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RESUMO

O Metilfenidato (MFD) é o psicoestimulante mais utilizado no Brasil para o tratamento do
Transtorno do Déficit da Atencdo e Hiperatividade (TDAH), distrbio neuropsiquiatrico
muito frequente na infancia, criancas na idade escolar e adolescéncia, porém esta sendo muito
prescrito, gerando a necessidade de estudar a seguranca de seu uso. Objetivou-se avaliar a
seguranca da ritalina®, em animais adultos, contemplando aspectos de neuro e
nefrotoxicidade. Avaliou-se 0s efeitos do Metilfenidato utilizando  modelos
neurocomportamentais de avaliagdo de ansiedade, depressdo, atividade locomotora e
convulsdo, ap0ds tratamento agudo em animais adultos, identificou-se os seus efeitos sobre os
niveis de monoaminas no hipocampo e corpo estriado, investigou-se a atividade da
acetilcolinesterase em hipocampo e corpo estriado (modelo colinérgico de convulsao),
avaliou-se o efeito do MFD em rim isolado, em células tubulares renais sobre a viabilidade e
proliferacdo da linhagem celular em estudo e avaliou-se 0s parametros bioquimicos renais in
vivo. O MFD aumentou todos os parametros analisados nos testes do labirinto em cruz
elevado, comprovando seu efeito ansiolitico, aumentou a atividade locomotora no teste do
campo aberto, ndo alterando o grooming e rearing, sugerindo um efeito ansiolitico e
desinibitério; No teste do rota rod, a coordenacdo motora dos animais ndo foi alterada,
mostrando que os efeitos do MFD n&o se relacionam com o bloqueio neuromuscular
periférico, mas sim, ocasionados centralmente; O MFD apresentou efeito antidepressivo no
teste do nado forgado, pois diminuiu 0 tempo de imobilidade dos animais, sugerindo uma
maior investigacdo nesse contexto, uma vez que o farmaco ndo € usado na clinica como
antidepressivo. Verificou-se 0 aumento da concentracdo das aminas bidgenas estudadas,
corroborando com o efeito antidepressivo observado no modelo nado forcado. No teste da
convulséo induzida por pilocarpina, o MFD diminuiu as laténcias de convulsdo e de morte,
demonstrando uma atividade proconvulsivante. Além disso, reduziu a atividade da AChE no
corpo estriado, sugerindo um possivel mecanismo colinérgico para potencializacdo das
convulsées no modelo do P400. O MFD reduziu o fluxo urinério, o ritmo de filtracdo
glomerular e o percentual de transporte tubular de sédio (%TNa*) quando comparado com o
grupo controle. Nos experimentos in vivo, com 24 e 48 horas ap6s tratamento com MFD, os
parametros da funcdo renal: uréia, creatinina, clearence de creatinina, excrecdo de Na* e K*
ndo foram alterados. O MFD ndo causou alteracGes histoldgicas em rins ap6s 24 e 48h de
tratamento. Nos testes com células tubulares renais MDCK, o MFD néo causou reducdo na
viabilidade das células epiteliais renais do tdbulo distal. Diante dos resultados, embora o
MFD pareca ser uma opcao segura para o tratamento do TDAH, ele deve ser utilizado com
cautela, uma vez que foram detectadas alteragdes nos parametros de fungédo renal, sugerindo
um possivel efeito nefrotoxico, devendo ser investigado em maior profundidade, a fim de
avaliar a intensidade desses efeitos em longo prazo.

Palavras-chave: Metilfenidato; Neurotoxicidade; Nefrotoxicidade



ABSTRACT

Methylphenidate (MFD) is the most widely used psychostimulant in Brazil for the treatment
of Attention Deficit and Hyperactivity Disorder (ADHD), very frequent neuropsychiatric
disorder in childhood, school-age children and adolescents; however, it is being prescribed
too frequently, creating the need to study the safety of its use. The objective was to evaluate
the safety of Ritalin use in adult animals, considering neuro- and nephrotoxicity aspects. We
evaluated the effects of methylphenidate using neurobehavioral evaluation models of anxiety,
depression, motor activity and seizures after acute treatment in adult animals, identified its
effects on monoamine levels in the hippocampus and striatum investigated
acetylcholinesterase activity in the hippocampus and striatum (cholinergic seizure model),
evaluated the effect of MFD on isolated kidney, on kidney tubular cells regarding the viability
and proliferation of the assessed cell line and evaluated renal biochemistry parameters in vivo.
MFD increased all analyzed parameters in the elevated plus maze tests, demonstrating its
anxiolytic effect, increased locomotor activity in the open field test, without changing the
grooming and rearing, suggesting an anxiolytic and disinhibitory effect; in the rotarod test,
the animals’ coordination was not affected, indicating that MFD effects are not related to the
peripheral neuromuscular blockade, but rather caused centrally; MFD showed an
antidepressant effect in the forced swimming test, as it decreased the immobility time of
animals, suggesting further investigation in this context, since the drug is not used in clinical
practice as an antidepressant. The levels of the assessed biogenic amines were increased,
corroborating the antidepressant effect observed in the forced swimming model. In the
pilocarpine-induced seizure test, MFD decreased the seizure latency and death, showing a
proconvulsant activity. In addition, it decreased AChE activity in the striatum, suggesting a
possible cholinergic mechanism for seizure enhancement in the P400 model. MFD reduced
urinary flow, glomerular filtration rate and renal sodium tubular transport percentage
(%TNa*) compared with the control group. In in vivo experiments, 24 and 48 hours after
treatment with MFD, the parameters of renal function: urea, creatinine, creatinine clearance,
Na* and K* excretion remained unaltered. In the histological analysis, MFD did not exert
harmful effects on the kidney. In tests with MDCK renal tubular cells, MFD did not reduce
the viability of renal epithelial cells of the distal tubule. Based on the results, although MFD
seems to be a safe choice for the treatment of ADHD, it should be used with caution, as
changes were detected in renal function parameters, suggesting a possible nephrotoxic effect
that should be investigated more thoroughly, to evaluate the intensity of these long-term
effects.

Keywords: Methylphenidate; Neurotoxicity; Nephrotoxicity
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1. INTRODUCAO

O Transtorno do Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um distarbio
neuropsiquidtrico comum que causa transtornos sociais, académicos e ocupacionais
principalmente em criancas e adolescentes (WIGAL; TAN; APPETON, 2009). No Brasil, a
prevaléncia desse transtorno € em torno de 7% (COUTO et al, 2010).

O Metilfenidato (MFD) é o farmaco de primeira escolha no tratamento do TDAH
(ITABORAHY; ORTEGA, 2013), apresenta agdo curta, de 2 a 3 horas, com concentracao
plasmatica 2 horas ap0s a ingestdo oral (GREENHILL et al., 2002). O medicamento parece
ser efetivo em todas as idades, mesmo nos pré-escolares e naqueles que tém a TDAH
instalada na vida adulta e parece ser seguro (DOPPHEIDE; PLISZKA, 2009; LEONARD,
2004).

Trata-se do psicoestimulante mais consumido em termos mundiais (ITABORAHY;
ORTEGA, 2013). Estudos mostram que sua producédo passou de 2,8 toneladas, em 1990, para
quase 38 toneladas, em 2006; e isto se deve ndo somente a sua vinculacdo ao TDAH, mas
principalmente a intensa publicidade acerca do medicamento (ITABORAHY; ORTEGA,
2013). No Brasil, seguindo essa tendéncia mundial, 0 consumo também esta crescendo ao
longo dos anos. Em 2007, foram vendidas para a populacdo quase 1.150.000 caixas de MFD
(ITABORAHY, 2009).

De fato, existe a preocupacdo da sociedade com a publicidade macica da industria
farmacéutica envolvendo o MFD, uma vez que, por meio de informes publicitarios, ocorre a
valorizacdo apenas dos beneficios desse farmaco, ampliando a necessidade de consumo. Tais
preocupagcOes podem funcionar como uma coer¢cdo para 0 uso abusivo do MFD,
principalmente em relacdo ao seu efeito de promover o aprimoramento cognitivo,
expressamente relatado por jovens universitarios dentre outros aspectos, além do seu uso no

TDAH, com diagnosticos imprecisos (ORTEGA; BARROS, 2011).
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Na verdade, o fato do diagnostico do TDAH ser clinico e de ndo existir medidas
objetivas que o confirme (KEEN; HADJIKOUMI, 2008), faz com que o TDAH se torne um
grande problema de saude publica, pois os diagndsticos podem estar superestimados, levando
a um aumento na prescricio de MFD (WANNMACHER, 2006; GRUND et al., 2006;
ASKENASY et al., 2007). O metilfenidato é indicado em THDA para criancas a partir de seis
anos de idade, adolescentes e adultos; contudo, € crescente seu uso ‘ndo aprovado’ em
criancas com menos de seis anos (OESTREICHER et al., 2007).

O Metilfenidato bloqueia a recaptacdo de dopamina e noradrenalina para dentro dos
neurdnios e parece estimular o cortex cerebral e estruturas subcorticais (VOLKOW, 2002). As
principais manifestacdes clinicas causadas pela “overdose” de metilfenidato sdo agitacao,
crise convulsiva, alucinaces, psicose, letargia, tonteira, taquicardia, hipertensdo e hipertermia
(KLEIN-SCHWARTZ, 2002; TORRES, 2008; TAN; APPETON; HIGGINS, 2009).
Contudo, tais manifestacfes devem ser melhor investigadas pois, por exemplo, existem
poucos estudos mostrando se o0 MFD desenvolve epilepsia ou exacerba as convulsdes em
criangas com diagndstico de epilepsia ja estabelecido, fazendo com que haja a recomendacéo
do uso cauteloso de MFD em criangcas com epilepsia e TDAH (TORRES, 2008; TAN;
APPETON, 2009).

Casos de mortes subitas em criancas e adolescentes, efeitos adversos sobre o Sistema
Nervoso Central (SNC) e efeitos sobre o crescimento tém propiciado a introducdo de novas
substancias e maiores investigacdes relacionadas a eficacia e seguranca desses medicamentos
na terapia e manejo do TDAH (WIGAL, 2009).

Estudos em animais mostram que a administracdo aguda e crénica de MFD aumenta o
indice de danos ao DNA no corpo estriado e hipocampo, 0 que pode ser devido a, pelo menos
em parte, radicais livres gerados durante a oxidacdo da dopamina, que por sua vez, &

metabolizada, gerando radical hidroxila (ANDREAZZA et al., 2007).
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Estudos demonstraram que a exposicdo ao MFD em longo prazo pode modificar
comportamentos relacionados a ansiedade, depressdo, convulsdo e circuitos neurais
relacionados na idade adulta em animais (BRITTON; BETHANCOURT, 2009).

Assim, estudos em animais sdo muito importantes para elucidar os mecanismos pelos
quais o0 MFD altera o funcionamento do sistema nervoso central. Quando modelos animais
sdo utilizados para reproduzir condicbes clinicas, eles devem ser capazes de mimetizar os
sintomas fundamentais da condicdo estudada, confirmar o racional tedrico implicado na
génese do problema e predizer aspectos do comportamento, genética e neurobiologia da
doenca em questdo (KOOJI; GLENNON, 2007).

O metilfenidato, além de ser largamente utilizado para o tratamento do TDAH e para a
narcolepsia, um raro transtorno do sono, tem outros trés usos “ndo médicos” relatados na
literatura: o recreativo, para aumentar o tempo de vigilia e disposi¢cdo durante o lazer; o
estético, para auxiliar 0 emagrecimento; e o aprimoramento cognitivo, para melhorar o
desempenho cognitivo profissional e académico (NIDA, 2005).

Alguns estudos epidemioldgicos (LOW; GENDASZEK, 2002; HALL, 2005; WHITE,
2006; TETER, 2006) apontam que o MFD ¢é um dos medicamentos mais utilizados para
aprimoramento cognitivo. O uso do metilfenidato estd aumentando entre os estudantes para
melhorar o rendimento académico, proporcionando aumento na capacidade de concentracéo,
atencdo e estado de alerta também em pessoas saudaveis (NIDA, 2005).

Um estudo realizado no Ceara analisou 57 processos de solicitacdo do Metilfenidato
no Estado do Ceara e encontrou que a diminui¢do dos sintomas do transtorno e a melhora do
convivio social e escolar foram as principais justificativas para a indicacdo do metilfenidato
(OLIVEIRA, 2013). O autor ainda revela que a demanda de solicitagdo do medicamento vem

aumentando a cada ano.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Britton%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19540871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bethancourt%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19540871
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Além disso, pouco se conhece acerca do funcionamento renal e os efeitos
comportamentais dos pacientes em uso de MFD, e se esse farmaco, de forma aguda ou
cronica, provoca ou ndo algum efeito sobre o SNC e sistema renal. E importante, entdo,
identificar evidéncias robustas de efetividade e seguranca de seu uso na populacdo (DIAS;
HOEFLER, 2009).

Devido a necessidade de se investigar apropriadamente os efeitos do MFD, em estudos
animais e em humanos, associado ao fato do aumento do nimero de prescri¢ces e do seu uso
continuado até a vida adulta (HIGGINS, 2009), uma vigilancia pds-comercializacdo é
justificada, abrangendo estudos de utilizacdo do medicamento e farmacovigilancia, de modo a
possibilitar o uso eficaz e seguro nas pessoas e sociedade. Vale ressaltar, o uso indiscriminado
desse medicamento que constitui uma problematica atual, uma vez que é usado em diferentes
idades e particularmente, em jovens, para aumentar a concentracdo em situacdes dificeis
como realizacao de exames escolares.

Nesse sentido, o presente trabalho objetivou, num contexto de investigacdo dos
aspectos de seguranca, estudar o Metilfenidato em animais adultos, em dose Unica,
particularmente focalizando os possiveis efeitos desse farmaco sobre o SNC e na funcéo

renal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Transtorno do Déficit da Atencéo e Hiperatividade (TDAH)

O Transtorno do Déficit da Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um distarbio
neuropsiquiatrico muito freqliente na infancia, em criancas na idade escolar e na adolescéncia
(KLEIN-SCHWARTZ, 2003), que causa transtornos sociais, académicos e ocupacionais
principalmente em criancas e adolescentes (TAN; APPETON, 2005; WIGAL, 2009).

Ao longo da historia, o0 TDAH tem aparecido com varia¢fes na sua nomenclatura,
incluindo algumas denominacdes como Lesdo Cerebral Minima, Reacdo Hipercinética da
Infancia, Disturbio do Déficit de Atencdo ou Disturbio de Hiperatividade com Déficit de
Atencdo/Hiperatividade (POETA; NETO, 2006).

A etiologia do TDAH é multifatorial, ou seja, ndo ha um unico fator e inclui diversos
fatores como baixo peso ao nascer, exposicao pré-natal ao alcool ou cigarro (MICK et al.,
2002), idade e satde materna, duracdo do parto, sofrimento fetal (SPENCER et al., 2002) e
componentes genéticos. A hereditariedade tem sido muito estudada, mostrando que o TDAH
é transmitido entre familiares (FARAONE, 2004). Estudos realizados com gémeos e com
criancas adotadas relatam que os genes tém papel importante na transmissdao do TDAH em
uma familia (BIEDERMAN; FARAONE, 2005).

Esses estudos vém sendo conduzidos para relacionar genes reguladores dos receptores
dopaminérgicos, transportador de dopamina e adrenorreceptores com o TDAH e diferentes
respostas ao tratamento com metilfenidato (ROHDE et al., 2003; LOWE et al., 2004). Os
resultados sdo consistentes com a idéia de que ha uma vulnerabilidade genética para 0 TDAH

sendo mediada por genes de pequeno efeito (FARAONE et al., 2005), porém, os estudos
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genéticos ainda sdo muito controversos, principalmente quanto o papel dos genes DRD4 e
DATL, primeiros genes diretamente relacionados ao TDAH (COUTO et al., 2010).

Alguns autores apontam evidéncias de que o TDAH se trata de um distarbio
neurobioldgico, podendo estar atribuidas a duas possiveis causas: uma relacionada ao déficit
funcional do lobo frontal, mais precisamente o cortex cerebral e a outra ao déficit funcional de
certos neurotransmissores (SEGENREICH; MATTOS, 2007).

O TDAH esté associado com sintomas clinicos heterogéneos: comorbidade e eventos
psicossociais. Estudos clinicos e epidemiol6gicos mostram que os individuos que apresentam
TDAH tém risco aumentado de desenvolver comorbidades e de usarem substancias de abuso
(MURPHY et al., 2002; COX et al., 2004; ABIKOFF et al., 2004).

Em criancas com TDAH é bastante freqiiente o surgimento de outras comorbidades
mentais. Souza et al. (2001) estudaram um grupo de criancas e adolescentes com TDAH e
descobriu que mais de 85% tinham transtornos comorbidos. As desordens de conduta e
desafiador de oposicdo foram os mais comuns. Outros estudos também indicam a presenca de
transtornos de ansiedade, depressdo, transtorno bipolar e tiqgues motores (GHANIZADEH,
2009).

Dige e Wik (2005) examinaram a memdria em funcionamento em 48 pacientes adultos
com TDAH néo tratados. Em comparagdo com controles sadios, 0s pacientes com TDAH
pontuaram piora significativa nos testes para avaliagdo de memoria da dupla tarefa verbal,
teste de memoria de curto e longo prazo, teste de recordagdo imediata e atrasada, o
reconhecimento e testes de aprendizagem visual.

Porém, estudos realizados por Verster et al., (2010), que analisaram os efeitos do
metilfenidato sobre funcionamento da memoria de adultos com TDAH, mostraram uma

significativa melhoria na memdria declarativa de funcionamento apos administragdo do MFD.
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Ja a associacdo entre TDAH e epilepsia, assim como outras comorbidades, pode
causar importante impacto na vida social dos individuos afetados e seus familiares. Estudos
clinicos sugerem que 30-40% das pessoas com epilepsia também apresentam TDAH
(ALDENKAM et al., 2006).

Os pacientes com epilepsia geralmente sdo excluidos dos ensaios clinicos que
estabeleceram a seguranca e eficacia dos medicamentos estimulantes, incluindo o MFD para o
tratamento do TDAH. Consequentemente, a maioria dos pacientes que tém
TDAH em comorbidade com epilepsia ndo recebem tratamento para 0 TDAH por causa de
preocupaces de que os estimulantes possam piorar as crises (TAN; APPLETON, 2005).

Nesses casos, é importante levar em consideracdo antes de iniciar o uso de MFD, a
adequacdo do uso de farmacos anti-epiléticos, além de intervencGes psicossociais e
alternativas para tratamento (GONZALEZ-HEYDRICH et al., 2006; BAPTISTA-NETO et
al., 2008).

Estima-se que quase 50% dos casos de TDAH em adultos levam a um ou mais
transtornos de ansiedade, com maior prevaléncia em mulheres que em homens. Cerca de 30%
dos adultos com TDAH tém dependéncia de alcool/drogas. Além disso, a maior taxa de
transtornos de ansiedade também existe nos individuos com TDAH e alcool/dependéncia de
drogas, em compara¢do com grupo controle ou com individuos somente com TDAH, alcool e
dependéncia de drogas (BIEDERMAN; FARAONE, 2005; WILENS et al., 2005).

Estudos utilizando cérebro de ratos jovens apds exposi¢do crénica ao MFD mostraram
que enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial sdo ativadas (FAGUNDES et al., 2007)
contrastando com outros estudos que resultaram em insuficiéncia de energia por disfuncao
mitocondrial, cujo efeito leva a patogénese de varias doencas como deméncia, isquemia

cerebral, alzheimer e parkinson (BLASS, 2001; SCHURR, 2002). Outros estudos em animais



26

tém demonstrado que o MFD pode acarretar alteracfes no processo da cogni¢cdo (CHUHAN,
2006; LEBLANC, 2007; BETHANCOURT, 2009).

A prevaléncia do TDAH na populacdo varia de 2,2% a 17,8% e é provavel que essa
variacdo decorra mais das escolhas metodoldgicas dos diversos estudos do que das diferencas
geograficas (FARAONE et al., 2003; POLANCZYK et al., 2007; SKOUNTI et al., 2007). O
TDAH afeta 8-12% de criancas em todo o mundo. A prevaléncia desse transtorno nos Estados
Unidos da Ameérica é 6-9% nos jovens (isto €, criancas e adolescentes), e 3-5% nos adultos. A
taxa de prevaléncia nos jovens é semelhante em todo o0 mundo (DUNN, 2003; DOPPHEIDE;
PLISZKA, 2009).

No Brasil, as publicacbes de maior rigor metodoldgico, indicam a prevaléncia em
torno de 5% em criancas de idade escolar (SKOUNTI et al., 2007). Estudos em adultos
indicam uma prevaléncia de 2,0% a 4,0% (KESSLER et al., 2006).

Ha estudos epidemioldgicos mostrando que o sexo masculino e baixa renda familiar
estdo associados ao alto risco de prevaléncia desta doenca (DOYLE, 2004). H& casos de
TDAH em meninas, porém a incidéncia é menor do que em meninos. Esta diferenca das taxas
de prevaléncia entre os sexos é devido ao fato de que o TDAH € menos disruptivo em
mulheres do que em homens (BIEDERMAN; FARAONE, 2004).

A incidéncia do TDAH é maior em criangas. Este transtorno pode ocorrer com
comorbidades afetando o desenvolvimento, tanto neuroldgico quanto psicoldgico da crianca.
No entanto, ndo ha estudos avaliando a consequéncia dos efeitos do Metilfenidato em longo
prazo.

Em relacdo a sintomatologia clinica do TDAH, as criangas com TDAH geralmente séo
muito inquietas, agitam-se, interrompem conversas, ndo aguardam sua vez em brincadeiras ou

na escola, perdem seus objetos com freqiiéncia. Por serem impulsivos, geralmente respondem
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aos professores muitas vezes antes de ouvir uma pergunta até o final (BARKLEY, 2002;
KONESKI, 2007).

Na escola, cometem erros simples, por distracdo (troca de sinais, letras, estrutura das
operacdes matematicas). Porém, no geral, ndo tém dificuldades de aprender, mas sim para
executar as tarefas, com rendimento escolar abaixo do esperado (BENCZIK, 2002;
PASTURA et al., 2005). Muitas vezes sdo rotuladas como malandras, preguicosas, que vivem
no “mundo da lua”, especialmente porque, quando numa atividade de maior interesse,
conseguem permanecer mais atentas (BARKLEY, 2002; KONESKI, 2007).

A apresentacdo clinica varia conforme a idade da crianca. Os mais novos sdo mais
inquietos e impulsivos, enquanto nos adolescentes e adultos, predominam as caracteristicas da
desatencdo (DOYLE, 2004; BIEDERMAN; FARAONE, 2005). Cerca de 60% dos pacientes
mantém os sintomas na vida adulta, com menor hiperatividade, persistindo a desatencao.
Apresentam dificuldades no relacionamento conjugal, se envolvem mais frequentemente em
acidentes de transito, apresentam problemas no emprego e maior incidéncia de transtornos por
uso de substancia psicoativa (KESSLER et al., 2006; MATTOS et al., 2006; BALINT et al.,
2009).

O TDAH ¢ classificado em trés subtipos: a) com predominio de sintomas de
desatencdo, cerca de 30%; b) com predominio de sintomas de hiperatividade/impulsividade,
cerca de 20%; c) subtipo combinado, cerca de metade dos casos. O tipo com predominio de
sintomas de desatencdo é mais freqliente no sexo feminino, e é 0 que mais acarreta prejuizo
no rendimento escolar, enquanto no subtipo com predominio hiperatividade/impulsividade,
encontram-se criangas com maior comprometimento social (ROHDE et al., 2004; LUBKE et
al., 2007).

Quanto ao diagnostico do TDAH, o critério classificatério mais utilizado na literatura

é fornecido pelo Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais — quarta edi¢édo



28

(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth edition — DSM-1V). O
diagnostico requer, pelo menos, a presenca de seis de nove caracteristicas comportamentais de
desatencdo e hiperatividade/impulsividade, esses sintomas devem estar presentes, no minimo,
h& pelo menos seis meses, tendo iniciado antes dos sete anos de idade, e resultando essa
sintomatologia num funcionamento mal adaptativo e inconsistente com o nivel de
desenvolvimento. Tais sintomas devem estar presentes em dois ou mais ambientes distintos
(por exemplo: casa e escola), 0 que pode causar prejuizo académico e social para 0s
individuos (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2002).

O diagnostico do TDAH é fundamentalmente clinico, pois atualmente ndo existe
nenhum marcador biogquimico para esse transtorno (TRIPP; WICKENS, 2009). Tal
diagnostico requer a avaliacdo das manifestacBes caracterizadas por uma combinagdo de
problemas com a atencdo (baixa concentracdo, distractabilidade e esquecimentos) e também
hiperatividade e impulsividade. Tais sintomas frequentemente persistem na idade adulta
(FARAONE et al., 2003).

E importante destacar que para o diagnostico de TDAH é necessario correlacionar os
sintomas com a histdria de vida da crianca, desde que a desatencdo, a hiperatividade e a
impulsividade, isoladamente, podem ser resultantes de problemas no relacionamento das
criangas com 0s pais e amigos, sistemas educacionais inadequados ou outros transtornos
comumente encontrados na infancia e adolescéncia. Além disso, o diagnostico realizado antes
dos sete anos de idade deve ser cauteloso, pois entre quatro e cinco anos um certo grau de
hiperatividade em criangas é aceitavel, uma vez que o desenvolvimento neuroevolutivo do
encéfalo, com a completa mielinizacdo da area pré-frontal, ocorre nessa faixa etaria (MICK et

al., 2002).
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2.2. Neurobiologia do TDAH

A teoria cientifica atual defende que no TDAH existe uma disfuncdo da
neurotransmissao dopaminergica na area frontal (pre-frontal, frontal motora, giro cingulo);
regibes subcorticais (estriado, tdlamo médiodorsal) e a regido limbica cerebral (nucleo
acumbens, amigdala e hipocampo). Alguns trabalhos indicam uma evidente alteracdo destas
regides cerebrais resultando na impulsividade do paciente (RUBIA et al., 2001).

Alteracbes em vias dopaminérgicas e noradrenérgicas desempenham importante papel
na fisiopatologia do TDAH, apesar de ndo existir ainda compreensdo total a respeito dos
mediadores quimicos envolvidos (PRINCE, 2008; WILENS, 2008).

Evidéncias obtidas por meio de estudos farmacol6gicos, de neuroimagem e de lesdes
cerebrais, sugerem que as catecolaminas, dopamina e noradrenalina desempenham papel
fundamental (PRINCE, 2008; LEVY, 2009). Mas, apesar desse maior envolvimento com as
catecolaminas, é provavel que ocorra desequilibrio entre os vérios sistemas de
neurotransmissores que interagem entre si, determinando os diferentes fen6tipos observados
(KHAN; FARAONE, 2006; PRINCE, 2008; MICK; FARAONE, 2008).

Investigacdo neurobioldgica realizada em pacientes com TDAH tem mostrado uma
falta de conexdo nas principais regides cerebrais envolvidas, deficiéncia de controle inibitério
e retardo na maturacdo do cérebro, bem como disfuncdo dopaminérgica e noradrenérgica em
varias regides cerebrais (DOPPHEIDE; PLISZKA, 2009).

Nos ultimos anos, tambem se atribui papel relevante a outros neurotransmissores
bioquimicos, como a serotonina, glutamina, histamina e acetilcolina (WILENS, 2008;
PERLOV et al., 2008; SZOBOT et al., 2008). Especificamente, as insuficiéncias nos circuitos
do cortex pré-frontal e amigdala, a partir da neurotransmisséo das catecolaminas, resultam nos

sintomas de esquecimento, distratibilidade, impulsividade e desorganizagdo (ARMSTEN; LI,
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2005). Nos estudos utilizando imagens de ressondncia magnética, demonstrou-se a
diminuicdo de atividade neural na regido frontal, cortex cingular anterior e nos ganglios da
base de pacientes com TDAH (BUSH et al., 1999).

Em apoio as evidéncias neuroldgicas, estudos genéticos indicam que a maioria dos
genes especificos implicados no TDAH codifica sistemas de sinais de catecolaminas e
incluem o transportador de dopamina (DAT), transportador de noradrenalina (NET),
receptores dopaminérgicos D4 e D5, dopamina b-hidroxilase e a proteina-25 (SNAP-25) que
facilitam a liberagdo dos neurotransmissores implicados no TDAH (YANG et al., 2004;
FARAONE et al., 2005).

Na regido cerebral, a acdo reguladora do comportamento humano € feita pelo lobo
frontal, que exerce uma série de funcdes de carater inibitério como impulsos e velocidade de
acOes e pensamentos. No entanto o cérebro é formado por uma rede de conecgdes resultando
em interligacbes entre suas regides cerebrais formando uma rede de informacdo. Essas
informacdes sdo passadas através dos neurdnios que no caso do TDAH seriam a dopamina e a
noradrenalina.

Varias estruturas cerebrais estdo envolvidas na organizacdo do comportamento
emocional, tais como hipocampo e corpo estriado. Essas estruturas possuem importante
interacdo anatomica e estdo envolvidas em modalidades funcionais interdependentes que
coordenam o comportamento emocional e cognitivo, além disso foram as estruturas cerebrais

onde foram avaliados os pardmetros neurotdxicos e oxidativos.

2.2.1. Hipocampo

O hipocampo possui importantes conexdes com o talamo, hipotdlamo e cortex

entorrinal. Estas conexdes lhe permitem atuar como conferidor das informagdes sensoriais
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provenientes do cértex entorrinal, e confronta-las com as predicdes geradas no sistema
limbico, que, por sua vez, integra informacdes de outras partes do cérebro, incluindo o cortex
pré-frontal. O hipocampo funciona como modalidade controle, que gera inibicéo
comportamental, acompanhada por aumento de atencdo ao meio e do aumento da vigilancia
aos estimulos potencialmente perigosos (McNAUGHTON; GRAY, 2000; BRANDAO,
2001). Esta funcao hipocampal é de grande importancia em situacGes em que se estabelece o
conflito entre evitar o estimulo potencialmente perigoso e aproximar-se dele
(McNAUGHTON; GRAY, 2000).

O hipocampo, que faz parte do sistema limbico, atua na regulacdo do comportamento
emocional, memoria e aprendizagem. Do ponto de vista neuroquimica, as areas encefalicas
relacionadas ao comportamento emocional sdo importantes porque apresentam enorme
diversidade de substancias ativas, como as monoaminas. A riqueza dessas areas em
monoaminas, em especial a noradrenalina, serotonina e dopamina, € muito significativa tendo
em vista que muitos medicamentos usados no tratamento de distirbios do comportamento
agem modificando o teor das monoaminas cerebrais (MACHADO, 2004).

Os mecanismos serotonérgicos do hipocampo sdo importantes no processo de
informacdo aversiva (GRAEFF, 1997; DEAKIN; GRAEFF; GUIMARAES, 1992;
GOLDSTEIN et al., 1996). O efeito amnésico causado por lesdes hipocampais € bem
documentado, levando a numerosas teorias de funcdo hipocampal sobre memaria, contudo,
esses danos podem resultar em desinibicdo comportam ental e reducdo da ansiedade. Um
numero crescente de estudos sugere que esses efeitos comportamentais diversificados devem
ser associados a diferentes subregides hipocampais. O hipocampo dorsal tem papel
preferencial em certas formas de aprendizagem e Memodria, notavelmente aprendizagem
espacial, enquanto o hipocampo ventral exerce atividade em processos cerebrais associados a

ansieade (BANNERMAN et al., 2004).
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2.2.2. Corpo Estriado

O corpo estriado é uma estrutura onde estimulos com valores afetivos e emocionais
interagem com areas motoras (MOGENSON; JONES; YIM, 1980; PENNARTZ;
GROENEWEGWN; LOPEZ DA SILVA, 1994). O corpo estriado é considerado uma
importante area de producdo de respostas emocionais, contudo, mudangas no seu contetdo
monoaminérgico podem implicar em varias desordens cerebrais, incluindo a ansiedade
(SESACK; PICKEL, 1992).

O corpo estriado funciona como uma interface entre os sistemas motivacional e motor,
de modo a servir de canal por onde o estimulo com valor afetivo e emocional acessa as vias
efetoras-motoras (MOGENSON; JONES; YIM, 1980; PENNARTZ; GROENEWEGWN,;
LOPEZ DA SILVA, 1994).

Sabe-se que a exposicdo a um estresse moderado ativa o sistema dopaminérgico no
cortex pré-frontal enquanto ndo afeta 0 metabolismo dopaminérgico no estriado. Por outro
lado, a exposigdo a um estresse mais intenso resulta em um recrutamento do sistema
dopaminérgico mesolimbico que inerva o corpo estriado (ROTH et al., 1988; GOLDSTEIN et
al., 1996).

O cortex pré-frontal e corpo estriado estdo, portanto, conectados anatdbmica e
funcionalmente. A regulacdo cognitiva que o cortex pré-frontal exerce sobre a reatividade
emocional organizada no corpo estriado € uma evidéncia importante nesse sentido
(GOLDSTEIN et al., 1996).

As conexdes do corpo estriado sao muito complexas. Sabe-se hoje que suas funcdes
sdo exercidas atraves de um circuito basico que liga o cortex cerebral, o qual por sua vez, é
modulado ou modificado por circuitos subsidiarios ou satélites que a ele se ligam. O estriado

(ndcleo caudado e putdmen), assim como o cerebelo, tem a fungdo do planejamento motor.
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Alguns autores acreditam que o estriado também pode influenciar a area pré-frontal, ligadas a

funces psiquicas (MACHADO, 2004).

2.3. Metilfenidato (MFD)

Tratamentos comportamentais e intervencfes psicossociais SA0 necessarios ao
adequado manejo de pacientes com TDAH (VAN DER OORD et al., 2008; FABIANO et al.,
2009), porém o tratamento medicamentoso é fundamental. O metilfenidato (MFD) é o
psicoestimulante mais utilizado no Brasil para o tratamento do TDAH (SZOBOT et al., 2008).

O metilfenidato é comercializado no Brasil com os nomes Ritalina®, Ritalina LA®, e
Concerta®. Além da dose, o que diferencia o Concerta® da Ritalina® é a sua forma de
liberacdo lenta no organismo, sendo administrado apenas uma vez ao dia e a Ritalina®,
prescrita em duas ou trés doses diarias. A Ritalina LA® também é uma formulacdo de
liberacdo controlada. Tais formulag6es de acdo prolongada séo consideradas mais eficazes por
diminuir o risco de abuso e facilitar o tratamento (LOUZA; MATTOS, 2007).

O MFD é um farmaco simpatomimético, com acdo farmacoldgica relacionada a
valorizacdo extracelular dos niveis de dopamina no estriado (TEO et al., 2003;
BIEDERMAN; FARAONE, 2005), através do bloqueio dos transportadores de dopamina,
ampliando a duracdo da resposta de dopamina além da estimulacdo noradrenérgica no cértex
(BIEDERMAN; FARAONE, 2005; VOLKOW et al., 2005; WILENS, 2008) e produz
respostas motoras ap6s a administracdo repetida do mesmo (BRANDON et al., 2001). A
distribuicdo no cérebro humano é heterogénea, com as maiores concentra¢cbes no corpo
estriado, cortex cerebral e no cerebelo (VOLKOW et al., 2005).

O MFD aumenta as concentragdes extracelulares de dopamina nos circuitos de

recompensa do cérebro de ratos, incluindo o nucleo accumbens e as regides relacionadas da
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mesma forma que outros estimulantes como a cocaina e anfetaminas conhecidas pelo uso
como drogas de abuso (SWANSON; VOLKOW, 2002). Foi verificado que o uso ilicito de
MFD aumentou entre os adolescentes nos ultimos anos (ACHAT-MENDES et al., 2003).

A dose terapéutica situa-se entre 20 e 60mg/dia (GREENHILL et al., 2001; TEICHER
et al., 2006). Como a meia-vida do metilfenidato € curta — cerca de quatro horas, geralmente
se utiliza o esquema de duas ou trés doses por dia, com ajustes da dose, conforme a resposta

clinica (GREENHILL et al., 2002).

Tabela 1. Preparacdes de Metilfenidato comercializadas no Brasil para o tratamento do

TDAH.
Forma Preparacdes Duragéo
Medicamentos Dose recomendada
farmacéutica (mg) aproximada (h)
0,3-1 mg/kg 3 vezes/dia;

Ritalina® Comprimido 10 3-4
até 60 mg/dia
Ritalina LA® Capsula 20, 30, 40 8 até 60 mg/dia
Concerta® Comprimido 18, 36, 54 12 até 54 mg/dia

Fonte: OLIVEIRA, 2013.

O Metilfenidato é hoje o psicoestimulante mais consumido no mundo, mais que
todos os outros estimulantes somados. Segundo o relatério da Organizacdo das NacGes
Unidas sobre producdo de psicotrépicos, (ITABORAHY; ORTEGA, 2013) sua producdo
mundial passou de 2,8 toneladas em 1990 para quase 38 toneladas em 2006. Isto se deve, ndo
somente a sua vinculagdo ao TDAH, mas principalmente a intensa publicidade do
medicamento voltada diretamente aos consumidores norte-americanos. No Brasil, 0 consumo
também vem crescendo ao longo dos anos. Em 2000, o consumo nacional de metilfenidato foi
de 23 kg. A producdo brasileira passou de 40 kg em 2002 para 226 kg em 2006. Além disso,

em 2006, o Brasil importou 91 kg do estimulante (INCB, 2008).
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A resposta ao MFD ¢ altamente eficaz, promovendo uma melhora significativa em
aproximadamente 70 % dos pacientes com TDAH (ZITO et al., 2000; ACCARDO;
BLONDIS, 2001), sendo que pode variar conforme a dosagem utilizada, a presenca de
comorbidades e as associacdes medicamentosas (TEICHER et al., 2008; VAN DER OORD et
al., 2008; GARCIA et al., 2009).

Normalmente o MFD ¢ prescrito por um periodo prolongado de tempo e como a taxa
de diagnostico de TDAH tem aumentado nos ultimos anos, a utilizacdo do medicamento
aumentou (GRUND et al., 2006; ASKENASY et al., 2007).

O MFD apresenta baixa frequéncia de efeitos colaterais, que foram considerados leves
em 3%, e moderados em 10% dos casos (TEICHER et al., 2006), sendo que os efeitos
adversos mais observados sdo perda de apetite, cefaléia, dor abdominal, irritabilidade,
dificuldade em iniciar o sono e, com menor frequencia, taquiarritmia ou hipertensdo

(NISSEN, 2006; KENDALL et al., 2008).

ZT

Figura 1. Estrutura do Metilfenidato (MFD)

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Methylphenidate-2D-skeletal.svg

Quanto aos eventos adversos envolvendo o MFD, bem como interagcbes deste com

outros farmacos, tem sido relatado em artigos cientificos. Dentre os efeitos colaterais do MFD


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Methylphenidate-2D-skeletal.svg
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que surgem em curto prazo, prevalecem a reducdo de apetite, insbnia, cefaléia e dor
abdominal, sendo dose-dependente e de média intensidade. Em relacdo a overdose, as
principais manifestacdes clinicas envolvendo o MFD sdo: agitacdo, crise convulsiva,
alucinacfes, psicose, letargia, tonteira, taquicardia, hipertensdo e hipertermia (KLEIN-
SCHWARTZ, 2002; TAN; APPETON, 2005; TORRES, 2008; HIGGINS, 2009). No entanto,
a exposicdo precoce pode aumentar o risco para 0 abuso subseqliente de anfetaminas
(VALVASSORI et al., 2007). O abuso e a dependéncia ao medicamento sdo observados
muito raramente (PASTURA; MATQOS, 2004).

Em longo prazo, sdo descritas alteracbes discretas de pressdo arterial e fregiiéncia
cardiaca e uma possivel discreta diminuicdo da estatura. Deve-se ficar alerta ao risco
cardiovascular. A cefaléia deve ser investigada, sendo importante um exame fisico completo
da crianca a fim de descartar outras patologias pediatricas que possam causar cefaléia:
hipertensdo intracraniana, glomerulonefrite aguda com aumentos de pressdo arterial
(PASTURA; MATOS, 2004). O tratamento cronico induz ao estresse oxidativo no cerebro de
ratos jovens dependendo da idade de exposicdo ao medicamento, bem como a efeitos
neuroquimicos que modificam alguns comportamentos na idade adulta (MARTINS et al.,
2006; GRAY et al., 2007).

Hennessy et al., (2010) desenvolveu um estudo observacional para avaliar a seguranca
cardiovascular de medicamentos para o0 TDAH, como o Metilfenidato, j& alertando para os
possiveis riscos cardiovasculares do medicamento, especialmente a longo prazo, embora isso
seja um fator limitante em seu estudo, tendo em vista que 33% das criangas contempladas
nessa pesquisa, foram tratadas por mais de dois anos, ndo podendo assim inferir que tal reacéo
possa surgir a longo prazo. O autor enfatiza que tais eventos sdo raros, especialmente em

criangas, sendo necessarias amostras maiores para realizar o estudo.
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Outros autores ainda relatam, num estudo de coorte, uma associacédo significativa entre
a exposicdo ao estimulante e visitas ao departamento de emergéncia cardiaca e doencas do
aparelho circulatério, ndo havendo diferenca significativa entre MFD e anfetamina
(WINTERSTEIN et al., 2009).

Quanto a teratogenicidade do medicamento, existem poucos dados que abordem o
assunto em seres humanos. A seguranca da exposicdo pré-natal ao MFD ainda
ndo foi bem estabelecida. Além disso, sabe-se que ha muita exposicéo acidental aos farmacos
estimulantes entre as mulheres por conta do alto indice de gestacbes ndo planejadas
(HUMPHREYS et al., 2007). O autor identificou em sua revisdo que 63 casos de exposicao
ao MFD ja foram relatados na literatura. Um estudo realizado com um grupo de 13 recém-
nascidos em que as maes estiveram expostas ao farmaco durante a gravidez, identificou-se
uma malformacao cardiaca (BRIGGS; FREEMAN; YAFFE, 2005).

Outros estudos apontam que o MFD reduziu o estado de fosforilagdo da proteina
DARPP-32 no cérebro de ratos. Tal proteina desempenha um papel central na biologia dos
neurbnios dopaminérgicos. Essa reducdo foi dependente da idade e da posologia (SOUZA et
al., 2009). Relataram-se, ainda, alteracbes na DARPP-32 mRNA, em pacientes com
esquizofrenia (ALBERT et al., 2002).

Importantes interagdes medicamentosas relacionando o MFD também foram relatadas
na literatura, especialmente com antipsicéticos atipicos. Hollis e Thompson, (2007) relataram
um estudo de caso de um menino de sete anos de idade, com transtorno de conduta e TDAH,
que era tratado com risperidona. A retirada abrupta de tal medicamento e introducdo do MFD
levaram a crianga a apresentar episodios de discinesia aguda e transitéria. A associa¢ao de
psicoestimulantes e farmacos antipsicoticos atipicos sdo comuns para o tratamento de TDAH,

associados a outras comorbidades, porem os médicos devem estar cientes de que essa
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associacdo podera trazer episodios de discinesias, apos descontinuidade abrupta de um dos
medicamentos.

Sabuncuoglu (2007) relatou o caso de trés criancas em que 0 uso da risperidona foi
retirado abruptamente, sendo posteriormente administrado MFD. A primeira crianga
apresentou reacGes comportamentais, como agitacdo, irritacdo e violéncia, descrita pela
propria mie como “ele esta ficando louco”. A segunda crianga estudada apresentou reagdes
semelhantes, mostrando na avaliacdo psiquiatrica um estado quase maniaco, com sintomas
que incluem humor irritavel, agitacdo, pensamentos rapidos e distracdo. A terceira crianca
apresentou sintomas de irritabilidade, agitacdo e desconforto. Em todos os casos, as reacoes
adversas cessaram apos a retirada do MFD.

Coskun, Tutkunkardas e Zoroglu (2009) relararam estudo de caso de uma crianc¢a de 8
anos que apresentou erupcdes cutaneas maculopapular pruriginosa ap0s tratamento com
MFD. O paciente ja fazia uso de valproato e, apés retirada deste, de gabapentina. O autor
ainda questiona que a bula do MFD alerta para possiveis rea¢fes cutaneas apds tratamento
com o referido farmaco, mas ndo menciona os outros componentes da formulagdo do
medicamento, que possivelmente possam estar envolvidos em tal reagdo. Outros autores
discutem que o MFD raramente tem sido relatado como causador de erupcdes na pele em
individuos com TDAH (CONFINO; GOLDBERG, 2005).

Alguns autores recentemente descobriram que a utilizacdo concomitante de MFD e
alcool aumenta os sentimentos de prazer em relacdo a utilizacdo do MFD sozinho (PATRICK
et al., 2007).

Além disso, relatos de abuso do MFD parecem ser, em parte, impulsionada pela crenca
“generalizada” de que os medicamentos estimulantes, juntamente com o alcool, facilitam as

festas de fim de noite (GODFREY, 2009).



39

Griffin et al., (2010) examinaram os efeitos do MFD e do alcool em relacdo a
atividade locomotora num modelo de camundongo, estabelecendo que essa atividade pode
estar aumentada ap6s administracdo das duas drogas concomitantes, além de outras alteracdes
farmacodindmicas e farmacocinéticas. Essas descobertas levantam preocupacdes acerca do
abuso de tais drogas e merecem atencdo por parte dos profissionais de salde, tendo em vista
que cerca de um terco dos medicamentos prescritos para o TDAH sdo para individuos com
pelo menos 20 anos de idade (OKIE, 2006).

Alguns estudos tém demonstrado que a exposicdo intra-uterina a nicotina € um fator
de risco significativo para o desenvolvimento de TDAH em criangcas cujas maes foram
fumantes (SCHMITZ et al., 2006).

Lee et al., (2009) desenvolveu um estudo prospectivo com criangas coreanas para
avaliar variabilidade da resposta ao tratamento com o MFD, sugerindo que pacientes com
grande variabilidade de resposta podem ter mais disfuncdo neuronal severa, o que pode
predizer ma resposta do medicamento para o tratamento em criangas com TDAH.

Assim, estudos de vigilancia pds-comercializagdo sdo necessarios para investigar
incertezas remanescentes quanto a eficacia e/ou ao perfil de seguranca do medicamento.
InvestigagOes dessa natureza podem ser feitas para analisar um evento adverso ou um sinal
que tenha sido detectado inesperadamente apds a comercializagdo. O desenvolvimento desses
estudos vem sendo proibido em muitos paises pelo muito que influenciam a prescricdo
médica, distorcendo o seu objetivo precipuo de beneficiar os pacientes (COBERT, 2007;

MANN, 2007).
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2.4. A Inclusao do Metilfenidato na Assisténcia Farmacéutica do Ceara

A Assisténcia Farmacéutica tem carater sistémico, multidisciplinar e envolve o acesso
a todos os medicamentos considerados essenciais. O Conselho Nacional de Saide (CNS)
aprovou em 2004, através da Resolucdo n. 338, a Politica Nacional de Assisténcia
Farmacéutica (PNAF), que define a Assisténcia Farmacéutica como um conjunto de acfes
voltadas a promocéo, protecdo e recuperacdo da saude, tanto individual como coletiva, tendo
0 medicamento como insumo essencial e visando 0 acesso e seu uso racional. Este conjunto
envolve a pesquisa, o desenvolvimento e a producdo de medicamentos e insumos, bem como
a sua selecdo, programacao, aquisicdo, distribuicdo, dispensacdo, garantia da qualidade dos
produtos e servicos, acompanhamento e avaliacdo de sua utilizacdo, na perspectiva da
obtencdo de resultados concretos e da melhoria da qualidade de vida da populacdo (BRASIL,
2004).

A Portaria do Ministério da satude - GM/MS n. 204/2007 de 29 de janeiro de 2007
prevé financiamento para a estruturacdo dos servigos e a organizacdo de acgdes da Assisténcia
Farmacéutica (BRASIL, 2007).

O financiamento da Assisténcia Farmacéutica € de responsabilidade das trés esferas de
gestdo do SUS e pactuado na Comissao Intergestores Tripartite (CIT). Conforme estabelecido
na Portaria GM/MS n. 204/2007, os recursos federais s@o repassados na forma de blocos de
financiamento, entre os quais o Bloco de Financiamento da Assisténcia Farmacéutica, que é
constituido por trés componentes (BRASIL, 2007):

» Componente Basico da Assisténcia Farmacéutica: destina-Se a aquisicdo de
medicamentos e insumos de Assisténcia Farmacéutica no ambito da atencdo basica em salde
e aquelas relacionadas a agravos e programas de saude especificos, inseridos na rede de

cuidados da atencdo bésica.
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» Componente Estratégico da Assisténcia Farmacéutica: financiamento para o
custeio de acOes de assisténcia farmacéutica nos seguintes programas de salde estratégicos:
controle de endemias, tais como a tuberculose, hanseniase, malaria, leishmaniose, doenca de
Chagas e outras doencas endémicas de abrangéncia nacional ou regional; anti-retrovirais dos
Programas de Doencas Sexulmente Transmissiveis - DST/Aids, Sangue e Hemoderivados e
Imunobioldgicos.

* Componente de Medicamentos de Dispensagdao Excepcional: financiamento do
Programa de Medicamentos de Dispensacdo Excepcional, para a aquisicdo e distribuicdo do
grupo de medicamentos da tabela de procedimentos ambulatoriais.

No estado do Ceara, a Coordenadoria de Assisténcia Farmacéutica (COASF) é o
Orgdo responsavel por assegurar a execuc¢do da Politica de Assisténcia Farmacéutica e garantir
as acdes de controle e acompanhamento de insumos da salde, visando a melhoria da
qualidade dos servicos prestados. A COASF/CE ¢é constituida por trés ndcleos: o Nucleo de
Medicamentos de Carater Excepcional (NUMEX), o Nucleo de Fitoterapicos (NUFITO) e o
NUcleo de Medicamentos Essenciais e Estratégicos (NUMES) (CEARA, 2008).

Em 2007, o Estado do Ceard langou uma proposta para a criagdo de um
Componente de Financiamento de Medicamentos para a Assisténcia Farmacéutica na Atencéao
Secundaria a Saude, com financiamento Municipal e Estadual. Ap6s quase trés anos, a
proposta foi aprovada, entrando em vigor em 2010.

Durante esse processo, foi realizada uma selegéo criteriosa dos medicamentos a
serem contemplados, com a publicacdo da Portaria Estadual n® 6185/2009 e a Resolucdo
n°145/2009 da Comissdo Intergestora Biparte do Ceara - CIB/CE. Dentre o elenco de
medicamentos escolhidos e padronizados para este financiamento, encontra-se o Cloridrato de

Metilfenidato, que foi alvo do presente estudo. Hoje, o elenco de medicamentos contem 51
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itens de medicamentos, estabelecidos através da Resolucdo n°16/2015 da Comissdo
Intergestora Biparte do Ceara - CIB/CE. (Tabela 2.).

Assim, a inclusdo do metilfenidato no elenco de referéncia de medicamentos para
a Assisténcia Farmacéutica na Atencdo Secundaria em Saude foi resultado desse processo de
selecdo realizado na Secretaria de Salde do Estado, em parceria com profissionais
farmacéuticos dos municipios e médicos especialistas, que considerou, além dos critérios de
seguranca e eficacia, os frequentes expedientes administrativos e judiciais encaminhados as
Secretarias de Saude Estadual e Municipais, a existéncia de agravos que nao possuem
cobertura e que ndo se enquadram na definicdo dos componentes de financiamento da
Assisténcia Farmacéutica e a necessidade de garantir o acesso aos medicamentos pela

populacdo, de forma regular e continua.

Tabela 2. Elenco de Referéncia de Medicamentos para a Assisténcia Farmacéutica na

Atencdo Secundaria em Saude, 2015.

ORDEM MEDICAMENTOS
1 Acarbose 50mg
2 Acido Ursodesoxicélico 300mg compromidos
3 Alprazolam 0,5mg
4 Alprazolam 1mg
5 Alprazolam 2mg
6 Baclofeno 10mg
7 Bimatoprosta 0,3 mg/ml colirio
8 Brizolamida ou Dorzolamida ou Brimonidina colirio

9 Brimonidina 1,5mg/ml
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

Cilostazol 100mg comprimidos

Ciprofibrato 100mg

Clonazepam 0,5mg

Clonazepam 2mg

Citalopram 20mg

Clopidogrel 75mg comprimidos

Dalteparina Sédica 25.000U1/ml

Dorzolamida 20mg/ml sol.oftalmica

Domperidona 1mg/ml sol.oral

Gabapentina 300mg

Glicosamoina+Condroitina 1,5+1,2mg

Glimepirida 2mg

Indapamida 2,5mg

Insulina Aspart 100UI/ml frasco ¢/3ml

Insulina Aspart 100Ul/ml frasco ¢/10ml

Insulina Detemir 100UI/ml frasco ¢/10ml

Insulina Glargina 100U1/ml frasco ¢/3ml

Insulina Glargina 100U1/ml frasco ¢/10ml

Insulina Glulisina 100U1/ml frasco ¢/3ml

Insulina Glulisina 100Ul/ml frasco ¢/10ml

Insulina Lispro 100U1/ml frasco c/3ml

Insulina Lispro 100UI/ml frasco ¢/10ml

Latanoprosta 0,05% colirio

43
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33 Levomepromazina 25mg

34 Levomepromazina 100mg

35 Metilfenidato 20mg

36 Oxcarbamazepina 300mg comprimidos
37 Oxcarbamazepina 6% sol.oral

38 Oxibutinina 1mg/ml

39 Oxibutinina 5mg

40 Protetor Solar FPS 30

41 Protetor Solar FPS 60

42 Paracetamol + Codeina 500+30mg

43 Paroxetina 20mg

44 Periciazina 4% sol.oral

45 Risperidona 1mg

46 Risperidona 3mg

47 Risperidona 1mg/ml sol.oral

48 Sitagliptina 100mg — Vildagliptina 50mg — lanagliptina 5mg — Saxagliptina 5mg
49 Travoprosta 0,04% colirio

50 Venlafaxina 75mg

51 Venlafaxina 150mg

Fonte: OLIVEIRA, 2013.

Atualmente, o elenco de medicamentos da Assisténcia Farmacéutica na Atengéo
Secundaria em Saude destina-se ao atendimento dos agravos mais prevalentes e de maior

demanda no Sistema Unico de Saude (SUS) e aqueles relacionados a agravos e programas de
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salude especificos, inclusive, 0s medicamentos mais requisitados em expedientes
administrativos e judiciais destinados a Secretaria de Saude (SESA) e as Secretarias
Municipais de Saude (SMS).

Oliveira (2013) analisou a demanda judicial de solicitagdo do metilfenidato no Estado
do Ceara de 2007 a 2012 e verificou que a adesdo dos municipios do Estado ao financiamento
da Assisténcia Farmacéutica na Atencdo Secundaria em Saude foi crescendo ao longo dos
anos e que atualmente, a grande maioria dos municipios cearenses faz parte da Politica, o que
significa que esses municipios provavelmente tém demanda para 0s medicamentos
padronizados.

Oliveira (2013) ainda discute que, apesar de apresentar um discreto aumento no
decorrer dos anos, pode-se supor que mesmo apos a incorporacdo do metilfenidato por meio
de uma politica estadual, muitas pessoas ainda continuam a ndo ter acesso ao medicamento,
seja por desconhecimento da distribui¢do do mesmo pela rede publica, seja pela “falta” desse
item no municipio de residéncia do paciente ou ainda por dificuldades em adequar a dose
entre os medicamentos prescritos e o disponivel.

A popularizacdo do uso do metilfenidato e a sua eficacia no tratamento do TDAH
parecem contribuir para a crescente demanda anual do medicamento na COASF, bem como o
fato do metilfenidato ser distribuido de forma gratuita pelo Governo. Assim, faz-se necessario
investigar a seguranca acerca do medicamento, ja que a literatura aponta relatos de aumento

nas prescri¢fes de Metilfenidato e de forma continua.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a seguranca do Metilfenidato (Ritalina®), administrado agudamente, em modelos

animais adultos, contemplando aspectos neurocomportamentais, neuroquimicos e de funcéo

renal.

3.2. Especificos

1. Avaliar os efeitos do Metilfenidato utilizando modelos neurocomportamentais de

avaliacdo de ansiedade, depresséo, atividade locomotora e convulsdo, apos tratamento

agudo em animais adultos;

2. ldentificar os efeitos do Metilfenidato sobre os niveis de monoaminas no hipocampo e

corpo estriado em animais adultos;

3. Investigar a atividade da acetilcolinesterase em hipocampo e corpo estriado de animais;

4. Avaliar o efeito do Metilfenidato em rim isolado e células tubulares renais;

5. Auvaliar a fungdo renal in vivo apds tratamento com Metilfenidato.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ESTUDOS NEUROCOMPORTAMENTAIS

4.1.1. Animais Utilizados

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss, machos,
pesando entre 25-30g (animais adultos). Os animais foram provenientes do Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia e do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara, mantidos em caixas de propileno 26 + 2°C, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas,
recebendo racdo padrdo (Purina Chow) e agua “ad libitum”. Os animais foram colocados em
jejum de solidos de 6 horas, antes da realizacdo de cada experimento onde a via oral foi
utilizada para a absorcdo das substancias. Os protocolos experimentais utilizados foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do

Ceara (UFC) (Protocolo n° 09/12).

4.1.2. Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com Metilfenidato, de forma aguda, nas doses de 2,5mg,
5mg, 10mg e 20 mg/Kg através da via oral (v.0.). Eles foram submetidos aos testes
neurogquimicos 60 minutos apo0s o tratamento oral. Para a avaliagdo da atividade
antidepressiva, foi utilizada Imipramina 10mg/kg, via intraperitoneal (i.p.) no teste do nado
forcado, como padrdo positivo. Para avaliacdo da ansiedade, foi utilizado Diazepam (controle
positivo) 1mg/kg (i.p.), DZP-1, no teste do labirinto em cruz elevado e Dizepam 2mg/kg

(i.p.), DZP-2, no teste do campo aberto. Diazepam 2mg/kg (i.p.), DZP 2, foi utilizado,
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também, no modelo rota rod, como padrdo para atividade relaxante muscular. No teste de
convulsdo foi utilizada pilocarpina 400 mg/kg (i.p.). Os grupos controle receberam veiculo
(dgua destilada). As demais drogas utilizadas ao longo dos experimentos foram dissolvidas e
diluidas diretamente em agua destilada. O volume total de solucdo administrada, por via oral,
foi de 10 mL/Kg. As prescri¢des do Metilfenidato foram fornecidas pelo psiquiatra cadastrado

no Centro de Atencao Psicossocial (CAPS) do municipio de Jardim-CE.

4.1.3. Protocolo Experimental

Antes dos experimentos, os animais foram colocados em ambiente fechado,
desprovido de barulho externo, com a temperatura constante (24+ 1° C) e iluminacdo de baixa
intensidade (ld&mpada vermelha de 15 W), de modo a se adaptarem com o ambiente do
experimento para a realizacdo dos estudos comportamentais. Os testes do campo aberto e rota
rod foram realizados com os mesmos grupos de animais da maneira descrita a seguir:
primeiramente 0s animais, um por vez, foram colocados no campo aberto onde foram
avaliados durante 5 minutos e, em seguida, foram transferidos para o rota rod onde a atividade
foi observada por 1 minuto. Os outros testes comportamentais, como labirinto em cruz
elevado, nado forcado e convulsdo induzida por pilocarpina foram realizadas com grupos
diferentes de animais. Em todos os testes, com excec¢do, apenas, do nado forcado, ap6s cada

observacdo animal, foi utilizado &lcool 70% para remocéo de residuos e odor do animal.
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4.1.4. Atividade Ansiolitica

4.1.4.1. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Plus maze)

Os camundongos foram divididos em 6 grupos (n=08) de animais, onde foram tratados
com veiculo (agua destilada), cloridrato de metilfenidato (2,5, 5, 10 e 20 mg/Kg, v.0) e
diazepam (1mg/Kg, i.p.). Este modelo (LISTER, 1987) consiste de dois bracos abertos
opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25cm), também opostos, em forma de cruz,
conectados por uma plataforma central (5 x 5cm). A plataforma e as paredes laterais dos
bracos fechados sdo confeccionadas em acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O
aparelho esta elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Ap6s 60 minutos do tratamento
v.0., 0s animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos
bracos fechados e o seu comportamento foi observado por 5 minutos. As medidas
comportamentais observadas foram: nimero de entradas e o tempo despendido nos bracos
abertos e fechados, respectivamente. A freqliéncia total de entradas é obtida pela soma
simples das frequéncias de entradas nos bracos abertos e fechados. Para andlise estatistica dos
dados e confeccdo dos gréaficos, a percentagem de entradas nos bracos abertos sera calculada
dividindo-se a freqliéncia de entradas nos bracos abertos pela frequiéncia total de entradas, e
esse indice multiplicado por 100. De maneira semelhante foi calculada a percentagem de
tempo em que 0s animais permaneceram nos bracos abertos. Dessa forma, os parametros
utilizados para a analise estatistica foram: nimero de entradas no brago aberto (NEBA),
tempo de permanéncia no braco aberto (TPBA), nimero de entrada nos bragos fechados
(NEBF) e tempo de permanéncia nos bragos fechados (TPBF). Para a analise estatistica todos
0s grupos foram comparados ao grupo controle. Neste modelo, os roedores evitam 0s bracos

abertos do labirinto, restringindo a maioria de suas atividades aos bragos fechados. Um



50

aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bracos abertos (entradas e tempo)
revela um efeito ansiolitico (PELLOW et al., 1985; PELLOW; FILE, 1986), e o inverso é
verdade para compostos ansiogénicos. O numero de entradas nos bragos fechados avalia a

atividade motora dos animais (RODGERS et al., 1997).

Figura 2. llustragéo do instrumento utilizado no teste Labirinto em Cruz Elevado

Fonte: VENANCIO, 2009.

4.1.5. Atividade Motora

4.1.5.1. Teste do Campo Aberto

O efeito do metilfenidato sobre a atividade motora espontanea dos animais foi avaliado

na tentativa de verificar uma atividade sedativo-depressora no Sistema Nervoso Central. Os

camundongos foram divididos em 6 grupos (n=08) de animais, sendo tratados com veiculo
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(dgua destilada), cloridrato de metilfenidato (2,5, 5, 10 e 20 mg/Kg) e diazepam (2 mg/Kg,
i.p.).

A atividade motora dos animais foi verificada por meio de um campo aberto feito de
acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes
iguais, baseado no modelo descrito por Archer (1973). Apds 60 minutos dos tratamentos v.o.,
0s animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto onde o nimero de
cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora espontanea; ALE), ndmero de
comportamento de autolimpeza (grooming) e o numero de levantamentos (rearing), sem
encostar-se a parede, foram observados durante o tempo de 5 minutos.

A tendéncia natural do animal em um ambiente novo é a de explora-lo, apesar do
conflito com o medo provocado pela situacdo nova (MONTGOMERY, 1955). Assim, esse
teste permite uma avaliacdo da atividade estimulante ou depressora de um dado composto,

podendo ainda indicar atividades mais especificas como a ansiolitica.

Figura 3. Teste do Campo Aberto. A. Caixa em acrilico, com o piso dividido em nove partes. B. Grooming C. Rearing.

Fonte: LINHARES, 2012.
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4.1.5.2. Teste do Rota Rod

O teste do rota rod mede o efeito do relaxamento muscular ou incoordenacdo motora
produzidos por drogas nos animais (CARLINI; BURGOS, 1979). Para este teste, 0s
camundongos, divididos em 3 grupos (n=8) foram colocados com as quatro patas sobre uma
barra de 2,5cm de diametro, elevada a 25 cm do piso, em uma rotacdo de 12 rpm, por um
periodo de 1 minuto. Foram registrados o tempo de permanéncia na barra giratéria, em
segundos (s), e 0 niumero de quedas, com trés reconducdes, no maximo (DUNHAM; MIYA,

1957).

Figura 4. llustracéo do instrumento utilizado no teste do Rota Rod

Fonte: VENANCIO, 2009.
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4.1.6. Atividade Antidepressiva

4.1.6.1. Teste do Nado Forcado

Para este experimento (PORSOLT, et al., 1977) foram utilizados tanques de 22 cm de
diametro e 40 cm de altura contendo agua fresca a 23 = 1° C até a metade do tanque. Os
camundongos foram divididos em 5 grupos de animais, sendo tratados com veiculo (agua
destilada), Metilfenidato (2 e 5 mg/Kg), Imipramina (10 mg/Kg i.p.). Apds 60 minutos dos
tratamentos v.o., os animais foram colocados, um por vez, no tanque onde o tempo de

imobilidade, em segundos, sera registrado durante cinco minutos.

Figura 5. Teste do Nado Forgado.

Fonte: VENANCIO, 2009.
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4.1.7. Atividade Anticonvulsivante

4.1.7.1. Teste da Convulsao induzida por Pilocarpina

Este experimento foi realizado seguindo a metodologia descrita por Turski et al.,
(1983), cuja finalidade foi analisar a atividade pro ou anticonvulsivante do metilfenidato e
induzir dano neuronal no cérebro dos animais, para posterior avaliacdo dos efeitos
neuroprotetores ou ndo do farmaco em estudo. Os animais foram tratados com veiculo (agua
destilada), com Metilfenidato (2 e 5 mg/Kg), v.o., e com Diazepam (1 mg/kg) (i.p.) que foi
usado como padrdo positivo. Trinta minutos apo6s o ultimo tratamento com MFD, de acordo
com os periodos de tratamento em estudo, foi feita a administracdo em todos os animais com
pilocarpina 400 mg/kg, subcutaneo (s.c.). Em seguida, os animais tratados e controles, seréo
divididos em gaiolas contendo 5 a 10 animais e colocados em ambiente reservado, sendo feita
a observacdo direta. Todos 0s grupos experimentais foram observados durante 1 hora apos a
ultima injecdo pilocarpina, de acordo com o tratamento previsto. Os seguintes parametros
foram observados: presenca de sinais colinérgicos periféricos, convulsGes motoras, instalagdo
de estado epiléptico, nimero de mortes, laténcia de convulsdo e laténcia de morte em cada

grupo. A Tabela 3. apresenta estes parametros juntamente com suas caracteristicas.
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Tabela 3. Parametros comportamentais observados

PARAMETROS CARACTERISTICAS

Sinais Colinérgicos  Tremores, miose, cromodacriorreéia, piloerecdo, diarréia, salivacao

Periféricos (SCP)

Convulséo Tonico / clénica

Estado Epiléptico Convulsdes intermitentes

N® de Mortes Determinado durante o periodo de 1 hora depois da ultima
administracdo realizada

Laténcia de Intervalo de tempo em minutos entre a Gltima injecédo e o aparecimento

Convulsédo da primeira convulsao

Laténcia de Morte Intervalo de tempo em minutos entre a Gltima injecdo e a morte do

animal

Fonte: Adaptado de Turski et al., 1983.

4.1.7.2. Dissecacéo das Areas Cerebrais (Hipocampo e Corpo Estriado)

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os encéfalos retirados e
rapidamente colocados sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo.

Acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi retirada das
leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta de microdissecacdo, a qual, progredindo
delicadamente e tangencialmente aos ventriculos laterais, divulsionou o cortex em toda a sua
extensdo fronto-occiptal. O cortex ja divulsionado foi rebatido para os lados, expondo parte
do hipocampo que, com divulsionamento, foi deslocado e retirado. O hipocampo foi utilizado
para a Determinagéo da Atividade da Acetilcolinesterase.

O corpo estriado foi isolado das estruturas circunjacentes por divulsionamento com

uma tesoura de microdissecagdo, sendo a sua retirada orientada pelo didmetro da por¢éo
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tuberosa visivel desses ndcleos, ap6s o rebatimento lateral do cortex. O corpo estriado foi
utilizado para a Determinacdo da Atividade da Acetilcolinesterase e para a Determinacéo das
Concentracbes de Monoaminas.

Terminada a dissecacdo, cada area cerebral (hipocampo e corpo estriado) foi
acondicionada em papel aluminio devidamente identificado, pesado e conservado a -70 °C
para uso posterior. Quando necessaria a estocagem por um determinado periodo de tempo (no
méaximo 1 més a -70 °C) os tecidos foram considerados como tendo a mesma viabilidade para
experimentacdo que os ensaiados imediatamente ou 24 h apds a dissecacdo (BURKE

GREENBAUN, 1987).

4.1.7.3. Determinacao das concentracfes de Monoaminas com HPLC

Para a determinacdo das concentra¢cdes de monoaminas foi utilizado o equipamento de
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance). Na cromatografia liquida cléssica, um
adsorvente (alumina ou silica) é empacotado em uma coluna e é eluido por um liquido ideal
(fase movel). Uma mistura para ser separada é introduzida na coluna e é carreada através da
mesma por um liquido eluente (fase mdvel). Se um composto da mistura (soluto) é adsorvido
fracamente pela superficie da fase soOlida estacionaria, ele atravessard a coluna mais
rapidamente que um outro soluto que seja mais fortemente adsorvido. Entdo, a separacao dos
solutos é possivel se existem diferencas na adsorcdo pelo sélido. Os detectores eletroquimicos
medem a condutancia do eluente ou a corrente associada com a oxidacdo ou reducdo dos
solutos. Para ser capaz de detectar no primeiro caso, os solutos devem ser idnicos e no
segundo caso, os solutos devem ter a caracteristica de serem relativamente faceis de oxidarem

ou reduzirem.
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Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a reducédo ou oxidacéo
de solutos sd@o chamados detectores amperométricos ou coulométricos. Neste estudo foi
utilizado o tipo amperométrico que reage com uma quantidade muito menor de soluto, em
torno de 1 %. Todas as técnicas eletroquimicas envolvem a aplicacdo de um potencial para
um eletrodo (geralmente de carbono vitreo), oxidacdo da substancia que esta sendo estudada
préximo a superficie do eletrodo seguindo a amplificacdo e medida da corrente produzida. As
monoaminas sdo oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir um derivado ortoquinona

com a liberacao de dois elétrons.

4.1.7.3.1. Procedimento Experimental

Os animais foram decapitados 60 minutos ap6s a administracdo do metilfenidato (2,5;
5; 10 e 20 mg/kg) e agua destilada (controle) e tiveram seus cérebros dissecados sobre gelo. O
corpo estriado foi utilizado para preparar 0 homogenato a 10% (10 mg de area/100 uL de
tampdo). Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em &cido perclérico (HCLO4) e
centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada (4°C) a 15.000 rpm. Uma aliquota de
20 pL do sobrenadante foi, entdo, injetada no equipamento de HPLC, para a analise quimica.

Para a andlise das monoaminas, uma coluna BDS HYPERSIL C18 com comprimento
de 250 mm, calibre 4,6 mm e de particula de 5 um, da T’hermo Scientific, foi utilizada. A
fase movel utilizada era composta por tampao acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo acido
octanosulfénico sédico (SOS) 0,69 M, como reagente formador do par i6nico, acetonitrila 4
% v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. NA, DA, DOPAC, HVA, 5-HT e 5-HIAA foram
eletronicamente detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da
Shimadzu, Japéo) pela oxidag&do em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85V relativo a

um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl. (HALLMAN, JOSSON, 1984).
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4.1.7.3.2. Solucgdes Reagentes

Fase Movel

Para preparar um volume de 500 mL de fase movel foram pesados 15,75 g de &cido
citrico (Grupo Quimica, RJ., Brasil) e 0,292 g de Cloreto de Sodio (Grupo Quimica, RJ.,
Brasil) completado para um volume de 400 mL com agua purissima (Milli-Q). Esta solucéo
foi ajustada para pH 3,0 com hidroxido de sodio 12,5 M (Reagen, RJ, Brasil). A esta solugédo
foi adicionado o SOS 75 mg (Sigma, MO, USA) e completado o volume para 470 mL com
agua Milli-Q. Em seguida, foi procedida a filtracdo e degaseificacdo, e posteriormente adicdo
de 20 mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, Ml, Italia) e 10 mL de tetrahidrofurano

(Sigma, MO, USA) para um volume final de 500 mL.

Acido Perclérico 0,1 M
Adicionou-se 1,8 mL de é&cido perclérico (Sigma, MO, USA) em um baldo

volumétrico e o volume ajustado para 300 mL.

Padroes

Os padrdes foram preparados em uma concentracao final de 4 ng/20 pL de solugdo de
NA, DA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da area dos picos
desses padrdes, as concentragbes das amostras foram calculadas utilizando o programa

Microsoft Excel® e os resultados expressos em mol/g de tecido.
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4.1.7.4. Determinacao da Atividade da Acetilcolinesterase (AChE).

4.1.7.4.1 Método

A atividade da acetilcolinesterase cerebral (AChE) foi determinada segundo Ellman et
al (1961), tendo como principio a medida da velocidade de producao de tiocolina, a proporcéo
que a acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, é hidrolisada. O acompanhamento é
realizado pela reacdo continua do tiol com o ion 5:5-ditiobis-2-nitrobenzoato (I) para produzir
0 anion amarelo do acido 5-tio-2-nitro-benzéico (1), cuja coloracdo é medida em 412 nm,
através de um espectrofotbmetro Beckman DU, o que permitiu leituras automaticas em
sistema digital e forneceu maior sensibilidade.

A atividade enzimética é medida através da leitura da variacdo da absorbancia por
minuto, durante 3 minutos, sendo a reacao linear durante pelo menos 10 minutos. A atividade
especifica foi expressa em nanomoles de ATC hidrolisados por miligrama de proteina por

minuto (nmoles/mg de proteina/min).

4.1.7.4.2. Solugdes Reagentes

v Tampao fosfato de sddio - NaH2PO4H20 (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) 0,1 M em

agua bidestilada, pH 7,0.

v Solucéo de iodeto de acetiltiocolinalJATC (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 75 mM em
agua bidestilada.

v" Solucdo de acido 5:5-ditiobis—2-nitrobenzoato - DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA)

10 mM em tampdo fosfato de sodio.
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4.2. ESTUDOS DE AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

4.2.1. Animais Utilizados

Ratos Wistar adultos, de ambos os sexos, pesando entre 250 a 300g, provenientes do
Biotério de Pesquisa Clinica da Universidade Federal do Ceard. Todos os animais foram

mantidos em jejum nas 24 horas que antecediam os experimentos, com agua ad libitum.

4.2.2. Avaliacdo da Funcéo Renal “ex vivo”

4.2.2.1. Perfusdo em Rim Isolado

O sistema de perfusdo renal foi desenvolvido por Bowman e Maack (1974) e Ross
(1978) e modificado por Fonteles (1980) através da adaptacdo do pulméo artificial do tipo
silatico, baseado no modelo de Hamilton e cols. (1974).

O sistema usado consiste na perfuséo de rim isolado com recirculagéo (Fonteles et al.,
1983), e dois subsistemas, um in situ e outro circuito fechado para perfuséo in vitro, mantidos
ambos a temperatura de 37°C. Este sistema apresenta como vantagem a manutencdo constante
de parametros funcionais renais; a utilizacdo de albumina e outras substancias na solucdo
perfusora em pequena quantidade; a manutencdo constante de substancias dialisdveis no

perfusato e a oxigenacdo adaptada ao sistema (MONTEIRO, 1990).
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Figura 6. Sistema de perfusdo de rim isolado.

Fonte: LAFAVET — UFC

4.2.2.2. Calibracéo do Sistema

Antes de cada experimento, o sistema foi lavado e calibrado. A calibragdo objetiva
conhecer o fluxo de perfusdo renal em relacdo a resisténcia da canula. Na calibragdo foram
usadas quatro curvas, tendo pressao (mmHg) e fluxo (mL/min) como variaveis. A bomba que
compde o sistema de perfusdo possui cinco velocidades, em cada velocidade foi medido o
fluxo na ponta da canula e a pressao foi registrada em mandémetro de mercario. Duas curvas
foram feitas com a velocidade da bomba no eixo da abcissa (X), fluxo e pressdo no eixo da
ordenada (Y) e as outras duas curvas com fluxdmetro no eixo da abcissa (X), fluxo e pressao

no eixo da ordenada ().
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Tabela 4 - Substéancias usadas na perfuséo renal

Substéancias Marca

Cloreto de Sadio (NaCl) Synth
Fosfato de Sodio (NaH2PO4) Synth
Cloreto de Potassio (KCI) Merck
Carbonato de Sodio (NaHCO3) Synth
Sulfato de Magnésio (MgSO4) Reagen
Cloreto de Calcio (CaCl2) Reagen
Albumina bovina fracdo V Sigma
Glicose Squibb

Insulina Sigma

Heparina CEME

Penicilina G Potéassica Cristalina Squibb
Pentobarbital Sodico Sigma
Ureia Reagen

Manitol Reagen

Fonte: MARTINS, 2001

4.2.2.3. Solucéo Perfusora

A solucdo perfusora usada foi de Krebs-Henseleit modificada, concentrada 20 vezes
com NaCl (138,0g), KCI (7,09), NaH2PO4.H20 (3,29), MgS04.7H20 (5,89) e uréia (10,09).
Foram retirados 100ml da solucdo descrita 48 horas antes do experimento e acrescentados
NaHCOsz (4,2g), CaCl..2H>O (0,74g), glicose (2,0g), penicilina (50mg) e o volume
completado para 2000mL com &gua bidestilada. ApoOs esse experimento foram retirados
300ml desta ultima solucdo e adicionada albumina bovina 6,09%, em seguida a solucdo foi
dialisada com o objetivo de eliminar varias substancias contaminantes como citrato, piruvato
e lactato (HANSON e BALLARD, 1968; COHEN e cols., 1977; ROSS, 1978). O restante da

solucdo (1700mL) serviu como solucédo de dialise, a qual foi trocada com 24 horas. Ao final
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da dialise (48 horas) foi acrescentada inulina (0,15g). O pH da solucdo perfusora foi ajustado

entre 7,3 e 7,4.
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Figura 7. Desenho esquemético do sistema de perfusdo de rim isolado.

Fonte: LAFAVET — UFC

4.2.2.4. Técnica Cirargica

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com pentobarbital sédico na
dose de 50mg/kg de peso corporal. Em seguida, a veia femoral esquerda foi isolada e 3mL de
manitol a 20% foram administrados. Foi iniciada a cirurgia com uma incisao mediana e duas
incisdes perpendiculares a linha alba. O ureter direito foi isolado e dissecado, sendo em
seguida canulado com tubo de polietileno (PE 50), a uma distancia aproximadamente de 3cm
do pedunculo renal. O rim foi descapsulado e dissecado, a supra-renal foi isolada e
seccionada. A artéria renal direita e a artéria mesentérica superior foram identificadas e

isoladas. O rim foi isolado com pingas hemostaticas e a artéria renal foi canulada através da
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artéria mesentérica superior (WEISS e cols. 1959; NISHIITSUJ-UWO e cols., 1967). Logo
apos o rim foi retirado junto com o ureter e fixado a canula perfusora do sistema, sem

interrupcao do fluxo vascular.

Figura 8. Fotografia do rim de rato isolado no sistema de perfuséo

Fonte: LAFAVET — UFC

4.2.2.5. Protocolo Experimental

Os experimentos foram iniciados apos a estabilizacdo e adaptacdo do 6rgdo as novas
condic¢Bes. Os 30 minutos iniciais foram utilizados como controle interno. Os 30 minutos
iniciais serdo utilizados como controle interno. Apds este periodo procede-se a adicdo do
Metilfenidato em diferentes concentracfes para avaliacdo dos efeitos sobre a pressdo de
perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de filtracdo glomerular (RFG), fluxo
urinario (FU) e transporte tubular de sédio e potassio. Para tanto, a cada cinco minutos foram
registrados a pressao de perfusdo e o fluxo de perfusdo em mandmetro e fluxémetro,
respectivamente, em um periodo total de 120 min. As amostras de urina e perfusato foram

coletadas a cada 10 min. E depois foram congeladas a -20°C para posterior dosagem de sodio,
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potassio, inulina e osmolaridade, importantes na determinacdo dos parametros de funcéo

renal.

4.2.2.6. Grupos Experimentais

- Grupo Controle — Os rins foram perfundidos somente com a solucdo de Krebs-Henseleit

(n=6).

- Grupo Tratado (MFD) - Os rins foram perfundidos com a solucdo de Krebs-Henseleit,

sendo adicionado 0 MFD (10mg/mL) aos 30 minutos de perfusdo (n=6).

4.2.2.7. Parametros Funcionais Renais

As formulas abaixo foram utilizadas para determinacdo dos parametros de funcdo

renal (MARTINEZ-MALDONADO e cols., 1978; FONTELES, 1980).

- FU (mL.gt.min"t) = Fluxo Urinario

FU = Peso do volume urinério / Peso do rim esquerdo.10

*admitiu-se que a urina possui a mesma densidade da agua

- PP= Pressao de Perfusdo (mmHg) = Anélise direta em manémetro

- RVR (mmHg/mL.gt.min) = Resisténcia Vascular Renal

RVR = PP (mmHg)/ FPR

- RFG (mL.gt.min") = Ritmo de Filtracdo Glomerular



RFG = DOUin / DOPin.FU
DOUin = Densidade 6tica da inulina na urina

DOPin = Densidade 6tica da inulina no perfusato

- FNa* (uUEq.gt.mint) = Sédio Filtrado
FNa" = RFG.PNa*

PNa* = Concentracdo de sédio no perfusato

- ENa* (UEg.gt.mint) = Sédio excretado
ENa* = FU.UNa*

UNa" = Concentracédo de sédio na urina

- TNa* (UEg.gt.min't) = Sédio Transportado

TNa* = FNa* - ENa*

- % TNa* = Percentual de Sédio Transportado

%TNa" = TNa".100/FNa*

66

Todos os célculos feitos para determinacdo dos parametros de sodio acima citados foram

repetidos para o potéssio.
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4.2.3. Avaliacdo da Funcéo Renal “in vivo”

4.2.3.1. Animais Experimentais

Foram usados camundongos Swiss, adultos, pesando 15 a 35 g proveniente do
Bioterio Central da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram mantidos em gaiola
sob condi¢des ambientais padronizadas (ciclo 12h claro/escuro e temperatura entre 23+2
°C) e alimentados com racdo e dgua potavel a vontade.

Nos ensaios in vivo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos, cada
um contendo 4 animais:

Grupo Controle: animais foram submetidos a administracdo oral de veiculo (solucéo
aquosa).

Grupo 10mg: animais foram submetidos a administracdo oral de Metilfenidato na dose
de 10mg/kg. A dose de 10mg foi escolhida para os testes in vivo, em virtude de ter sido
verificado que nesta dose, existem alteracdes significativas nos pardmetros neurotoxicos

estudados.

4.2.3.2. Protocolo Experimental

Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais para adaptacdo as
condicBes experimentais por 24 horas. Apos esse tempo 0s animais receberam o MFD e ap0s
24 e 48 horas, os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg) e, em
sequida, conduzida uma laparotomia e dissec¢cdo da veia cava abdominal, por onde foi

coletado o sangue através da pungéo deste vaso.



68

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 1500rpm por 10min, e em
seguida foi extraido o plasma para a determinacdo de Ureéia, Creatinina, Sodio e Potéassio.
Essas dosagens também foram feitas na urina de 24h. Uréia e creatinina foram medidas
através de método colorimétrico por um aparelho semi-automatico (LABQUEST®), usando
kits de diagndstico (LABTEST®, Brasil). A determinacédo de sodio e potassio foi feita através
do aparelho eletrodo ion-seletivo (RapidChem 744, Bayer Diagnostic). Com as concentracdes
plasmaticas e urinarias de sodio e potassio, foram determinadas as fracdes de excrecdo de Na*
e K" (FENa*, FEK") para avaliar a capacidade funcional tubular renal.

O célculo utiliza as seguintes formulas:

FENa* = Clearance Na* x 100

Clearance de creatinina

FEK* = Clearance K* x 100

Clearance de creatinina

Ao final do experimento foi retirado um fragmento longitudinal do rim e colocado em
formol a 10% para posterior exame histoldgico. Os fragmentos obtidos foram submetidos a
desidratacdo e diafanizacao e, em seguida, cortados numa espessura de 5um. Foram realizadas
coloracdes de hematoxilina-eosina (HE) e as laminas analisadas através de um microscépio
optico (NIKON). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nimero e o sofrimento dos
animais utilizados. Os ensaios com 0s animais seguiram os padrbes exigidos de ética e

biosseguranca.
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4.2.4. Avaliacao do efeito do Metilfenidato sobre células renais

4.2.4.1. Linhagem Celular e Condicdes de Cultivo

As células tubulares renais, MDCK, foram cultivadas em garrafas para cultivo celular
com o meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 Ul/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e mantidas a uma temperatura de 37 °C em
estufa contendo 5% de CO>. As aliquotas de célula para estoque serdo congeladas a -70 °C e
mantidas em nitrogénio liquido (FRESHENY, 2000).

Antes de cada experimento as células foram armazenadas em meio sem SBF por 24h
para a obtencdo de células na fase Go do ciclo celular. Para cada experimento foi removido o
meio da cultura e a mesma serd incubada com tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v) a 37°C por
aproximadamente 10 min. A tripsina foi inativada adicionando 0 mesmo volume de meio com
SBF. A suspensdo foi entdo centrifugada a 200G por 10 min (MARTINS et al., 2005;
CHAIM, 2005). O sobrenadante foi descartado e as células re-suspensas em meio de cultura.
As células foram quantificadas em cdmara de Neubauer e subcultivadas (1-2x10°céls/ml)
permitindo o crescimento confluente por 24h. As células foram avaliadas na presenca de
diferentes concentragdes do metilfenidato, solubilizados em PBS estéril, pH 7.4. Durante o
experimento as placas foram avaliadas com 24, 48 e 72hs de cultivo, usando microscopio
invertido. ApGs esses periodos também foram realizados ensaios de viabilidade e
citotoxicidade celular. As aliquotas de celulas para estoque serdo mantidas em meio de cultura
RPMI 1640 acrescido de SBF a 50% e DMSO a 10%, congeladas primeiramente a -80°C e

mantidas em nitrogénio liquido (FRESHENEY, 2000).
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4.2.4.2. Ensaios de Viabilidade

42421 MTT

As células MDCK cultivadas em placas de 96 pogos (1x10° céls/mL) foram expostas ao
metilfenidato como descrito acima. Apoés o tratamento das células, foram retirados 100uL de
sobrenadante de cada poco, e entdo adicionado 10uL o 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5 difenil
tetraz6lico (MTT) 2,5mg/mL dissolvido em PBS. Este método baseia-se na atividade
metabolica de células viaveis, formando um produto colorido (cristal de formazan, que é
insolivel em agua). Apds incubacdo por 24 horas a 37°C em estufa com 5% de COz, 0s
cristais foram dissolvidos com a adi¢cdo de 90uL de uma solucdo de dodecil sulfato de sodio
(SDS) a 10% em HCI 0,01N. Em seguida as placas foram incubadas por 17 horas e a leitura
realizada espectrofotdmetro (570nm) (MOSMAN, 1983; GOMEZ, 2006). Os pocos referentes
ao controle foram mantidos nas mesmas condi¢Oes que 0S pocos submetidos ao tratamento

havendo substitui¢do do farmaco em estudo por PBS (pH 7,2).

4.2.4.2.2. Lactato Desidrogenase (LDH)

Para avaliar a integridade de membrana no processo de morte celular, foi quantificada a
liberacdo da enzima Lactato Desidrogenage (LDH). As células foram cultivadas em placas de
96 pocos, sob as condi¢bes de cultivo. Decorridas 24h do tratamento com diferentes
concentracdes das substancias em estudo, 20uL do sobrenadante foram incubados com 1mL
de uma solucdo de NADH e piruvato (ANALISA kit, LABTEST Diagnostica AS, MG,
Brazil) e o decréscimo da absorbancia a 340nm sera utilizado para o calculo da atividade

enziméatica (RACHER et al., 1990).
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4.3. ANALISE ESTATISTICA

Em relacdo a perfusdo renal, os trinta minutos iniciais de cada experimento serviram
como controle interno. As tabelas e os graficos dos parametros de funcéo renal foram
analisados de acordo com o tempo de perfusédo, que foi dividido em intervalos de 30 minutos.

Para 0s ensaios ex vivo e in vivo, os resultados obtidos foram comparados através do
teste de “t” de Student, utilizando-se como critério de significancia p < 0.05.

Para os ensaios in vitro, os dados foram expressos como média E.P.M e analisado por
ANOVA, com pos-teste Bonferroni (p<0,05). A Clso (concentragdo inibitéria média capaz de
provocar 50% do efeito maximo) foi determinada a partir de uma curva de regressao nao-
linear.

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego, Califérnia EUA. Copyright (c)

1992- 2007 por GraphPad Software.

4.4. ASPECTOS ETICOS

Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) (Protocolo n° 09/12).
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacéo da Atividade Ansiolitica

5.1.1. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O Labirinto em Cruz Elevado é provavelmente o modelo animal de ansiedade mais
empregado atualmente (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). O comportamento exibido pelo
animal durante o teste tem sido atribuido a aversdo natural dos animais (ratos ou camundongos) a
espacos abertos, representada pela esquiva dos bracos abertos. Drogas ansioliticas aumentam a
exploracdo destas &reas sem alterarem a atividade motora dos animais (LISTER, 1987
CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005).

O Numero de Entrada nos Bragos Abertos (NEBA), a Percentagem de Entrada nos
Bracos Abertos (PEBA), o Tempo de Permanéncia nos Bracos Abertos (TPBA) e a
Percentagem do Tempo de Permanéncia nos Bracos Abertos (PTBA) foram os parametros
avaliados nesse teste.

Os resultados com animais submetidos ao tratamento agudo por via oral com MFD
nas doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/Kg, no LCE mostraram que houve um aumento significativo
apenas na dose de 20mg/Kg (MFD 20) nos seguintes parametros: NEBA (Figura 9.) [MFD
20: 10,14+ 1,18]; TPBA (Figura 11.) [MFD 20: 113,3+9,02]; PTBA (Figura 12.) [MFD 20:
49,54+3,48] quando comparados com os respectivos controles (Cont): NEBA [5,11+0,75];
TPBA [69,75+7,27]; PTBA [30,67+2,44]. O parametro PEBA (Figura 10.) ndo foi alterado
em nenhuma das doses.

O diazepam 1mg/kg aumentou todos os parametros: NEBA: [14,43+1,86]; PEBA:
[53,65+5,64]; TPBA: [168,4+14,87]; PTBA: [61,41+5,98]; em relacdo aos controles (Figuras

9,10, 11, 12).



73

20 -
15 -
P
W 1O = S
5 -
o- .
< > <> ) S ~
S e <> IES RIS S SR
NS <5 <5

Figura 9. Efeito do MFD e Diazepam sobre o numero de entrada nos bracos abertos

(NEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais adultos.

Controle (veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média £ E.PM do numero de entradas nos bragos abertos (NEBA)
durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste

post hoc. Valores significativos: *p<0,05; ***p< 0,001 vs controle.
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Figura 10. Efeito do MFD e diazepam sobre a percentagem de entradas nos bragos

abertos (PEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais adultos.

Controle (veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM da percentagem de entradas nos bragos abertos (PEBA)
durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste

post hoc. Valores significativos: *p<0,05 vs controle.
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Figura 11. Efeito do MFD e diazepam sobre o tempo de permanéncia nos bracos abertos

(TPBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais adultos.

Controle (veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA)
durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste

post hoc. Valores significativos: **p<0,01; ***p< 0,001 vs controle.
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Figura 12. Efeito do MFD e diazepam sobre a percentagem do tempo de permanéncia

nos bracgos abertos (PTBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais adultos.

Controle (veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM da percentagem de tempo de permanéncia nos bragos
abertos (NEBA) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman

Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05; ***p< 0,001 vs controle.
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5.2. Avaliacéo da Atividade Locomotora

5.2.1. Teste do Campo Aberto

A atividade locomotora espontanea (ALE), rearing e grooming foram os parametros
analisados e os resultados foram expressos como nimero de cruzamentos, de rearing e
grooming.

O MFD aumentou a atividade locomotora apenas nas doses de 10 e 20 mg/Kg (Figura
13.) [MFD10: 92,75+3,41; MFD20: 113,4+5,75] quando comparado ao respectivo grupo
controle [Cont: 51,75+2,85].

O diazepam 2mg/Kg, i.p., usado como droga padrao, reduziu a atividade locomotora
dos animais [DZP2: 21,63+1,35] em relacdo ao controle.

Né&o foi observada nenhuma alteracdo no parametro rearing nos grupos tratados com
MFD: (Figura 14.): [[MFD2,5: 1457+1,44; MFD5: 15,88+0,91; MFD10: 18,43+1,79;
MFD20: 19,67+2,68] quando comparado ao grupo controle Cont: 19,86+2,28]. O diazepam
2mg/Kg, i.p., usado como droga padréo, reduziu o rearing em relacdo ao controle [DZP2:
0,60+0,22].

No grooming, os animais ndo apresentaram diferenca significativa em nenhuma das
doses observadas: animais adultos (Figura 15.): [MFD2,5: 3,75+0,41; MFD5: 4,25+0,36;
MFD10: 4,28+0,42; MFD20: 4,14+0,40] quando comparado ao controle: [Cont: 5,25+0,25].
O diazepam 2mg/Kg, i.p., usado como droga padréo, reduziu o grooming em relacdo ao

controle [DZP2: 2,30+0,36].
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Figura 13. Efeito do MFD e diazepam sobre a atividade locomotora esponténea no teste

do Campo Aberto em animais adultos.

Controle (veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de cruzamentos durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
*** pn< 0,001 vs controle.
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Figura 14. Efeito do MFD e diazepam sobre o nimero de rearing no teste do Campo

Aberto em animais adultos.

Controle (veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do ndmero de cruzamentos durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:

*** n< 0,001 vs controle.
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Figura 15. Efeito do MFD e diazepam sobre o nimero de grooming no teste do Campo

Aberto em animais adultos.

Controle (veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de rearing durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:

* p< 0,05 vs controle.

5.2.2. Rota Rod

O ndmero de quedas e o tempo de permanéncia na barra foram os parametros
analisados nos animais.

O tratamento agudo por via oral com o metilfenidato nas doses de 2,5, 5, 10 e 20
mg/Kg nos animais adultos, no teste Rota Rod mostrou que ndo houve diferenca significativa
no numero de quedas [MFD2,5: 0,57+0,29; MFD5: 0,62+0,26; MFD10: 1,14+0,26; MFD20:
0,85+0,40] quando comparada ao controle [Cont: 0,12+0,12].

Também, nenhuma diferenca significativa foi observada no tempo de permanéncia na
barra com os animais tratados com metilfenidato nas mesmas doses descritas anteriormente
(Tabela 5): [MFD2,55: 56,50+1,41; MFD5: 57,00+1,29; MFD10:56,86+0,98; MFD20:

57,71+1,10] quando comparado ao controle [Cont: 59,75+0,25].
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Por sua vez, Diazepam (2mg/Kg), utilizado como droga padrdo, aumentou o nimero
de quedas: DZP2: [2,87+0,12] e reduziu o tempo de permanéncia na barra: DZP2:

[41,67+4,21] quando comparados aos grupos controle.

Tabela 5. Efeito do metilfenidato e diazepam sobre o nimero de quedas e tempo de

permanéncia na barra no teste Rota Rod em animais adultos

Parametros

Tratamento N° de Quedas Tempo de

Permanéncia(s)

Controle 0,12+0,12 59,75+0,25
Metilfenidato 2,5mg/Kg, v.o. 0,57+0,29 56,50+1,41
Metilfenidato 5mg/Kg, v.o. 0,62+0,26 57,00+1,29
Metilfenidato 10 mg/Kg, v.o. 1,14+0,26 56,86+0,98
Metilfenidato 20mg/Kg, v.o. 0,85+0,40 57,71+1,10
Diazepam, i.p. 2.87+0,12 ™ 41,67+4,21 ™

Os valores representam a média £ EPM do nimero de quedas e tempo de permanéncia na barra. Foram
utilizados grupos de 6-10 animais. Para analise estatistica do pardmetro nimero de quedas foi utilizado o teste
ndo paramétrico de Kruskal —Wallis seguido por Dunns como teste post hoc. Para a analise do parametro tempo
de permanéncia na barra foi realizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc.

Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001).
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5.3. Avaliacdo da Atividade Antidepressiva

5.3.1. Teste do Nado Forcado

O tratamento agudo por via oral, nas doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/Kg, de MFD no teste
do nado forcado mostrou que houve uma diminui¢do no tempo de imobilidade nos animais,
na dose de 20 mg/Kg (Figura 16.): [MFD20:91,38+8,97] quando comparado ao grupo

controle [Cont: 143,2+7,60].

A Imipramina (10mg/Kg), utilizada como padrdo positivo, reduziu o tempo de

imobilidade nos animais [IMI-10: 66,67+7,15] quando comparada ao grupo controle.

200~
D
]
[q+]
g 150+ ——
= -
E 1004
D
]
o
S 504
=
L
O- T T
> ) <> S () L
& N L © S
A AN <

Figura 16. Efeito do MFD e imipramina sobre o tempo de imobilidade no teste Nado

Forcado em animais adultos.

Controle (veiculo), metilfenidato (v.0.) e imipramina (IMI, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.)
antes do experimento. Os valores representam a média = EPM do tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para
andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores

significativos comparados ao controle (**p<0,01; ***p<0,001).
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5.4. Determinacédo das Concentragdes de Monoaminas

A analise quimica realizada pelo método de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) em amostras de tecido cerebral (corpo estriado) mostrou que o tratamento agudo com
0 metilfenidato nas doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/Kg promoveu alteracGes nas concentracfes
das monoaminas.

O tratamento agudo por via oral do MFD néo alterou significativamente a concentracdo
de DA (Figura 17.) em nenhuma das doses observadas [MFD2,5: 59,84+10,89; MFD5:
58,65+15,01; MFD10:41,71+2,67; MFD20: 74,2445,79] em relagdo ao controle [Cont:
57,0745,91].

O tratamento agudo por via oral do MFD aumentou significativamente a
concentracdo de NA (Figura 17.) nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg [MFD5: 63,14+3,96;
MFD10: 69,90+7,50; MFD20: 61,99+8,81] em relacdo ao controle [Cont:8,46+0,63]. O
tratamento agudo por via oral com MFD diminuiu significativamente a concentracdo de 5-HT
(Figura 18.) apenas nas doses de 10 e 20 mg/Kg [MFD10: 1,95+0,17; MFD20: 0,58+0,13]

em relacdo ao controle [Cont:5,03+0,60].
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Figura 17. Concentracdo de monoaminas no corpo estriado de animais adultos

submetidos ao tratamento agudo com MFD.

Apo6s 60 minutos da administracdo do MFD ou veiculo, os animais foram dissecados e o corpo estriado foi
retirado. A determinacdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com deteccdo eletroquimica. As
barras representam a médiaxtEPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-

Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001).
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Figura 18. Concentracao de serotonina no corpo estriado de animais adultos submetidos

ao tratamento agudo com MFD.

Apobs 60 minutos da administragdo do MFD ou veiculo, os animais foram dissecados e o corpo estriado foi
retirado. A determinacdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com deteccdo eletroquimica. As
barras representam a médiatEPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-

Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados ao controle ( ***p<0,001).
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5.5. Avaliacéo da Atividade Anticonvulsivante

5.5.1. Teste da Convulsdo Induzida por Pilocarpina

Ap0s alguns minutos da administracdo da pilocarpina, 400 mg/Kg, i.p. (P400), animais
apresentaram sinais colinérgicos periféricos (100%) (miose, piloerecdo, cromodacriorréia,
salivacdo, diarreéia, diurese e tremores) movimentos estereotipados (aumento da atividade de
roer, cocar, mastigar e wet-dog shakes — ato de sacudir semelhante a um cachorro molhado),
seguidos por convulsbes motoras limbicas. Essas mudancas foram mais pronunciadas nos
grupos pré-tratados com metilfenidato.

Neste teste foram avaliados as laténcias de convulsdo e o tempo de sobrevida, em
segundos. Os animais adultos tratados com MFD em todas as doses diminuiram a laténcia de
convulsdo [MFD2,5: 564,3+44,76; MFD5: 632,3+46,90; MFD10: 677,9+43,54; MFD20:
696,0+25,99] quando comparado ao grupo da pilocarpina [P400: 875,7+42,80] (Figura 19.).

Em relacdo a sobrevida, houve uma diminuicdo na laténcia de morte em todas as
doses, onde 100% dos animais morreram [MFD 2,5 (n=8); MFD 5 (n=8); MFD 10 (n=14);
MFD 20 (n=12)] quando comparado com o grupo de pilocarpina, onde 64,28% (9/14) dos

animais morreram (Figura 20.).



83

1000+
23
ﬂ 800 - 3

g o *

S 600- ——

(&)
=

= 400+
2

& 200-

<

O - T T
A2 S ~> S
< SO O
~ S S
P400

Figura 19. Efeito do MFD sobre a laténcia de convulséo no teste de Convulséo Induzida

por Pilocarpina em animais adultos.

Grupo pré-tratados com metilfenidato (v.0.) e apds 1 hora foi induzida a convulsdo com P400 (400 mg/Kg; i.p.).
Os valores representam a media + EPM da laténcia de convulsdo. Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados ao controle
(**p<0,01; ***p<0,001).
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Figura 20. Efeito do MFD sobre a sobrevida no teste de Convulsdo Induzida por

Pilocarpina em animais adultos.

Grupo pré-tratados com metilfenidato (v.0.) e ap6s 1 hora foi induzida a convulsdo com P400 (400 mg/Kg; i.p.).

Os valores representam a média + EPM da laténcia de convulséo.
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5.6. Efeitos do MFD sobre a atividade da acetilcolinesterase em hipocampo e corpo estriado

de animais adultos tratados ou ndo com P400

A administracdo de P400 foi capaz de reduzir significativamente (p<0,001) a atividade
da AChE no hipocampo e corpo estriado dos animais em relacdo ao controle. N&o foi
observada nenhuma diferenca significativa no hipocampo dos animais pertencentes aos
diferentes grupos tratados (Figura 21.) [(Cont= 63,06£7,10; P400= 19,04+2,80;
MFD2,5+P400= 45,40+4,02; MFD5+P400= 40,61+5,99; MFD10+P400= 69,8415,23,;
MFD20+P400= 54,72+7,76]. No corpo estriado, 0s grupos pré-tratados com MFD 2,5 e MFD
5 reduziu significativamente o nivel de atividade da enzima AChE quando comparado ao
grupo controle (Figura 22.) (Cont= 141,8+12,71; P400= 48,76+4,70; MFD2,5+P400=
64,48+4,34; MFD5+P400= 56,50+5,30; MFD10+P400= 136,7+17,70;

MFD20+P400=143,0+16,60].
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Figura 21. Efeito do MFD sobre a atividade da AChE em hipocampo de animais adultos

durante as convulsdes induzidas por P400. Os resultados representam mediat EPM. **p<0,01

comparado com o controle. (ANOVA and Student-Newman-Keuls).
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Figura 22. Efeito do MFD sobre a atividade da AChE em corpo estriado de animais

adultos durante as convulsfes induzidas por P400. Os resultados representam mediat EPM.

***p<(0,001 comparado com o controle. (ANOVA and Student-Newman-Keuls).

5.7. Avaliagdo da funcgdo renal “ex vivo”

O MFD, na concentracdo de 10mg, reduziu o fluxo urinario (Figura 23. a) e 0 ritmo
de filtragdo glomerular (Figura 23. b) quando comparado com o grupo controle. A pressao de
perfuséo (Figura 24. a) e a resisténcia vascular renal (Figura 24. b), ndo sofreram alteracéo
apos a infusdo do MFD.

O percentual de transporte tubular de sédio (%TNa") reduziu apés a administracédo do
MFD quando comparado com o grupo controle (Figura 25. a), enquanto o percentual de

transporte tubular de potassio (%TK™) permaneceu inalterado (Figura 25. b).
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Figura 23. Fluxo Urinario (FU; a) e Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG; b) nos grupos

controle e tratado com Metilfenidato (MFD). Os resultados foram expressos em média e erro padrio
da média (E.P.M). "p<0,05 em relagdo ao grupo controle (teste t de Student).
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Figura 24. Pressdo de Perfusdo (PP; a) e Resisténcia Vascular Renal (RVR; b) nos

grupos controle e tratado com Metilfenidato (MFD). Os resultados foram expressos em média e

erro padrdo da média (E.P.M). "p<0,05 em relacéo ao grupo controle (teste t de Student).
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Figura 25. Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa*) e Percentual de
Transporte Tubular de Potassio (%TK*) nos grupos controle e tratado com

Metilfenidato (MFD). Os resultados foram expressos em média e erro padrdo da média (E.P.M). “p<0,05

em relacdo ao grupo controle (teste t de Student).
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5.8. Avaliagdo da fungdo renal “in vivo”

5.8.1. Analise Bioguimica

N&o foram observadas alteracbes nos parametros de funcao renal nas 24 e 48 horas
apos o tratamento com MFD na concentracdo de 10mg. Os niveis de uréia e creatinina se
mantiveram dentro dos valores normais em amostras de urina e plasma. O clearence de
creatinina foi calculado para estimar a taxa de filtracdo glomerular e também se mostrou
estavel quando comparado com o grupo controle que recebeu somente salina. A percentual de
excrecdo de sadio e potassio foi calculado para avaliar a capacidade funcional tubular e ndo

houve alteracdes nesses parametros quando comparado com o controle (Tabela 6.).

Tabela 6. Efeitos do MFD (10mg) sobre a funcdo renal dos animais apds 24h e 48h

Grupos  Uréia  Creatinina Cl Creatinina (%) Excre¢do Na* (%) Excrecdo K*

24h V) (Cr) (CICr) (ENa+) (EK+)
Mean+SD Mean+SD Mean+SD Mean+SD Mean+SD
CT 39,25+2.1  0,65+0,05 0,76+0,15 0,42+0,40 1,72+0,20
10mg 37,88+4,6 0,60+0,08 0,97+0,12 0,40+0,09 1,30+0,25
Grupos  Uréia  Creatinina Cl Creatinina (%) Excre¢do Na* (%) Excrecdo K*
48h V) (Cr) (CICr) (ENa+) (EK+)
CT 37,5¢1,1  0,7+0,06 0,72+0,05 0,44+0,12 1,55+0,24
10mg 35,8+39 0,62+0,1 0,92+0,23 0,37+0,06 1,41+0,31

U: Uréia (mg/dL); Cr: Creatinina (mg/dL); Cl Cr: Clearence de Creatinina (mg/min); ENa*: Percentual de Excregéo
de Sodio (%); EK*: Percentual de Excrecdo de Potassio (%); CT: Controle

5.8.2. Analise histoldgica dos rins tratados com MFD

Na analise histologica dos rins tratados com o Metilfenidato na concentracdo de
10mg/kg, ndo foram observadas alteracGes nas estruturas renais, apresentando glomérulos,

tubulos, vasos e intersticios normais (Figura 26.).
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Figura 26. Fotomicrografia dos animais 24 horas ap6s a administragdo com

Metifenidato (hematoxilina-eosina). Aumento 400X. CT=Controle; MFD= 10mg/kg MFD.

5.9. Efeitos do MFD em células tubulares renais MDCK

5.9.1. Ensaio de Viabilidade Celular

5.9.1.1. Ensaio de Reducgdo do MTT

O efeito do MFD nas células tubulares renais foi avaliado através de culturas de

células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney). A viabilidade das culturas tratadas (1,0 x 10°/

po¢o) com o MFD foi analisada pelo método MTT apés 24h de incubacdo. O Metilfenidato

ndo causou reducdo na viabilidade das células epiteliais renais do tabulo distal (Figura 27.).
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Figura 27. Efeito do Metilfenidato em diferentes concentracées (1000; 500; 250; 100; 50;

5 ug/mL) sobre células MDCK pelo método do MTT. Dados expressos como média E.P.M e
analisado por ANOVA, com pos-teste Bonferroni (p<0,05).

5.9.1.2. Ensaio de Liberagéo da enzima Lactato Desidrogenase (LDH)

A integridade de membrana celular no processo de morte foi avaliada pelo método de
determinacdo da liberacdo da enzima Lactato Desidrogenase (LDH) em culturas de células
tubulares renais (MDCK) tratadas com Metilfenidato em diferentes concentracdes (1000; 500;
250; 100; 50; 5 ug/mL) por 24 horas. Nesse experimento foi observada liberacdo da enzima

LDH nas concentragdes mais altas quando comparadas com o grupo controle (Figura 28.).
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Figura 28. Porcentagem de liberacdo da enzima Lactato Desidrogenase de células

MDCK induzida pelo Metilfenidato (1000; 500; 250; 100; 50; 5 ug/mL). Dados expressos
como média = E.P.M e por ANOVA, com pds-teste Bonferroni (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Os efeitos do metilfenidato no SNC foram estudados utilizando-se varios modelos de
comportamento animal, tais como o labirinto em cruz elevado (LCE), campo aberto, Rota rod,
nado forgado e convulsdo induzida por pilocarpina. Estes testes sdo modelos classicos para
screening de atividades no sistema nervoso central, fornecendo informacgdes sobre
desempenho  psicomotor, ansiolitico, antidepressivo, atividade miorrelaxante e
anticonvulsivante (LINHARES, 2012).

O labirinto em cruz elevado (“‘elevated plus-maze ) é provavelmente o modelo animal de
ansiedade mais empregado atualmente (PELLOW et al., 1985; CAROBREZ ¢ BERTOGLIO,
2005). O comportamento exibido pelo animal durante o teste tem sido atribuido a averséo natural
dos animais (ratos ou camundongos) a espacos abertos, representada pela esquiva dos bracos
abertos. Drogas ansioliticas aumentam a exploracao destas areas sem alterarem a atividade motora
dos animais (LISTER, 1987; CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005). Ja as drogas ansiogénicas
diminuem o nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos fechados do labirinto
(PELLOW et al.1985).

Neste estudo, o diazepam na dose de 1mg/Kg foi utilizado como padrdo positivo,
produzindo significante aumento em todos os parametros analisados. Estes parametros foram
0 numero de entradas nos bragos abertos (NEBA), percentual do nimero de entradas nos
bracos abertos (PEBA), tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) e percentual do
tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA). Isto indica, conforme esperado, que o
diazepam provocou um comportamento ansiolitico nos animais, pois diminuiu 0 medo natural
a espacos desprotegidos e elevados.

O metilfenidato foi administrado por via oral nas doses de 2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg em

animais adultos. Foi observado que apenas na dose de 20mg/Kg, assim como o diazepam,
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aumentou significativamente os parametros analisados. Esses dados sdo similares aos
encontrados em outros estudos, no qual diazepam e outros benzodiazepinicos produzem um
robusto efeito ansiolitico em varios outros modelos animais de ansiedade, sugerindo um efeito
ansiolitico similar ao diazepam (RABBANI; SAJJADI e MOHAMMADI, 2008).

Corroborando com os nossos achados, alguns autores realizaram estudo com ratos
jovens expostos ao MFD, utilizando o teste de labirinto em cruz elevado e verificaram que 0s
animais passaram mais tempo além dos trilhos sobre os bracos abertos, e apresentaram
comportamentos de avaliacdo de risco alterados sugerindo um efeito ansiolitico do MFD
(ZHU; WEEDON; DOW-EDWARDS, 2010).

Pesquisa revelou que camundongos jovens tratados com metilfenidato nas doses de 10
e 20mg/Kg conseguiram ficar mais tempo nos bracos abertos do labirinto, apresentando
comportamento ansiolitico (LINHARES, 2012).

Pesquisa revelou que administracbes orais de MFD (3mg/kg) atuaram como uma
droga ansiolitica, facilitando o movimento dos animais sobre os bracos abertos e elevados do
labirinto radial quando comparados com os controles, que ndo foram explorar o labirinto. Tais
achados relacionam-se aos dados humanos, demonstrando que MFD reduz a ansiedade em
pacientes com TDAH (BOUFFARD et al., 2003).

Um estudo anterior mostrou um melhor desempenho em ratos jovens tratados com
MFD no brago labirinto radial (ZHU et al., 2007).

Em contrapartida, outros estudiosos apresentam resultados distintos dos nossos
achados, apontando que camundongos lesados por etanol no periodo de
neurodesenvolvimento apresentaram um comportamento ansioso, permanecendo menos
tempo nos bragos abertos quando comparados aos controles. O metilfenidato ndo conseguiu

reverter esse efeito, ou seja, apresentar propriedades ansioliticas (RIBEIRO, 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20080393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weedon%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20080393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dow-Edwards%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20080393
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Ueno et al., (2002) mostraram que o metilfenidato ndo reverteu o comportamento
ansioso de modelo animal de déficit de atencdo no teste do Plus-Maze. Outros estudos
associam ainda o uso cronico do metilfenidato com a resposta aumentada ao estresse, niveis
plasmaticos elevados de corticosterona, além de efeitos depressivos na idade adulta
(CARLEZON et al., 2003).

Estudos demonstraram que o MFD (3 mg / kg) administrado via oral, aumentou a
atividade locomotora, em ratos jovens, levando os animais a explorarem o labirinto radial do
braco, enquanto os animais do grupo controle pouco exploraram os bracos (ZHU; WEEDON,;
DOW-EDWARDS, 2010).

Ja os estudos conduzidos por Britton e Bethancourt (2009), avaliaram os efeitos em
longo prazo em animais expostos cronicamente ao MFD, indicarando que o tratamento
prolongado, em doses terapéuticas, tem pouco ou nenhum efeito duradouro sobre a ansiedade,
ou seja, um periodo mais prolongado de exposicdo produziu menos ansiedade em relacdo ao
periodo de exposic¢do mais curto do fArmaco, o que pode sugerir que é importante considerar o
tempo de exposicdo de drogas em estudos pré-clinicos que visam investigar os efeitos da
exposi¢cdo MFH em populacbes de TDAH.

Apesar das dificuldades inerentes a extrapolacdo para a condicdo humana, estes
resultados sublinham a importancia do diagnostico correto do TDAH antes de iniciar o
tratamento com um estimulante. Sendo assim, é necessaria uma avaliagdo mais aprofundada
das potenciais adaptacdes neurobiolégicas induzidas por experiéncias no inicio da vida que
podem contribuir para a fisiopatologia dos transtornos neuropsiquiatricos em longo prazo.

Muitos modelos animais de ansiedade tém sido desenvolvidos com base na sua
sensibilidade aos benzodiazepinicos. No entanto, altas doses podem induzir sedacdo, causar
uma significante reducao dos parametros observados (CRAWLEY, 1981) e resultar em falso-

positivo/negativo nos modelos de ansiedade. Portanto, para verificar a relacdo do efeito


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20080393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weedon%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20080393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dow-Edwards%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20080393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Britton%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19540871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bethancourt%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19540871

96

ansiolitico do MFD com alteracdo da atividade locomotora foi realizado o teste campo aberto
(TREIT; FUNDYTUS, 1989).

O campo aberto (“open-field”) € uma metodologia que possibilita avaliar a
“emocionalidade” do animal, pois sabe-se que a ambulacdo e o comportamento de levantar
sejam atividades ligadas, principalmente, a uma boa coordenac¢do motora, enquanto que o
comportamento de “grooming” e ‘“rearing” estejam associados muito mais ao estado
emocional do animal (ARCHER, 1973).

O teste do campo aberto é empregado para avaliar a atividade exploratdria dos
animais. A tendéncia natural do animal em um ambiente novo é a de explora-lo, apesar do
estresse e do conflito provocado por este ambiente (MONTGOMERY, 1958).

Os roedores parecem preferir a periferia ao centro do campo aberto, normalmente
ambulados em contato com as paredes, ou seja, apresentam tigmotaxia. Portanto, assim como
no labirinto em cruz elevado, a tigmotaxia estaria relacionada com a ansiedade no campo
aberto (CAROLA et al., 2002; PRUT; BELZUNG, 2003). O comportamento dos roedores é
determinado pelo conflito entre explorar areas/objetos desconhecidos e o instinto de evitar
perigos potenciais.

A ansiedade inibe o comportamento exploratério (atividade locomotora, rearing,
climbing, e manipulacdo de objetos) do animal (BARNETT, 1975). Um aumento ou
diminuicdo deste comportamento pode ser indiretamente uma medida do nivel de ansiedade
(CRAWLEY; GOODWIN, 1980; PELLOW et al., 1985).

Desta forma, a locomogéo, rearing e grooming em roedores, observados no campo
aberto, sdo os parametros comportamentais mais usados para descrever influéncias dos
eventos da vida ou da administracdo de drogas (MONTGOMERY, 1958; ARAKAWA;

IKEDA, 1991; REX et al., 1996).
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O modelo de campo aberto possibilita discutir a especificidade do efeito de uma droga,
caso ela seja estimulante, sedativa, ansiolitica ou ansiogénica (LISTER, 1987). Alguns
estudos demonstraram que a reducdo na atividade locomotora espontanea da uma indicagéo
do nivel de excitabilidade do sistema nervoso central (MANSUR; MARTZ; CARLINI, 1971)
e esta reducdo pode estar relacionada com a sedacdo resultante da depressdo do sistema
nervoso central (OZTURK et al., 1996; PEREZ et al., 1998).

Neste estudo, o metilfenidato aumentou a atividade locomotora dos animais adultos
apenas nas doses mais elevadas, 10 e 20 mg/Kg. Esse resultado talvez encontre respaldo nos
estudos de Fredriksson e Archer, 2004, que avaliaram o mesmo modelo utilizado neste estudo
e observaram que uma possibilidade é de que os animais adultos, por ja serem adultos, teriam
menos hiperatividade do que os animais jovens e, portanto, menor rendimento na exploracéo
dos ambientes no campo aberto.

Outros estudos mostram que 0 MFD muitas vezes aumenta a atividade locomotora em
animais jovens. E possivel que o MFD suprima a atividade locomotora quando o ambiente
promove a atividade e aumente a atividade locomotora em ratos nos aparatos simples. Da
mesma forma, a anfetamina reduz a hiperatividade ao mesmo tempo que aumenta a atividade
locomotora em campo aberto (YANG et al., 2003; YANG et al., 2006).

Alguns estudos reforcam essa redugdo da atividade locomotora com a utilizagdo do
MFD. Experimentos realizados com animais tratados com MFH reduziu a hiperatividade de
camundongos tanto no campo aberto como no nado for¢cado (HUANG et al., 2012).

Claussen, Chong e Dafny (2012), utilizando a metodologia do campo aberto em seus
experimentos, verificaram que o metilfenidato n&o obteve efeito sobre a atividade locomotora
quando comparado ao controle.

Alguns autores verificaram que ratos espontaneamente hipertensos (SHR), tratados

com metilfenidato, apresentaram locomogéo horizontal reduzida num teste de campo aberto
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em relacdo ao grupo controle, embora tenha diminuido a hiperatividade. Estes resultados
sugerem que o MFD tenha potencial para amenizar anormalidade motora no modelo SHR
(UMEHARA et al., 2013).

Ja o diazepam, na dose de 2mg/Kg, diminuiu a atividade locomotora indicando efeito
sedativo comum aos benzodiazepinicos. Isso mostra que a atividade ansiolitica do
metilfenidato ndo esta relacionada com a atividade motora.

Considerando que a ansiedade pode reduzir a atividade exploratéria (PRUT, 2003),
propomos que o MFD, nesse estudo, parece gerar um efeito ansiolitico e desinibitério.

Em nosso estudo ndo houve alteracdo no nimero de rearing nem no ndmero de
grooming nos animais tratados com MFD no campo aberto. O diazepam, na dose de 2 mg/kg,
diminuiu o rearing e o grooming. Tal efeito ja era esperado, ja que alguns trabalhos relatam
que a dimuniuicdo no rearing sugere uma atividade sedativa (CHINDO et al., 2012), bem
como drogas ansioliticas reduzem também as atividades de grooming no campo aberto
(KALUEFF et al., 2004).

Animais tratados com MFD, nos estudos de Bolafios et al (2003), Britton et al., (2007)
e Carlezon et al., (2003) mostraram-se mais vulneraveis a situacdes adversas, gastando
significativamente mais tempo envolvido em self-grooming, uma resposta comportamental
conhecida a situagdes de ansiedade.

A atividade de rearing parece estar relacionada com a hiperatividade dopaminérgica.
Estudos apontam que o aumento da atividade dopaminérgica induz um maior comportamento
de rearing (SWANSON et al., 1998). Em alguns estudos o rearing tem sido focalizado como
um aspecto de comportamento exploratério (JOHANSSON; AHLENIUS, 1989), embora
alguns autores sugiram que drogas ansioliticas diminuam o nimero de rearing (HUGHES,

1972; STOUT,; WEISS, 1994).
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Quase todos os animais gastam uma significante parte do tempo no comportamento de
grooming. Embora varios transmissores possam modular a expressao deste comportamento
(MOODY; MERALI; CRAWLEY, 1993), a dopamina estd particularmente envolvida
(DRAGO et al., 2000).

A literatura refere que o aumento de grooming é observado em roedores apreensivos
(ARCHER, 1973), e em um grande numero de estudos, pesquisadores observaram que drogas
ansioliticas reduzem o grooming no campo aberto (BARROS et al., 1994; DUNN et al.,
1981).

Em seguida avaliamos os efeitos do MFD na coordenacdo motora, considerando que
drogas como o diazepam apresentam efeito ansiolitico e em doses mais altas, alteram a
coordenacao motora. Essa sequéncia se deu a partir dos dados obtidos com o LCE, em que 0s
efeitos do metilfenidato demonstraram atividade ansiolitica similar ao diazepam, nas doses
mais altas (LINHARES, 2012).

O teste do rota rod € usado para medir o desempenho da coordenacdo motora nos
animais (SEDELIS; SCHWARTING; HUSTON, 2001), ou seja, € um modelo que serve para
detectar déficits neurolégicos em ratos e camundongos (DUNHAM; MIYA, 1957). A
coordenacdo motora € um comportamento complexo e pode refletir equilibrio, forca muscular
e alteragdes na deambulacdo. Dificuldades na performance motora podem prejudicar a
realizacdo de testes comportamentais.

Nesse caso, quanto mais intenso for o efeito, menor serd o tempo em que o animal
consegue se equilibrar sobre a barra. Ressalta-se, no entanto, que se trata de um método néo-
especifico, uma vez que mede indistintamente, efeitos neurologicos, estimulantes e
depressores sobre a coordenacdo motora, aos quais tambem € atribuido o termo

neurotoxicidade (DALLMEIER; CARLINI, 1981).



100

Quando um roedor é colocado repetidamente em um cilindro em rotacdo constante, o
animal rapidamente se adapta a rotagdo. Entretanto, apds a administracdo de um depressor do
SNC, o animal facilmente cai da haste giratoria. Com a finalidade de avaliar uma possivel
atividade miorrelaxante do metilfenidato, foi utilizado o teste do rota rod, um modelo animal
classico usado para determinar o efeito de drogas na coordenacdo motora de roedores
(BOHLEN et al., 2009).

Nossos achados sugerem que o Metilfenidato, em todas as doses utilizadas (2,5; 5; 10
e 20 mg/Kg), ndo alterou a coordenacdo motora de forma significativa no teste do rota rod,
diferentemente do diazepam 2mg/Kg que aumentou o nimero de quedas e diminuiu o tempo
de permanéncia na barra por ser uma droga ansiolitica e apresentar um efeito relaxante
muscular. Esses resultados sugerem que o metilfenidato, provavelmente, pode ndo apresentar
bloqueio neuromuscular periférico, mas seus efeitos devem envolver neurénios que controlam
a atividade depressora central (ADZU et al., 2002; AMOS et al., 2001).

Em contrapartida, varios autores sugerem em seus estudos, aumento da atividade
locomotora em animais pré-tratados com MFD (KLEBAUR et al., 2001; BEVINS;
PETERSON, 2004; YANG et al., 2006).

Zhu, Weedon e Dow-Edwards (2010) sugerem que o MFD, além de aumentar a
atividade locomotora, sugere melhora do desempenho em testes cognitivos, como diminui¢édo
da ansiedade, maior atividade locomotora e melhoria na atengéo.

Alguns estudos demonstraram que a reducdo na atividade locomotora da uma
indicagdo do nivel de excitabilidade do sistema nervoso central (MANSUR, MARTZ e
CARLINI, 1971) e, esta reducdo pode estar relacionada com a sedagdo resultante da
depressédo do sistema nervoso central (OZTURK et al., 1996; PEREZ et al., 1998).

Adiante, investigamos o possivel efeito antidepressivo do MFD no Teste do Nado

Forcado (TNF). Tal modelo animal em questdo é amplamente utilizado para screening de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20080393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weedon%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20080393
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farmacos com efeito antidepressivo (BASSO et al., 2009; FRANKOWSKA et al., 2007), e
apresenta facilidade de uso, confiabilidade, especificidade e sensibilidade a administracdo
aguda de antidepressivos (CRYAN et al., 2002; HENNINGSEN et al., 2009).

Nesse modelo, os animais sdo expostos a situacGes estressantes e inescapaveis que
geram um comportamento inicial de luta/fuga. Esse comportamento tende a diminuir ao longo
do experimento, sendo alternado com periodos de imobilidade. Considera-se que esta
imobilidade esta relacionada a um comportamento de desespero e depressdo mental. Portanto,
a diminuicdo significativa do tempo de imobilidade de um grupo padrdo-positivo ou teste em
relacdo ao grupo controle, sugere uma resposta antidepressiva (STERU et al.1985).

Estudos tém demonstrado que a exposicdo a eventos estressantes aumenta a
vulnerabilidade a depressdo. Aparentemente, a exposi¢do ao estresse tem por consequéncia
um efeito neurotdxico sobre o hipocampo, provavelmente mediado pelo aumento de
glicocorticdides, que predispde ao desenvolvimento da depressao (HENNINGSEN et al.,
2009).

Nesse estudo observou-se que o MFD diminuiu o tempo de imobilidade de forma
significativa apenas na dose de 20 mg/Kg. Os resultados também mostraram que a
imipramina (inibidor de recaptacdo de noradrenalina e serotonina) usada como padréo
positivo nos testes no nado forcado, também diminuiu o tempo de imobilidade dos animais,
corroborando com o0s estudos que mostraram a sensibilidade deste teste as varias doses de
drogas antidepressivas (KULKARNI et al., 2008). Os resultados deste estudo forneceram
evidéncias de que o MFD apresentou um efeito antidepressivo, uma vez que houve uma
diminuicdo no tempo de imobilidade no teste do nado forgado.

Estudos apontam que a exposi¢do ao MFD diminui a laténcia para a imobilidade, um
efeito oposto ao observado apds tratamentos com antidepressivos (BOLANOS et al., 2003;

CARLEZON et al., 2003; BRITTON et al., 2007).
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Estudo mostra que roedores expostos ao MFD no periodo pré-puberal apresentam
aumento do comportamento depressivo e vulnerabilidade aumentada a ambientes estressantes,
bem como reatividade diminuida a recompensas naturais (CARLEZAN et al., 2003).

Outros autores apontam que animais tratados com MFD apresentam um menos tempo
de laténcia para atingir a imobilidade, que foi revertido pelo antidepressivo fluoxetina
(BOLANOS et al., 2008).

Alguns autores comparam a imobilidade a um estado de desesperanca, onde o animal ndo
tem mais porque lutar/nadar (mobilidade) para escapar do estresse. A consequente imobilidade
neste modelo € diminuida pelo uso de varias drogas antidepressivas (MACHADO-VIEIRA,;
KAPCZINSKI; SOARES, 2004).

Enquanto o teste de natacdo forcada € um modelo animal valido e confiavel, os
resultados podem ser variaveis (REED et al., 2008; INIGUEZ et al., 2010). A administrac&o
de MFD e a associagdo de MFD + Fluoxetina em animais adultos apresentaram maior
susceptibilidade ao estresse no nado forgado, enquanto os ratos pré-tratados apenas com
fluoxetina mostraram diminui¢cdo da vulnerabilidade. Juntas, essas evidéncias fornecem
suporte de que a exposicdo precoce a MFD induz vulnerabilidade permanente de estresse
(LAGACE et al., 2006; HALLADAY et al., 2009; WILEY et al., 2009), enquanto que a
exposicao a fluoxetina é ansiogénico e induz fendtipo de estresse comportamental na idade
adulta (KARPOVA et al., 2009; INIGUEZ et al., 2010).

Para corroborar os resultados dos experimentos comportamentais, determinamos as
concentracdes da Noradrenalina (NA), Dopamina (DA) e Serotonina (5HT) ap6s tratamento
agudo com MFD, nos niveis extracelulares de monoaminas no hipocampo e corpo estriado de
camundongos adultos.

Neste estudo, 0 MFD aumentou os niveis de DA e NA, reduzindo a concentracdo de

5HT apenas nas doses maiores, ou seja, de 10 e 20 mg/Kg, sugerindo que o MFD age como
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um ansiolitico, visto através do modelo comportamental de ansiedade. Tais testes foram
realizados no corpo estriado dos animais.

O corpo estriado ajuda a iniciar e a controlar acGes corticais que incluem o0s
movimentos voluntarios, 0 comportamento e, em parte a cognicdo. Em modelos animais, a
elevacdo da DA no corpo estriado promove aumento da area locomotora percorrida no campo
aberto (CORREA et al., 2009). Neste estudo, os animais tratados com MFD apresentaram
aumento na atividade locomotora percorrida no campo aberto nas doses de 10 e 20mg/Kg nos
animais adultos.

Estudos realizados em humanos sugerem que o bloqueio dos transportadores de
dopamina seja responsavel pelo efeito terapéutico do metilfenidato (VOLKOW et al., 2002).
Adicionalmente, é sugerido que o metilfenidato apresente especificidade regional, bloqueando
preferencialmente a recaptacdo de dopamina no cortex pré-frontal, em regides limbicas e no
estriado (LEONARD et al., 2004).

Em geral, a habilidade dos psicoestimulantes em aumentar a neurotransmisséo
dopaminérgica exerce papel crucial nos efeitos comportamentais dessas drogas, embora
outros neurotransmissores como a noradrenalina e a serotonina possam contribuir para o
efeito estimulante desses compostos (KUZENSKI et al., 1995).

Em roedores, foi demonstrado que o metilfenidato aumenta a concentragdo
extracelular de dopamina no estriado e de noradrenalina no hipocampo, mas apresenta uma
acao fraca ou ausente sobre a serotonina (KUZENSKI; SEGAL, 1997).

Van der Kooij e Glennon (2007) descreveram e compararam 14 modelos animais de
TDAH, demonstrando algum tipo de disfuncdo em relacdo a Dopmina. Genro et al. (2010)
mostraram em uma revisdo, evidéncias de modelos animais, farmacologia, neuroimagens e
estudos geneéticos que apdiam a idéia de que o transtorno de déficit de atencdo/hiperatividade

é uma doenga do sistema dopaminérgico.
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Acredita-se que as monoaminas estejam envolvidas na patogenia de muitas doencas
mentais. Sabe-se da participacdo da dopamina na psicose, pois muitos farmacos antipsicéticos
bloqueiam receptores dopaminérgicos (SEEMAN, 1987).

Para explicar a patogenia da depressao surgiu a hipotese das monoaminas, que afirma
que a depressao é causada por um déficit funcional das monoaminas transmissoras em certos
locais no cérebro, enquanto a mania resulta de um excesso funcional (MANJI; DREVETS;
CHARNEY, 2001).

Esta hipotese surgiu originalmente das associac@es entre os efeitos clinicos de varios
farmacos que causam ou aliviam os sintomas da depressdo e seus efeitos neuroquimicos
conhecidos sobre a transmissdo monoaminérgica no cérebro. Apesar da teoria das
monoaminas, foi sugerido que o neurotransmissor dopamina também participa na depressao
(BROWN, 1993; KAPUR e MANN, 1992). A dopamina estd implicada na regulacdo do
humor (DAILLY et al.,, 2004) e foi mostrado que, em modelos animais de depressdo, 0s
niveis de dopamina extracelular no cérebro estavam diminuidos (ROSSETTI et al., 1993).
Além disso, tem sido considerado que a dopamina esta envolvida com os efeitos
antidepressivos de drogas (JOCA et al., 2003).

A principal objecdo da hipdtese dopaminérgica da depressdo é que clinicamente os
antidepressivos efetivos inibem a recaptacdo da serotonina ou noradrenalina, mas néo
dopamina. Existe uma aparente contradicdo no mecanismo de acdo desses antidepressivos,
pois apesar do bloqueio da recaptagédo de serotonina e noradrenalina ocorrerem imediatamente
apos o tratamento agudo, o efeito clinico dos antidepressivos acontece apenas ap0s duas ou
quatro semanas de tratamento. Essa afirmativa pode fortalecer a hipotese dopaminérgica, pois
estudos mostram que o tratamento crénico com todos os inibidores da recaptagdo de
serotonina e noradrenalina potencializam a transmissdo dopaminérgica no ndcleo accumbens

(TAYLOR, 2005; TEIXEIRA et al., 2013).
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Em animais, ndo ha condicdo conhecida que corresponda a condicdo inata da
depressdo em seres humanos, mas varios procedimentos foram descritos, que produzem em
animais estados comportamentais (retirada da interacdo social, perda de apetite, atividade
motora reduzida, estresse, situacdes inescapaveis, entre outros), tipicos da depressdao humana
(PORSOLT et al., 1987).

A noradrenalina € um transmissor da via inibitoria do locus ceruleus para o corno
dorsal e possivelmente também em outras vias antinociceptivas. A teoria das monoaminas
sugere que a depressdo resulta da deficiéncia funcional da transmissdo dessa monoamina,
relacionando especificamente com o0s receptores adrenérgicos do tipo al (HIRANO et al.,
2007).

Muitos pesquisadores estudaram os efeitos do metilfenidato em receptores
dopaminérgicos e no transportador de dopamina, mas pouco se comenta sobre sua a¢do em
receptores adrenérgicos o2 e no transportador de noradrenalina (NAT). Estudos bioquimicos
mais recentes utilizando baixas doses de metilfenidato demonstraram um efeito mais potente
de concentracdo de norarenalina no hipocampo do que propriamente na dopamina estriatal
(ARNSTEN; DUDLEY, 2005).

Assim, ao analisarmos a concentragdo de DA e NA no corpo estriado dos animais
tratados com MFD observamos que, de maneira geral, o MFD alterou, levando a um aumento
das concentragOes dessas monoaminas. Esses resultados confirmam a atividade antidepressiva
do MFD, determinada apds a analise dos modelos animais comportamentais de depressao.
Além disso, estudos mostram que a liberacdo de NA estava marcadamente reduzida em
pacientes depressivos (LAMBERT et al., 2000), evidenciando o poder antidepressivo do
MFD.

Ja a 5-HT estd envolvida em muitos distdrbios neurdticos, incluindo ansiedade,

distdrbios do panico (FRAZER; HENSLER, 1999). Os neurdnios serotonérgicos e receptores
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sdo alvos para uma ampla variedade de drogas, como antidepressivos, ansioliticos,
antipsicoticos, envolvidas no tratamento de nausea e vomitos e depressdo e, por fim, varios
estudos experimentais e clinicos indicaram que o sistema noradrenérgico estd envolvido na
fisiopatologia da depressao (NUTT, 2006).

A falta destes neurotransmissores no cérebro ou anormalidades em seu metabolismo
tem sido relacionada com a atencdo, sono, memoria, aprendizagem, ansiedade, depresséo,
agressividade, comportamento compulsivo, problemas afetivos, dentre outros (SILVA et al,
2010).

A administracdo de cocaina, outra subtancia com mecanismo de acdo semelhante ao
metilfenidato, também age inibindo o0s transportadores dos neurotransmissores
monoaminérgicos NA e 5-HT, que estdo relacionados com o estado motivacional e resposta
(PULCHERIO et al., 2010).

Para a investigacdo dos aspectos relacionados a convulsdo foi utilizado o modelo
experimental da Pilocarpina. Tal modelo, nas décadas de 80 e 90, foi extensamente utilizado o
por replicar caracteristicas fenomenoldgicas das epilepsias humanas do lobo temporal
(TURSKI et al., 1983; 1989). A administracdo local ou sistémica desse composto resulta em
um padréo de crise limbica duradoura bastante caracteristica (status epilepticus), que apds um
periodo conhecido como silencioso (de 3 a 14 dias), leva o animal a apresentar crises
espontaneas e recorrentes (TURSKI et al., 1983).

Neste estudo, as convulsGes dos animais pré-tratados com MFD foram
potencializadas, sendo observados efeitos ndo s6 na redugdo do tempo para o inicio do
aparecimento da primeira convulsdo, mas também na reducéo do tempo para o inicio da morte
dos animais apos a administracdo de P400 quando comparados aos animais tratados apenas

com P400.
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A epilepsia é uma das mais comuns doencas neuroldgicas graves, afetando mais de 50
milhdes de pessoas em todo o mundo. As convulsdes sdo causadas por subitas, excessivas e
recorrentes descargas eléctricas a partir de células do cérebro (RODRIGUES et al, 2012). E
um dos disturbios neurolégicos mais comuns, apresentando taxa de prevaléncia de 5% (DE
LORENZO et al., 2001).

A ativacao colinérgica é essencial para o inicio do processo convulsivo em modelos de
epilepsia do lobo temporal, visto que estas convulsdes podem ser bloqueadas pelo pré-
tratamento com o antagonista muscarinico atropina (MARINHO et al., 1998; DE BRUIN et
al., 1999). A pilocarpina exacerba a atividade colinérgica provavelmente por influéncia direta,
aumentando a acdo da ACh circulante, modificando o binding dos receptores muscarinicos
(HRUSKA et al., 1984) e diminuindo a atividade acetilcolinesterasica (IMPERATO et al.,
1998).

Convulstes induzidas por pilocarpina produzem disfuncbes diversas em muitas
regides do cérebro, como hipocampo, estriado, cértex frontal entre outros (FREITAS et al.,
2005) como consequéncia da ruptura de conexdes neuronais entre as regides cerebrais. As
mudangas comportamentais durante as convulsdes em ratos tém sido amplamente relatadas
(XAVIER et al., 2007; MILITAO; FERREIRA; FREITAS, 2010).

As analises comportamentais para a laténcia de convulsdo e sobrevivéncia sugerem
que o MFD possui um mecanismo via colinérgica e parece ndo proteger contra convulsdes em
modelos colinérgicos (LINHARES et al., 2014).

Sabe-se que uma overdose de MFD pode levar a estimulacdo do sistema nervoso
central ou do sistema simpaticomimético, causando manifestagdes graves, incluindo
convulsdes (KLEIN-SCHWARTZ, 2002).

O Physicians Desk Reference (PDR), manual que recomenda e orienta a prescri¢do de

medicamentos disponiveis no mercado, amplamente utilizado por médicos norte-americanos e
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revisto anualmente, adverte e recomenda cautela no uso do MFD em pessoas com epilepsia e,
na presenca de convulsdes, sua prescricdo deve ser suspensa, embora ndo haja nenhum estudo
controlado para demonstrar efetivamente tal vulnerabilidade (TORRES et al., 2008;
KONESKI; CASELLA, 2010).

Para melhor compreender o papel da transmissdo colinérgica em convulsGes e morte
observadas com MFD, a atividade AChE cerebral dos animais foi determinada. Em nosso
estudo, o pré-tratamento com MFD reduziu significativamente a atividade da AChE nas doses
de 2,5 e 5mg/Kg quando comparado ao grupo controle apenas no corpo estriado,
corroborando com os achados de Linhares et al., (2014). Em nosso estudo, ndo houve
diferencas significativas no hipocampo de animais pré-tratados com MFD.

Embora o mecanismo das crises convulsivas induzidas por pilocarpina e estado de mal
epiléptico (EME) ndo esteja completamente esclarecido, sabe-se que este depende da ativacdo
muscarinica e também de alteracdes nas atividades da colina acetiltransferase (ChAT) e da
enzima acetilcolinesterase (AChE) em hipocampo de ratos (FREITAS et al., 2010).

Estudos apontam que o mecanismo de convulsfes causadas pelo metilfenidato pode
envolver uma interacdo com o sistema gabaérgico e glutamatérgico, através de uma
modulacdo no sistema colinérgico, com possivel reducdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase, culminando com o aumento dos niveis de acetilcolina (LINHARES,
2012).

Acredita-se que a diminuicdo do metabolismo da acetilcolina, pela redugdo ou
blogqueio da atividade da AChE, pode facilitar a instalacdo da atividade epiléptica, em virtude
do aumento da concentracdo da acetilcolina endogena, que pode ativar diretamente o sistema
colinérgico e, de forma direta ou indireta, induzir mudancas neuroquimicas em outros

sistemas de neurotransmissdo, dentre eles, glutamatérgico e GABAérgico, uma vez que estes
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podem estar implicados no desenvolvimento das convulsdes limbicas (IMPERATO et al.,
1998).

Em relacdo aos ensaios de avaliacdo de da funcdo renal, sabe-se que o0 MFD, na pratica
clinica, € uma substancia bem tolerada utilizado no tratamento de TDAH. Embora as
alteracbes do sistema urinario tenham sido relatados como efeitos adversos, hd pouca
evidéncia cientifica sobre o efeito da droga sobre as funcdes fisioldgicas do sistema renal
(MELGACO etal., 2010).

A insuficiéncia renal € um dos principais contribuintes para a alta taxa de morbidade e
mortalidade associadas com o uso indiscriminado de medicamentos (MELGACO et al.,
2010). Assim, é importante investigar os efeitos do MFD na funcéo renal para garantir o uso
seguro do farmaco.

Os rins recebem aproximadamente 25% de todo o débito cardiaco e sdo o principal
orgdo de excrecdo (JOHN; HERZENBERG, 2009). A filtracdo e a producdo de urina
dependem de diversos fatores. O mais importante é a auto-regulacdo do fluxo sangliineo
através dos glomérulos. Assim, se a funcdo glomerular é prejudicada, o fluxo urinario sera
alterado (UTLEY, 1993).

Neste contexto, podem afetar varias condicGes de filtracdo glomerular. As alteracdes
no fluxo sanguineo renal afetam o coeficiente de filtracdo e a quantidade de urina produzida e
o0 tonus vascular das arteriolas dos glomérulos afeta a pressdo de filtracdo e também influencia
o volume de urina produzida. Algumas drogas produzem constri¢do intensa das arteriolas,
reduzindo a pressdo glomerular, a filtracdo de plasma e, portanto, a formacdo de urina
(UTLEY, 1993).

Em ensaio com o rim isolado, o MFD reduziu a taxa de filtracdo glomerular, o fluxo
urinario e a percentagem de transporte tubular de sodio durante os experimentos de perfuséo.

A auto-regulacdo do fluxo sangliineo através dos glomérulos e o saldo tubular dependem da
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integridade dos mecanismos de reabsorcdo de sddio. Neste contexto, este efeito sobre o rim
pode ser relacionado com a ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, uma vez que
a aldosterona, similar a acdo do MFD, € capaz de reduzir a eliminacdo de sodio e causar
vasoconstri¢do renal (UTLEY, 1993).

Além disso, as prostaglandinas, como a PGI2, PGE2 e PGD2, também sdo
fundamentais para manter um fluxo de sangue renal normal e taxa de filtracdo glomerular.
Estas substancias sdo capazes de causar vasodilatacdo e diminuicdo da resisténcia vascular,
melhorar a perfusdo renal, com a redistribuicdo de fluxo de sangue a partir do cortex para a
regido justamedulares (OATES et al., 1988).

A sintese das prostaglandinas pode ser alterada em algumas doencas renais ou
condicdes que afetam a funcdo renal, tais como a doenca glomerular, insuficiéncia renal,
hipercalemia, situacdes de deplecdo do volume plasmatico, insuficiéncia cardiaca, cirrose e
choque hipovolémico. Em algumas destas circunstancias, como situacfes extremas
hipovolemia, o sistema renina-angiotensina-aldosterona também é estimulado, resultando em
vasoconstricdo e um aumento na reabsorcdo renal de sddio e agua. O ténus vascular aumenta
como resultado da estimulacdo do sistema simpatico. Nesta condicdo, as prostaglandinas
podem proporcionar uma vasodilatacdo compensatdria, para garantir a perfusdo adequada e
prevenir a perda da filtragdo glomerular e da funcéo renal (VONKEMAN; VAN DE LAAR,
2010).

Em nosso estudo, o MFD pode ter interferido com o efeito vasodilatador de
prostaglandinas, uma vez que reduziu o fluxo urinario e taxa de filtracdo glomerular. Este
efeito pode causar vasoconstricdo renal e, apos tratamento em longo prazo, provocar lesdo
renal. Alem disso, uma reducdo nos parametros acima referidos podem também sugerir

alteracdes dos efeitos da vasopressina, através da inibicdo da sintese de prostaglandina renal
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ou a reducdo da capacidade renal de diluicdo da urina, levando a hiponatremia (ROSNER;
KIRVEN, 2007).

N&o foram encontrados estudos em que a doenca renal esteja associada com o uso de
MFD. No entanto, disturbios eletroliticos, insuficiéncia renal e danos as células tubulares séo
frequentemente associados com os efeitos nefrotoxicos de alguns medicamentos,
especialmente a sua acdo inibitéria sobre a sintese de prostaglandinas (MELGACO et al.,
2010; JOHN; HERZENBERG, 2009; EJAZ et al., 2004). Resultados semelhantes ao nosso
estudo foram encontrados para o analgésico parenteral “ketorolac”, o que reduziu a taxa de
filtracdo glomerular em alguns pacientes, tinha potencial nefrotoxico e aumentou o risco de
insuficiéncia renal (ROSE; POST, 2010).

Apesar disso, a pressdo de perfusdo, a resisténcia vascular renal e a percentagem de
transporte tubular de potédssio ndo sofreram alteracBes significtivas. Estudos sobre o
antidepressivo sertralina ndo relataram mudanca nos parametros renais apds o tratamento dos
animais, semelhante aos nossos resultados (EJAZ et al., 2004). Além disso, em nosso
trabalho, a perfusdo renal com solucdo de Krebs-Henseleit sozinho ndo afetou os parametros
renais avaliados, o que corrobora estudos anteriores (EVANGELISTA et al., 2008;
FONTELES et al., 2009).

Por outro lado, em experimentos in vivo, uréia, creatinina, clearance de creatinina,
FENa+ e FEK+ ndo mostraram alteracGes significativas em relacdo aos outros parametros da
funcdo renal nos dois periodos de observacdo (24h e 48h). No entanto, os resultados foram
apresentados, por ndo encontrarmos na literatura outros relatos de estudos em animais in vivo,
mostrando dados da bioquimica renal com a administragdo do MFD.

No inicio de uma sindrome renal induzida por drogas, 0s niveis de uréia, creatinina e
potassio sdo elevados. No entanto, em alguns casos, por exemplo, de agentes anti-

inflamatdrios, 0 aumento da creatinina no soro podem ser observados apenas ap0s 0S
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primeiros trés a sete dias de utilizacdo. Esta quantidade de tempo € requerida antes um
farmaco atinja os seus niveis maximos e, por conseguinte, um maximo de inibicdo da sintese
das prostaglandinas (BRICKS; SILVA, 2005). Os nossos resultados demonstram que o MFD
ndo alterou estes parametros bioguimicos renais no periodo de tempo do presente estudo. No
entanto, a monitorizacdo da funcdo renal em longo prazo pode ser necessaria para que as
alteracdes sejam detectadas.

Quando o potencial de citotoxicidade de MFD para as células renais foi avaliado, o
MFD néo reduziu a viabilidade das células MDCK, sugerindo que o seu potencial efeito sobre
0s rins acontece a nivel de tubulo distal.

Para avaliar a integridade de membrana no processo de morte celular foi realizado o
teste de citotoxicidade in vitro pela medida da liberacdo in vitro da Lactato Desidrogenase
(LDH). A liberacdo dessa enzima, normalmente localizada no citoplasma, é indicativa de
ruptura da membrana celular.

A perda da integridade da membrana celular é caracterizada de necrose, que envolve
varios eventos que culminam numa resposta inflamatéria a lesdo, como clivagem de
componentes celulares, quimioatracdo de células apresentadoras de antigenos e liberagdo de
material citoplasmatico. A deteccdo da liberagcdo desses componentes, como a enzima LDH,
pode prover informacgdes importantes sobre o mecanismo de lesdo celular (MCHUGH,;
TURINA, 2006).

Além disso, a analise histopatoldgica dos rins, 24 horas ap6s a administracdo MFD em
animais, também mostrou que o MFD ndo apresenta citotoxicidade em células dos tubulos
renais. Esta descoberta, juntamente com os resultados acima, reforca que o possivel efeito
nefrotdxico do MFD provavelmente ndo € mediado por alteracdes nos tabulos renais.

Eeste estudo amplia o conhceimento dos efeitos do MFD nos rins, no entanto, séo

necessarios estudos futuros com esquema de administracdo cronica e periodos de seguimento
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mais longos de analise, uma vez que algumas alteracfes na funcao renal e histologia podem
aparecer apenas no final e cronicamente ao tratamento com esta droga. Entéo, a investigacédo
dos efeitos do MFD em parametros renais em animais jovens parece ser uma direcdo para
futuras pesquisas devido ao uso consideravel de MFD em idades mais precoces do

desenvolvimento humano.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

1. Nos experimentos do labirinto em cruz elevado, o metilfenidato os parametros
analisados de forma significativa nas doses de 10 e 20mg, comprovando seu efeito

ansiolitico;

2. Nos experimentos do campo aberto, 0 metilfenidato aumentou a atividade locomotora
nas doses de 10 e 20mg e ndo alterou o grooming e rearing, sugerindo um efeito

ansiolitico e desinibitorio;

3. No teste do rota rod, a coordenacdo motora dos animais ndo foi alterada, mostrando
que os efeitos desta substancia ndo estdo relacionados com o bloqueio neuromuscular

periférico, mas sim, ocasionados centralmente;

4. No teste do nado forcado, o metilfenidato apresentou efeito antidepressivo, pois
diminuiu o tempo de imobilidade dos animais, levando-nos a sugerir uma maior
investigacdo nesse contexto, uma vez que o farmaco ndo é, tradicionalmente, usado

como antidepressivo, na clinica;

5. Apbs a andlise das monoaminas, verificou-se que o metilfenidato aumentou a
concentragdo da Noradrenalina de forma significativa, corroborando com o efeito

antidepressivo observado no modelo de nado forgado.

6. No teste da convulsdo induzida por pilocarpina, o metilfenidato diminuiu as laténcias

de convulséo e de morte, demonstrando apresentar uma atividade proconvulsivante.
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O pré-tratamento com metilfenidato reduziu o nivel de atividade da enzima AChE no
corpo estriado, induzida por P400, mas ndao no hipocampo, sugerindo um possivel
mecanismo colinérgico como mecanismo alternativo para potencializacdo das

convulsdes induzidas por Pilocarpina;

Nos experimentos de perfusdo de rim isolado, o metilfenidato reduziu o fluxo urinério
e a taxa de filtracdo glomerular, reduzindo também a percentagem de transporte

tubular de sodio;

Nos ensaios in vitro, o MFD ndo alterou a viabilidade de células MDCK. A
capacidade do MFD ndo causar danos nestas células, sugere que o possivel efeito

adverso ndo compromete as estruturas renais distais;

Nos experimentos in vivo, 0 metilfenidato ndo alterou os parametos renais em 24h e

48h apos a administracdo do MFD;
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8. CONCLUSAO

Embora o metilfenidato pareca ser uma opcao segura para o tratamento do TDAH, ele
deve ser usado com cautela, uma vez que ele demonstrou apresentar atividade
proconvulsivante, bem como foram detectadas alteracdes nos parametros de funcdo renal,
sugerindo um possivel efeito nefrotoxico do MFD, devendo ser investigado com maior
profundidade, a fim de avaliar a intendidade desses efeitos e para minimizar os riscos, diante

da utilizacdo deste medicamento.
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