicoestimulantes como MPH e
uma postura mais conservadora em relacdo a prescricdo de tais medicacdes. Nesse
contexto, lembramos a inexisténcia, até onde ¢ de nosso conhecimento, de estudos a
longo prazo (tempo superior a 10-20 anos de uso) que demonstrem auséncia de efeitos
danosos em humanos do uso de psicoestimulantes no TDAH.

Também arriscamo-nos a sugerir que o desenvolvimento de formulagdes de
metilfenidato de liberagdo prolongada, amplamente propagandeadas nos tltimos anos,
pode ser compreendido como uma estratégia que, além de promover o conforto do
paciente a curto prazo (solidamente demonstrado em estudos), vise minimizar um
possivel efeito deletério das medicagdes de curta a¢do, que ainda ndo tenha sido
possivel demonstrar em estudos sistematizados.

Finalmente, nossos resultados negativos envolvendo estresse oxidativo e litio
divergem de parte da literatura, que vem demonstrando propriedades antioxidativas
deste sal. Por exemplo, em culturas celulares de tecido cortical demonstrou-se que o
tratamento com litio ou valproato preveniu a peroxidagao lipidica, a oxidagdo protéica
e o aumento do cdlcio livre intracelular, induzidos por glutamato (Shao et al., 2005),
assim como a ativagdo da via das caspases 2 e 3, pelo inibidor mitocondrial rotenona
(King e Jope, 2005). Talvez o trabalho relacionando litio e dano oxidativo cuja
metodologia mais se aproxime da utilizada em nosso experimento ¢ o de De
Vasconcellos et al. (2006) que, utilizando o mesmo procedimento de administragdo de
litio na ragdo dos animais, demonstrou um efeito do litio em induzir aumento nas
enzimas Glutationa Peroxidase (GPx) no hipocampo e Superdxido Dismutase (SOD)
no hipotdlamo. No trabalho de Vasconcellos o tempo de tratamento foi ligeiramente
superior (40 dias, em comparacdo com os 30 dias utilizados em nosso experimento).
Tendo em vista a complexidade e a dindmica dos fenomenos oxidativos, sugerimos
que mais estudos nesse campo envolvendo litio sdo necessarios, para uma melhor

compreensdo de suas eventuais propriedades.

* e
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A ma adesdo ao tratamento ¢ uma dificuldade frequente no manejo de doencas
cronicas. Nos paises em desenvolvimento, metade dos pacientes cronicos ndo segue
adequadamente as recomendac¢des médicas (Young et al., 1999; Goodwin e Jamison,
2007), e isso pode ter profundas consequéncias no caso de portadores de THB. Nestes
pacientes, a precipitacdo de episodios afetivos pode gerar desde angustia pessoal até
comportamentos extremos como o suicidio. No THB, a ndo aderéncia ¢ quase
certamente a principal causa de resposta pobre ao tratamento (Goodwin e Jamison,
2007) e esta descrito que os clinicos sdo, de um modo geral, pouco competentes na
avaliagdo da aderéncia — muitas vezes imaginando que o paciente estd usando a
medica¢do, quando na verdade ndo estd (Osterberg e Blaschke, 2005).

De acordo com uma revisao de estudos conduzidos entre 1976 e 2003, em média
42% dos pacientes bipolares ndo aderem ao tratamento (Perlick et al., 2004). Em
relacdo especificamente ao tratamento com litio, a média de ndo adesdo varia entre 14
e 79%, conforme o estudo, sendo proxima a 50% na maioria dos trabalhos (Goodwin
e Jamison, 2007). Efeitos colaterais da medicacdo, uma eficacia menor que a esperada
(ou maior, a ponto de evitar completamente as recorréncias e o paciente acreditar que
pode interromper a medicagdo), pressdes externas contra o tratamento farmacolégico,
perda da sensagdo de vitalidade e energia a que o paciente estava acostumado nas
hipomanias — vém sendo descritos como fatores associados a mé adesdo (Schou,
1997).

Menos de 20% dos pacientes em litioterapia ndo apresentard nenhum efeito
colateral (embora poucos pacientes experienciem parefeitos graves) (Goodwin e
Jamison, 2007). A relevancia dos efeitos colaterais pode variar de paciente para
paciente. Gitlin e colaboradores, por exemplo, encontraram que sede e politria (os
efeitos colaterais mais comuns do tratamento com litio) foram muito menos
importantes para os pacientes que o ganho de peso ou os efeitos cognitivos, e dentre
os possiveis efeitos colaterais, aquele que seria mais capaz de motivar a interrup¢ao
do tratamento seria o ganho de peso (Gitlin et al., 1989). Outros autores tém descrito
o ganho de peso como importante causa de ma adesdo ao tratamento com litio (Schou
et al., 1970; Baptista et al., 1995).

Os mecanismos do ganho de peso induzido por litio ndo sdo conhecidos. Ha
sugestdes de que uma interferéncia no metabolismo dos carbohidratos (Mellerup et

al., 1983; Srivastava et al., 1983), nos niveis de leptina (Atmaca et al., 2002), reten¢do
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hidrica (Garland et al., 1988) e acdes sobre o TNF-a (Himmerich et al., 2005) estejam
envolvidos.

Expressdes faciais em resposta a estimulagdo gustativa com alimento doce sdo
considadas um protdtipo de reagdes afetivas positivas, ou seja, a expressiao
comportamental de uma experiéncia prazerosa (Berridge, 2003). Diversas espécies, de
humanos a roedores, exibem um padrao bem definido de reagdes faciais a estimulos
doces, e a mensuragdo de tais reacdes vem sendo utilizada em pesquisa
comportamental relacionada as emogdes e ao sistema de recompensa (Steiner et al.,
2001).

O artigo 2 desta tese demonstra um efeito do litio sobre a expressdao de reacdes
afetivas em resposta a um sabor doce. O aumento no tempo de protrusdes de lingua
induzido pelo tratamento com litio sugere que o valor heddnico da solugdo de
sacarose esteja aumentado nos animais tratados, o que poderia favorecer a procura e o
consumo de alimentos doces, caso estes sejam livremente disponibilizados. Esta seria
a situacdo de pacientes em tratamento, que tém, de um modo geral, livre acesso a
varios tipos de alimento ao longo do dia. No artigo 3 demonstramos que o consumo
dos cereais Froot-Loops, de sabor doce e alto valor calérico, assim como de ra¢ao
normal, encontra-se aumentado nos animais tratados com litio, de um modo
sustentado — ou seja, durante 40 minutos de observagdo. Estes resultados ampliam o
que se demonstrou em dissertagdo de mestrado concluida em 2006 (Oliveira, 2006).
Ali demonstramos que a administracdo de litio a ratas Wistar levava a aumento do
consumo de alimento doce, em um periodo de 3 minutos de observagdo, € a uma
reducdo na laténcia para inicio de consumo em comparacdo com os controles. Tais
efeitos se observavam tanto no dia do teste (sexto dia do experimento) como nos
cinco dias de habituagdo precedentes. Nesta tese demonstramos um efeito semelhante
em ratos machos, utilizando um tempo de observacdo maior.

Ratos de laboratorio, assim como outros mamiferos, tendem a organizar sua
alimentag¢@o em periodos relativamente curtos de intensa ingestdo, mesmo quando ha
alimento disponivel constantemente. Tais periodos chamam-se “refeicdes” (“meals”),
e um tempo de observagdo de 30 minutos usualmente abarca duas ou mais refei¢cdes
(Clifton, 2005). Ao longo de uma mesma refeicdo a taxa de consumo alimentar decai
levemente (em especial em refeigdes doces ou no animal em privagdo alimentar)

(Clifton, 2000). Em nossos resultados os animais tratados com litio ndo apresentavam
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decréscimo significativo na quantidade de alimento ingerida ao longo do tempo de
observagao.

Em conjunto, nossos resultados sugerem que o consumo aumentado de alimentos,
em especial de alimentos doces, pode ser considerado um possivel mecanismo a
contribuir para o ganho de peso litio-induzido. Um aumento na palatabilidade desses
alimentos induzido por litio pode explicar, a0 menos em parte, o consumo aumentado.

Diversas técnicas psicoterapicas vém sendo propostas como métodos de aumentar
a adesdo ao tratamento, e intervengdes voltadas para o esclarecimento, prevengdo e
minimiza¢cdo de parefeitos relacionados ao peso podem ser uteis. Uma possivel
aplicagdo clinica de nossos resultados seria, por exemplo, a recomendacido de
monitorizagdo cuidadosa dos hébitos alimentares dos pacientes em litioterapia antes e
depois do inicio do tratamento (com o uso, por exemplo, de tarefas comportamentais
como didrios alimentares) e a pratica de psicoeducacdo com énfase neste possivel
efeito colateral.

A maioria dos trabalhos envolvendo litio e consumo de alimento consiste em
tarefas de condicionamento aversivo (O’Donnell e Gould, 2007). Por exemplo, litio é
capaz de induzir aversdo a sacarina (que normalmente causa preferéncia nos animais)
(Berg e Baenninger, 1974) e de reduzir as propriedades de refor¢co da sacarose na
tarefa de preferéncia condicionada ao lugar (Perks e Clifton, 1997). Também foi
demonstrado que o litio pode atenuar a auto-estimulagdo em animais (Edelson, 1976),
¢ diminuir o consumo de alcool (Ho e Tsai, 1976) ¢ morfina (Tomkiewicz ¢
Steinberg, 1974). Tais efeitos aversivos parecem dever-se a associagdo do estimulo
(um sabor, um lugar) a um desconforto fisiolégico abdominal causado pela
administracdo do litio (geralmente por via intraperitoneal) seguida da ingestdo de
alimentos (O’Donnell e Gould, 2007). Isso ¢ ilustrado pelo fato de que o pré-
tratamento com antieméticos, ou lesdes na area postrema, bloqueiam o
desenvolvimento da aversao (Frisch et al., 1995; Ritter et al., 1980). Em nosso
experimento, utilizamos a administragdo via oral do litio, através da racdo
disponibilizada nas caixas-moradia. Acreditamos que, uma vez sendo evitado o
desconforto fisioldgico associado as injegdes I.P., nossos resultados comportamentais
falam a favor de um efeito direto do tratamento com litio sobre estruturas e sistemas

envolvidos na regulacdo do comportamento alimentar.
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O tecido adiposo marrom ¢ uma das estruturas envolvidas no controle do peso
corporal de mamiferos, e vem recebendo consideravel atengdo recentemente. Embora
tenha sido considerado ndo existente ou ndo fisioldogico em humanos adultos — seria
observado apenas em situacdes de exposicao a frio ou estimulacdo adrenérgica
excessiva, como em feocromocitomas (Cannon e Nedergaard, 2004; English et al.,
1973) — trabalhos recentes tém descrito sua presenga fisiologica em seres humanos
adultos, em quantidade inversamente proporcional ao indice de massa corporal dos
individuos (Cypess et al., 2009; Van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen, 2009).
Em estudos animais o crescimento ou a ativagdo do tecido adiposo marrom
contrabalanca o ganho de peso induzido pela dieta e transtornos relacionados como
diabetes mellitus tipo 2 (Lidell e Enerbick, 2010), e pode influenciar o consumo de
alimentos (Himms-Hagen, 1995). A dessemelhanca do tecido adiposo branco, o
tecido marrom ndo parece ter distribuicdo corporal distinta entre homens e mulheres
(Cypess et al., 2009).

No quarto artigo desta tese demonstramos que o tratamento com litio reduziu
seletivamente o tecido adiposo marrom abdominal dos animais. E possivel que tal
efeito esteja relacionado aos resultados observados nas tarefas comportamentais
relacionadas a alimentagdo e reacdes afetivas. Como o efeito do litio foi prevenido
pela administragdo de metilfenidato, e tendo em vista a regulagdo noradrenérgica do
tecido marrom, propomos que o efeito do MPH pode estar relacionado a transmissao
noradrenérgica. A reducdo de massa de gordura marrom foi associada ao ganho de
peso induzido por uso a longo prazo de beta-bloqueadores (Sharma et al., 2001). Na
clinica, beta-bloqueadores como propranolol sdo frequentemente usados em
associacdo com litio para minimizar os tremores induzidos por este. Sugerimos que o
estudo de possiveis efeitos sobre o peso da associacdo litio e betabloqueadores
poderiam contribuir para sustentar ou refutar um efeito destes medicamentos sobre o
tecido adiposo marrom.

Outro possivel mecanismo associado aos resultados comportamentais observados
diz respeito a interagdo do litio com o sistema dopaminérgico. Foi demonstrado que a
administracdo de litio por trés semanas leva a uma redugdo nos niveis basais de
dopamina no niticleo accumbens, semelhante aquela observada apds exposi¢cdo ao
estresse (Gambarana et al., 1999). Contudo essa reducdo na dopamina tOnica se
acompanha de um aumento na reatividade do sistema dopaminergico frente a

novidades com propriedades de reforco, como a exposicdo a agucar de baunilha
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(Gambarana et al., 2003). Ratos tratados com litio apresentam picos dopaminérgicos
mais rapidamente que controles, atingindo no cortex pré-frontal medial concentragdes
mais altas que os controles. Além disso, animais tratados com litio ndo apresentam
habituacdo do sistema dopaminergico, em comparacdo com controles (Gambarana et
al., 2003). Contudo, estudos envolvendo litio e o sistema dopaminérgico tém
resultados distintos, provavelmente devido a complexidade propria desse sistema e a
influéncia do litio em varios pontos do mesmo.

Uma limitacdo de nosso trabalho ¢ que o tratamento utilizado ndo modela ganho de
peso nos animais. Os animais submetidos ao nosso protocolo de tratamento
apresentam um retardo no ganho ponderal nas primeiras duas semanas de tratamento,
e uma tendéncia para redu¢do de peso em determinados pontos do tratamento em
comparagdo com os controles (Oliveira, 2006). Acreditamos que isso se deva ao fato
de que em nossos experimentos alimentos com alto valor caldérico ndo sejam
disponibilizados ad libitum — e sim nos momentos dos testes. Isso se fazia necessario
para evitar um consumo preferencial de outros alimentos, em detrimento da racdo
contendo litio. Humanos em tratamento com litio, por sua vez, como ja foi

mencionado, podem ter livre acesso a todos os tipos de alimentos.

* e

Em resumo, retomando as perguntas de que partimos, os resultados obtidos

permitem respondé-las da seguinte forma.

[1] Hiperatividade induzida por MPH pode ser considerada um modelo de mania ?

Nao, mas possui validade aparente e de constructo como tal.

[2] Existem interag¢des significativas entre os efeitos do MPH e do litio em tarefas
comportamentais relacionadas a ansiedade e depressao?
Sim, em tarefas relacionadas a ansiedade e atividade exploratéria. Sobre o

comportamento depressivo apenas MPH demonstrou efeito.

[3] A administracdo de MPH ¢ capaz de causar dano neural passivel de prevengdo
com a administracao de litio?

Nao.
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[4] A administra¢do de litio ¢ capaz de influenciar a sensibilidade a estimulos
heddnicos?

Sim, de modo a aumenta-la.
[5] A administracdo de litio ¢ capaz de influenciar o consumo de alimento de um
modo sustentado?

Sim, aumentando o consumo.

[6] Existe um efeito diferenciado do litio sobre diferentes tecidos adiposos?

Sim, um efeito em reduzir a massa de tecido adiposo marrom.
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A administracdo de MPH induz aumento na locomogdo e nas reagdes verticais de
orientagdo na tarefa do campo aberto, ¢ induz aumento no niimero de entradas na
tarefa do labirinto em cruz elevado. O tratamento por 30 dias com litio ndo previne o
efeito sobre a locomogao induzido pelo MPH, de modo que hiperatividade induzida

por esta substancia ndo apresenta validade preditiva como modelo de mania.

Os animais tratados com litio e MPH permanecem mais tempo na area central do
campo aberto, realizam mais reagdes de orientagdo verticais nos primeiros cinco
minutos desta tarefa e ndo apresentam o decréscimo no niimero de entradas nos
bragos abertos exibido pelos animais tratados com cada droga isoladamente. Em
conjunto tais observacdes sugerem um efeito ansiolitico da administragdo conjunta de

ambas substancias, a ser confirmado por outros estudos.

A administracdo de MPH reduz a imobilidade na tarefa do nado forg¢ado, o que
sugere eventuais propriedades antidepressivas das formulagdes de liberacdo imediata

dessa substancia, a serem confirmadas por outros estudos.

A administragdo de MPH por 15 dias, na dose de Smg/Kg I.P., e o tratamento com
litio por 30 dias ndo induzem alteragdes nos niveis de espécies reativas ao TBA, no
TRAP, ¢ nas atividades da SOD ¢ da GPx. Contudo, a inducdo de estresse oxidativo

com a administragdo a longo prazo de MPH nao pode ser excluida.

O tratamento com litio aumenta o consumo de alimento doce ¢ de ragao normal,
aumenta a reatividade afetiva ao sabor doce e reduz a quantidade de tecido adiposo
marrom abdominal. Tais efeitos podem contribuir para o ganho de peso induzido pelo
tratamento com litio. A administragdo de MPH reduz o efeito do litio sobre a gordura
marrom abdominal, sugerindo que o efeito do litio se d€ através da via de transmissao

noradrenérgica.
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