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ESTUDO DO EFEITO DA N-ACETILCISTEINA SOBRE A TOXICIDADE INDUZIDA
PELO LITIO

RESUMO

O carbonato de litio € o principal medicamento utilizado no tratamento do transtorno
bipolar. Este medicamento possui estreita faixa terapéutica e geralmente € utilizado
de forma crbnica pelos pacientes, gerando a necessidade da monitorizacao
terapéutica por meio da quantificacdo plasmatica de litio. Além disso, 0s registros de
efeitos toxicos decorrentes do uso medicinal cronico remetem a necessidade de uma
ferramenta que auxilie no tratamento. Desta forma, uma metodologia confiavel para a
quantificacdo de litio e um adjuvante terapéutico surgem como meios de melhorar a
qualidade de vida do paciente. Em nosso trabalho, utilizamos o espectrébmetro de
absorcdo atbmica de chama para validar um método para quantificacao de litio e os
resultados foram satisfatorios, pois cumpriram os critérios exigidos, assegurando a
confiabilidade do método. Com foco em buscar um adjuvante terapéutico, a N-
acetilcisteina (NAC) foi estudada por apresentar caracteristicas importantes contra 0s
efeitos toxicos causados pelo litio. Em nossos resultados o litio apresentou efeitos
toxicos principalmente induzindo o estresse oxidativo, enquanto que a
coadministracdo de NAC reverteu esse efeito nos érgados figado, rim e cérebro. O uso
da NAC como adjuvante terapéutico mostrou ser promissor, porém, mais estudos

precisam ser realizados para entender melhor essa relacao.

Palavras-chave: Antioxidante, Efeitos toxicos, Espectrometria de absorcao atémica

de chama, Estabilizadores de humor, Transtorno bipolar.
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STUDY OF THE EFFECT OF N-ACETYLCYSTSININE ON TOXICITY INDUCED BY
LITHIUM

ABSTRACT

Lithium carbonate is the main drug used to treat bipolar disorder. This medicine has a
narrow therapeutic range and is usually used in a chronic way by the patients,
generating the need for therapeutic monitoring by means of plasma lithium
quantification. In addition, records of toxic effects from chronic medical use reinforce
the need for a tool that assists in the treatment. Thus, a reliable methodology for the
quantification of lithium and a therapeutic adjuvant emerge as a means to improve the
quality of life of the patient. In our work, we used the flame atomic absorption
spectrometer to validate the method for quantification of lithium and the results were
satisfactory, because they complied with the required criteria, assuring the reliability of
the method. In order to find a therapeutic adjuvant, N-acetylcysteine (NAC) was
studied for presenting important characteristics against the toxic effects caused by
lithium. In our results lithium presented toxic effects mainly inducing oxidative stress,
while the coadministration of NAC reversed this effect in the liver, kidney and brain
organs. The use of NAC as a therapeutic adjuvant has been shown to be promising,

however, further studies need to be performed to better understand this relationship.

Keywords: Antioxidant, Toxic effects, Flame atomic emission spectrometry, Mood

stabilizers, Bipolar disorder.
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1. INTRODUCAO

O transtorno bipolar (TB) é uma doenca cronica, caracterizada pela alternancia
de episddios de depressao e de mania, que necessita de um tratamento adequado,
reduzindo, assim, os sintomas e a frequéncia destes episddios de alternancia de
humor, a incapacitacéo e as consequéncias psicossociais.

A medicacdo mais indicada para o tratamento do TB € o carbonato de litio,
sendo que seu efeito terapéutico esta diretamente relacionado com a sua
concentragdo plasmatica, com niveis terapéuticos entre 0,6 e 1,2 mEg/L. Portanto,
niveis abaixo de 0,6 mEg/L ndo exercem efeito terapéutico e niveis acima de 1,5
mMEQ/L sao considerados téxicos. Devido a estreita faixa terapéutica, e por ser usado
em tratamentos cronicos, o0 medicamento pode acumular-se gradualmente em tecidos
como o cérebro, podendo causar toxicidade cronica.

Devido a estas caracteristicas, tem sido relatado respostas toxicas ao litio,
como, alteracbes neuromusculares, distarbios cardiovasculares, sintomas
gastrintestinais, lesées hepdticas, incluindo alteracées histoldgicas, enzimaticas e no
metabolismo de carboidratos. No rim, ocorrem também alterag6es histologicas, além
de insuficiéncia renal crénica com perda progressiva da funcao renal. Com relagéo ao
cérebro, os resultados sdo controversos, algumas pesquisas indicam que 0 uso
cronico de litio previne mudancas estruturais e tem efeitos neuroprotetores, e outras,
relatam os prejuizos no que diz respeito a cognicao, aprendizagem, vigilancia, alerta
e em memoria de curto prazo. Outro efeito marcante do litio é a alteracao nos niveis
das enzimas antioxidantes, niveis de 6xido nitrico e da peroxidacao lipidica.

Para evitar os efeitos toxicos causados pelo uso medicinal do litio, e também
para possibilitar a correlacdo entre dose e efeitos tdxicos, € essencial a quantificacao
do litio em amostras bioldégicas. Com essa finalidade, a técnica que emprega o
espectrometro de absorcédo atbmica de chama (FAAS) no modo emissdo é uma das
mais utilizadas, sendo necesséria a validacdo da metodologia analitica para assegurar
a confiabilidade do método e dos resultados.

Desta forma, a relacéo entre a concentracao plasmatica do litio e seus efeitos
tdxicos se mostra extremamente importante, para que haja uma melhor compreenséao
e possivel reducdo destes efeitos toxicos, otimizando, portanto, a farmacoterapia.
Além disso, € necessario a busca de tratamentos mais eficazes para intoxicacdes

causadas pelo litio, uma vez que, atualmente, ndo existe um antidoto especifico.
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Com este enfoque, o0 uso da N-acetilcisteina (NAC) tem apresentado efeitos
promissores devido as suas propriedades antioxidantes e reducéo de efeitos toxicos.
Testes com animais mostraram que 0 seu uso evitou o dano renal induzido por litio.
Estudos comprovaram que a associacdo de N-acetilcisteina na farmacoterapia,
promoveu melhoras em escalas de avaliacdo do distarbio bipolar. Em vista disso,
torna-se importante um estudo para melhor entendimento de uma possivel acdo da
NAC sobre o litio.
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2. OBJETIVOS

Objetivo central:

Investigar uma possivel acdo protetora da N-acetilcisteina sobre os efeitos

toxicos do litio em modelo animal.
Objetivos especificos:

Desenvolver um método analitico adequado para a quantificacdo plasmatica do
litio, utilizando espectrometria de absor¢do atbmica de chama (FAAS) no modo

emissao.

Verificar os efeitos toxicos renais e hepaticos causados pelo litio, em modelo

animal.
Verificar os efeitos do litio sobre o estresse oxidativo, em modelo animal.

Verificar os efeitos da N-acetilcisteina sobre as alteracdes hepéticas e renais

causadas pelo litio, em modelo animal.

Verificar os efeitos da N-acetilcisteina sobre as alteracfes no estresse oxidativo

causadas pelo litio, em modelo animal.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

Perfil de toxicidade do litio no transtorno bipolar

O transtorno bipolar (TB) é uma doenca cronica, caracterizada pela alternancia
entre periodos de depresséo e periodos de mania. O TB possui, clinicamente, uma
infinidade de perfis com sintomas diferentes, e estes perfis variam consideravelmente
de um individuo para o outro (ALDA et al.,, 2009; MALHI et al.,, 2009). Para
acompanhar as manifestacdes clinicas do TB, sdo usadas escalas de avaliacdo que
servem para medir e caracterizar o fenbmeno, isto €, traduzem o fendmeno clinico em
informacdes objetivas e quantitativas, sendo Uteis no diagndstico e avaliacdo do
tratamento. Existem varias escalas de avaliacado do TB, a Escala de depresséo bipolar
(BDRS) foi o primeiro instrumento criado para detectar e mensurar os perfis
especificos de TB, incluindo itens para avaliar a gravidade dos sintomas depressivos
e maniacos. Para avaliar fases especificas do TB, h4 a escala para avaliar a
depressdo de Montgomery & Asberg (MADRS), e a escala de avaliacdo de mania de
Young (YMRS), que é mais utilizada em estudos clinicos com pacientes maniacos
(BERK et al., 2007).

Considerando que o TB é uma doenca crbnica, 0s principais objetivos do
tratamento sdo: a diminuicdo dos sintomas maniacos e depressivos, a diminuicao da
frequéncia com que o humor se altera e a severidade das alteracdes
comportamentais, conferindo maior estabilidade no humor e proporcionando uma
profilaxia eficaz (MALHI et al., 2012; ROSA et al., 2006; SPROULE, 2002). O principal
medicamento utilizado no tratamento do TB € o litio. Este foi descoberto em 1817,
sendo um dos elementos metalicos mais leves, (KSZOS & STEWART, 2003)
integrando o grupo dos metais alcalinos com o sédio e o potassio (CASARETT &
KLAASSEN, 2008). Seu uso na prética clinica, ocorreu apenas em 1949 quando John
Cade empregou o litio no tratamento de pacientes psiquiatricos. Esta indicacdo de uso
terapéutico foi, entdo, avaliada por outros pesquisadores, como SCHOU et al. (1954),
gue, alguns anos depois, comprovaram a sua eficacia para o tratamento de pacientes
maniacos e para a profilaxia do TB (ZUNG, MICHELON & CORDEIRO, 2010).

Como resultado destas evidéncias, o litio foi o primeiro farmaco aprovado pela

Food and Drug Administration (FDA) para o TB, sendo, desde entéo, utilizado para o
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tratamento das fases agudas e de manutencdo do TB. Além disso, o litio € o unico
medicamento com propriedades estabilizadoras do humor comprovadas (ROSA et al.,
2006; BAUER & MITCHNER, 2004; SPROULE, 2002). Seu uso, por mais de meio
século na clinica médica, tem gerado uma riqueza de evidéncias empiricas,
mostrando um perfil terapéutico Unico que inclui, por exemplo, caracteristicas
adicionais, como o seu efeito neuroprotetor e anti-suicida (LEWITZKA et al., 2015;
VAN ERP et al., 2012).

Apesar de ser tdo indicado e eficaz, o seu uso demanda atencéo e cuidados
especificos, por apresentar caracteristicas como: estreita faixa terapéutica, lento inicio
de acdo, variacdo na relacdo dose-nivel plasmatico, devido a interacdes
farmacocinéticas e farmacodinamicas, sendo que estes fatores aumentam o risco de
intoxicacdo. Desta forma, preconiza-se a monitorizacdo dos efeitos toxicos do litio,
para garantir a eficacia do tratamento e a seguranca do paciente (DE SOUZA et al.,
2013; BUSBY & SAJATOVIC 2010; SEVERUS et al., 2008; ROSA et al., 2007).

Propriedades farmacoldgicas

O litio esta disponivel como carbonato de litio em capsulas, comprimidos e
comprimidos de liberagdo lenta, sendo facilmente, e quase completamente, absorvido
no trato gastrintestinal (ROSA et al., 2006; VISMARI et al., 2002). As concentragdes
séricas maximas ocorrem entre 30 minutos e 3 horas apés a ingestao de comprimidos
e capsulas convencionais (MALHI et al., 2012; KECK & MCELROQY, 2002).

Inicialmente, o farmaco € distribuido no fluido extracelular e, gradualmente,
levando entre 6 e 10 horas, atinge os compartimentos intracelulares (LAROUDIE et
al., 1999). Sua distribuicdo é desigual, o que pode ser justificado pelo fato de ndo se
ligar as proteinas séricas, atravessar livremente a placenta e cruzar lentamente a
barreira hematoencefalica (FYRO, PETTERSSON & SEDVALL, 1970). Devido a isso,
0S picos no cérebro ocorrem cerca de 24 horas apos a ingestdo (MALHI et al., 2012;
CHEN, SHEN & LU, 2004). O litio ndo sofre metabolizacdo e 95% da sua excrecao é
renal (MALHI et al., 2012; SPROULE, HARDY & SHULMAN, 2000), sendo o restante
excretado pelo suor e pelas fezes, com meia-vida de eliminacdo de aproximadamente
24 horas (ROSA et al., 2006; KECK & MCELROQY, 2002).

O mecanismo exato pelo qual o litio age ainda nao é totalmente compreendido.
No entanto, evidéncias indicam que o litio tem acdo em uma série de
neurotransmissores (MALHI et al.,, 2012; KECK & MCELROY, 2002), como a
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serotonina, dopamina, noradrenalina, glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA) e
acetilcolina (BRUNELLO & TASCEDDA, 2003; LAROUDIE et al., 1999; DIXON &
HOKIN, 1998; DIXON & HOKIN, 1997; RISBY et al., 1991; BALDESSARINI & VOGT,
1988). O litio também é ativo, possivelmente por meio dos seus efeitos na transducao
de sinal, tais como a hidrélise do fosfoinositideo, glicogénio-sintase-quinase-3 (GSK-
3), e fatores neurotréficos (BEAULIEU & CARON, 2008; QUIROZ, GOULD & MANJI,
2004; KECK & MCELROY, 2002; LENOX & HAHN, 2000). Uma das hipoteses mais
aceitas para o modo de acao do litio € a "hipotese de depleg¢ao do inositol”. Supde-se
que o litio age em regibes do cérebro onde inositol estd em excesso, e sao
encontrados niveis elevados de inositol em episédios de mania e depressao, mas
niveis inalterados em pacientes eutimicos (MALHI et al., 2012; IKONOMOV & MANJI,
1999).

Propriedades toxicoldgicas

Como os sais de litio partilham algumas caracteristicas com os de sédio e
potassio, sdo capazes de substituir estes ions em varios locais no organismo
(LAROUDIE et al., 1999). Devido a esta caracteristica, o litio tem entrada livre em
células renais, mas o transporte para fora das células € mais limitado e, gradualmente,
isso resulta em acumulacdo intracelular (TIMMER & SANDS, 1999). Mais
especificamente, o litio é filtrado completamente nos glomérulos, e cerca de 80% é
reabsorvido nos tubulos proximais (MALHI et al., 2012).

O litio ndo esta ligado as proteinas plasmaticas, mas esta associado as células
vermelhas do sangue. Sua distribuicdo ocorre de maneira desigual com niveis mais
elevados no rim, tireoide, e 0ssos, em comparacao a outros tecidos (CASARETT &
KLAASSEN, 2008). Se a funcdo renal estiver comprometida, a meia-vida de
eliminacdo pode aumentar em até 60 horas (CASARETT & KLAASSEN, 2008;
TIMMER & SANDS, 1999). Sendo assim, fatores como hiponatremia, deplecdo do
volume de fluido, e a associacdo com diuréticos ou inibidores da enzima conversora
de angiotensina (ECA) podem reduzir a depuracao renal de litio e levar a toxicidade
(EVANS, SCHENTAG & JUSKO 1992).

Outro fator que contribui para o aumento de toxicidade do litio € o seu estreito
indice terapéutico, sendo que ha proporcionalidade entre a toxicidade e

concentracbes plasmaticas acima das consideradas terapéuticas, embora alguns
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pacientes possam apresentar sinais de toxicidade na extremidade superior do
intervalo terapéutico (CASARETT & KLAASSEN, 2008, KECK & MCELROQY, 2002).

Intoxicacao

IntoxicacBes relacionadas com a exposicdo de litio sdo, principalmente,
decorrentes de seu uso medicinal (TIMMER & SANDS, 1999). Considerando o indice
terapéutico relativamente estreito do litio, € importante manter seus niveis dentro de
uma faixa especifica para cada paciente e isso exige um equilibrio entre eficacia e
efeitos adversos. Visando diminuir os efeitos toxicos, ha orientagbes que sugerem
gue, no inicio da terapia, o litio deve ser administrado em pequenas doses divididas,
para minimizar os efeitos secundarios, e em seguida, titulado gradualmente para
atingir niveis plasméticos terapéuticos, enquanto se monitoriza a tolerabilidade
(MALHI et al., 2012; ESTADOS UNIDOS, 2010).

As concentracdes plasmaticas terapéuticas-alvo recomendadas para o estado
agudo maniaco-depressivo variam entre 0,8 e 1,5 mEqg/L, e de 0,6 até 1,2 mEg/L para
a terapéutica de manutencao (MALHI et al., 2012; ROSA et al., 2006; SPROULE,
2002).

Durante uma intoxicacdo aguda, os niveis plasmaticos de litio podem atingir
niveis potencialmente letais (> 2,0 mEq/L) (GRANDJEAN & AUBRY, 2009a). Porém,
idosos podem apresentar respostas téxicas ao litio mesmo em niveis terapéuticos
(SHULMAN, 2010).

As respostas tOxicas nas intoxicacbes agudas incluem alteracbes
neuromusculares (tremor, hiperirritabilidade muscular e ataxia), distUrbios
cardiovasculares (arritmia cardiaca, hipertensdo e colapso circulatério), sintomas
gastrintestinais (anorexia, nauseas, diarreia e vomitos) e disturbios do sistema
nervoso central (periodos de apagao, crises epilépticas, fala arrastada, coma, perdas
cognitivas, retardo psicossomatico, e aumento da sede) (CASARETT & KLAASSEN,
2008; HARDMAN, GILMAN & LIMBIRD, 1995). Tais efeitos séo, geralmente,
transitorios (LYDIARD & GELENBERG, 1982; FYRO, PETTERSSON & SEDVALL,
1970) e, comumente, ndo duram mais do que um ou dois dias, porém, ha casos em
gue os efeitos colaterais podem persistir por dias ou semanas (MALHI et al., 2012;
GRANDJEAN & AUBRY, 2009a).

Na intoxicacdo cronica, que é a mais frequente, os efeitos colaterais podem

surgir apos anos e décadas de tratamento, devido ao fato de que o litio € normalmente,
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receitado por longo prazo (MALHI et al., 2012), e geralmente, esta associado a outros
fatores, como tolerancia individual e comprometimento da funcéo renal (MALHI et al.,
2012; GRANDJEAN & AUBRY, 2009a; CHEN, SHEN & LU, 2004). O tratamento longo
pode levar a um acumulo gradual de litio no cérebro e isso ocorre, apesar das
concentracdes plasmaticas estarem dentro da faixa terapéutica, uma vez que o litio
tem uma meia-vida mais longa no cérebro do que no plasma (PLENGE et al., 1994).
Outro efeito decorrente do uso cronico de litio, € o ganho de peso, e adicionalmente,
o TB predispde a obesidade devido a hipersonia, hiperfagia e diminuicédo da atividade
fisica, principalmente quando os pacientes estdo deprimidos (MALHI et al., 2012).
Pacientes com TB tém taxas mais elevadas de anomalias primarias de tireoide
do que a populacédo em geral (BAUER et al., 2008), e o uso do litio tem provocado um
efeito inibidor marcante sobre a liberacdo do horménio da tireoide (CASARETT &
KLAASSEN, 2008). Na glandula tireoide, o acumulo de litio altera a estimulagdo da
tireoglobulina e inibe a absorc¢éo de iodo, o acoplamento iodotirosina e a secrecéo de
tiroxina. A reducéo deste leva a um aumento no horménio estimulante da tireoide
(TSH) e o quadro clinico tipico de hipotireoidismo emerge (MALHI et al., 2012;
JOHNSTON & EAGLES, 1999; LAZARUS, 1998; LOMBARDI et al., 1993). Pacientes
em tratamento com litio sdo propensos a desenvolver hipercalcemia secundaria a
niveis elevados de horménio da paratireoide (PTH) (KUSALIC & ENGELSMANN,
1999). Isto ocorre porque o litio interfere na ligacédo de calcitonina e PTH, o que resulta
em uma diminuicdo compensatéria na excrecao urinaria de calcio e esta associada

com uma diminui¢éo da reabsorcédo 6ssea (MALHI et al., 2012).

Alteracfes hepéaticas induzidas pelo litio

O uso de litio, mesmo dentro do intervalo terapéutico, provoca impacto
negativo, causando desordens hepaticas (APRAHAMIAN et al.,, 2014; CHADHA,
BHALLA & DHAWAN, 2008). Ha varios estudos que relatam efeitos toxicos do litio
sobre a funcdo hepatica, provocando alteracdes enzimaticas (SHARMA & IQBAL,
2005) e no metabolismo hepatico de carboidratos (ALTAN et al., 1993).

Aumento significativo das transaminases alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) e da atividade de fosfatase alcalina (FA) foram
observados apés tratamento com litio (CHADHA, BHALLA & DHAWAN, 2010). A FA
€ 0 protétipo de enzimas que refletem as redugbes patologicas no fluxo da bile;
portanto, é possivel que o aumento da atividade da fosfatase alcalina no figado possa
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ser devido a contribuicado de células fagociticas e a diminuicdo da secrecao biliar em
lesdo hepatica induzida por litio (CHADHA, BHALLA & DHAWAN, 2010; HATOFF &
HARDISON, 1981).

Estudos in vivo indicam que os sais de litio exercem efeitos sobre o
metabolismo da glicose do figado (RODRIGUEZ-GIL et al., 2000). Existem evidéncias
de que o litio possui alguns efeitos semelhantes aos da insulina em hepatdcitos de
rato, tais como a estimulacéo da sintese de glicogénio a partir de glicose. Este efeito
pode estar relacionado com a ativacdo do glicogénio sintase, tanto na presenca
(NYFELER, FASEL & WALTER, 1981), quanto na auséncia (BOSCH et al., 1986) de
glicose, por um mecanismo que provavelmente envolve uma diminuigdo concomitante
na atividade da glicogénio-fosforilase (RODRIGUEZ-GIL et al., 2000, BOSCH et al.,
1986).

De acordo com pesquisas, o tratamento com litio causa alteragdes no estresse
oxidativo e nas defesas antioxidantes, uma vez que seu uso induz a peroxidagao
lipidica, com aumento nos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS), além de influenciar na atividade da catalase (CAT), da superoxido-
dismutase (SOD) e da glutationa-peroxidase (GSH-Px), (ESKANDARI et al., 2012;
NCIRI et al., 2010; VIJAIMOHAN, MALLIKA & SHYAMALA, 2010; CHADHA, BHALLA
& DHAWAN, 2008).

Alteracdes renais provocadas pelo litio

A nefrotoxicidade induzida pelo litio € uma complicagdo conhecida desde o
advento de sua utilizacdo no tratamento dos transtornos de humor e pode ocorrer com
a exposicao a longo prazo, mesmo quando os niveis de litio permanecem dentro do
intervalo terapéutico (GRUNFELD & ROSSIER, 2009; ALEXSANDER et al., 2008;
GITLIN, 1999). O tratamento a longo prazo com litio pode prejudicar a capacidade de
concentracdo renal e causar sintomas como poliria e sede secundéaria (MALHI et al.,
2012; GRANDJEAN & AUBRY, 2009a; GITLIN, 1999). Além disso, acredita-se que as
lesGes renais ocorram devido a nefropatia hipocalémica. A nefrotoxicidade causada
por litio tem como alvo principal os tubulos distais e coletores, com uma maior
incidéncia de proteintria e patologia glomerular associada (CASARETT &
KLAASSEN, 2008; MARKOWITZ et al., 2000).

Farmacologicamente, o litio diminui a resposta do monofosfato ciclico de

adenosina (CAMP) ao horménio antidiurético (ADH), que por sua vez, limita a
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capacidade do rim para armazenar a agua livre. Em conjunto com o acumulo de litio
nos tabulos coletores, o efeito de litio sobre o ADH diminui a capacidade dos rins de
concentrar a urina (GITLIN, 1999). As complicacdes renais em funcgéo tubular incluem
o desenvolvimento de diabetes insipidus nefrogénica e acidose tubular renal.
(OLIVEIRA et al., 2010; GRUNFELD & ROSSIER, 2009).

Devido as semelhancas entre o litio, 0 s6dio e o potassio, varias proteinas
transportadoras de sédio no néfron também podem carrear o litio, como a isoforma 3
do trocador soédio-hidrogénio (NHE3), o co-transportador de Na-K-2Cl, do ramo
ascendente espesso da alca de Henle e o canal de sodio epitelial (ENaC), do tabulo
coletor cortical. O ENaC tem uma permeabilidade 1,5 a 2 vezes maior ao litio do que
ao sodio. No entanto, ao contrario do sédio, o litio ndo é exportado para fora da célula
pela Na/K-ATPase, 0 que leva ao seu acumulo intracelularmente (OLIVEIRA et al.,
2010; GRUNFELD & ROSSIER, 2009).

As alteragdes histoldgicas renais consistem, principalmente, na distrofia tubular
e uma ligeira hipertrofia glomerular, a qual evolui para distrofia tubular mais
pronunciada ao nivel proximal. As alteracfes progridem com o tempo, tanto em nivel
glomerular quanto tubular (LOGHIN et al., 1999). Além disso, podem ser encontrados
niveis elevados de creatinina e ureia (KALANTARI et al.,, 2015), de TBARS e
alteracdes na atividade da CAT e SOD no rim, indicando aumento do estresse
oxidativo provocado pelo litio (NCIRI et al., 2012; NCIRI et al., 2010).

Consequéncias do transtorno bipolar no cérebro

Individuos com TB apresentam alterac6es como declinio cognitivo e funcional,
além destas alteracbes, ocorrem também mudancas estruturais cerebrais
progressivas, normalmente, com atrofia neuronal e reducédo da densidade celular,
havendo uma reducdo da matéria cinzenta na regido limbica anterior (BORA et al.,
2010). Mecanismos que podem conduzir essas mudancas incluem ativacao de vias
imunologicas e inflamatérias, disfuncéo nas vias mitocondriais, fatores apoptoticos e
neurotréficos (DODD et al., 2013; BERK et al., 2011b).

Evidéncias indicam que o estresse oxidativo desempenha um papel importante
na fisiopatologia de varias desordens neuropsiquiatricas, incluindo o TB (PANDYA,
HOWELL & PILLAI, 2013), com altera¢fes significativas nas enzimas antioxidantes
CAT e SOD, e nos niveis de 6xido nitrico (ANDREAZZA et al., 2008), sendo também
relatado uma reducao das defesas de glutationa (GAWRYLUK et al., 2011).
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Acdes do litio no cérebro

A acdo neuroprotetora do litio vem sendo investigada e imagens de
ressonancia magnética (IRM) confirmam a prevencdo de mudancas no tamanho do
cérebro. Pesquisas indicam que o uso crénico de litio previne a redu¢éo de volume no
cortex cingulado e do volume total da matéria cinzenta, além de ter efeitos
potencialmente neuroprotetores no hipocampo (BERGER et al., 2012; SASSI et al.,
2004; SASSI et al., 2002). Estudos observaram que os efeitos neuroprotetores e
neurotréficos do litio ocorrem através de varios mecanismos de agdo, agindo como
inibidor do GSK-3 e indutor do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
(CHUANG, WANG & CHIU, 2011; CHALECKA-FRANASZEK & CHUANG, 1999),
além disso, o litio também inibe o dano oxidativo e aumenta o contetudo de glutationa
em cultura de cértex de rato (CUI et al., 2007).

Devido ao fato do litio se distribuir amplamente no sistema nervoso central, ele
age sobre alguns neurotransmissores, diminuindo a liberacdo de noradrenalina e
aumentando a sintese da serotonina (SHAH et al., 2015), os niveis de GABA e
receptores GABA-B (BRUNELLO & TASCEDDA 2003), e também aumentando as
concentragbes de glutamato. Isto pode resultar na redugdo da neurotransmisséo
excitatoria presente nos pacientes com TB (JOPE, 1999). Outro efeito do uso cronico
de litio € o aumento da producdo de receptores muscarinicos M3 em células de
granulos em cultura de cerebelo de rato (GAO, FUKAMAUCHI & CHUANG, 1993).

Por outro lado, ha pesquisas que relatam os prejuizos causados pelo uso
prolongado de litio, no que diz respeito a cogni¢cdo, podendo ocorrer efeitos negativos
discretos na aprendizagem, vigilancia, alerta e em meméria de curto prazo (STIP et
al., 2000; HONIG et al., 1999). Alguns pacientes também relatam lentiddo mental e
psicomotora apos a sua utilizagdo (PACHET & WISNIEWSKI, 2003) e isso pode ser
explicado com base no fato do litio ter uma meia-vida mais longa em tecidos neurais,

podendo causar neurotoxicidade (PLENGE et al., 1994).

Tratamento

Estudos analisando pacientes com intoxicacéo cronica e aguda mostraram que
a hemodidlise foi o método mais eficaz para a reducgéo de litio no sangue, ao passo
que os diuréticos se mostraram parcialmente eficazes. Portanto, a hemodialise pode

ser utilizada para tratar a toxicidade de litio e, em adicdo, os diuréticos de tiazida e
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inibidores da ECA. Medicamentos anti-inflamatérios ndo-esteroidais também podem
conferir beneficios profilaticos, e talvez impedir ou limitar o risco de disfuncéo renal,
ou episodios de intoxicacdo (MALHI & TANIOUS, 2011; GITLIN, 1999; FINLEY,
WARNER & PEABODY, 1995).

Em pacientes que fazem o uso de litio, o tratamento com diuréticos deve ser
acompanhado de reposi¢cdo de agua e eletrdlitos (CASARETT & KLAASSEN, 2008;
TIMMER & SANDS, 1999). A administracédo de potassio (20-50mmol/dia) pode ser util
na reducéo dos efeitos da toxicidade do litio no rim (GITLIN, 1999). Em intoxicacfes
agudas, a lavagem gastrica diminui a absorcao do litio, e a administragdo de ureia,
manitol e aminofilina produzem aumentos na excrecdo de litio (GRANDJEAN &
AUBRY, 2009b; KECK & MCELROY, 2002).

Portanto, ha ferramentas que sdo utilizadas no tratamento de intoxicacdes
causadas pelo litio, mas atualmente, ndo existe um antidoto especifico disponivel para
estas intoxicacdes e nem uma opcao terapéutica para diminuir os efeitos tdxicos do
litio. Neste contexto, estudos tém indicado que parametros de estresse oxidativo,
como a peroxidacao lipidica e radicais livres, desempenham um papel importante na
fisiopatologia de desordens neuropsiquiatricas como o TB (ANDREAZZA et al., 2008).
Foram encontrados também em pacientes com TB, niveis séricos de TBARS mais
elevados, independentemente da fase psiquiatrica da doenca: eutimicos, deprimido
ou maniaco (ANDREAZZA et al.,, 2007). Ao mesmo tempo, outro grupo também
descobriu um aumento dos parametros de estresse oxidativo e ativacdo de defesas
antioxidantes em episodios maniacos iniciais (PANDYA, HOWELL & PILLAI, 2013;
MACHADO-VIEIRA et al., 2007).

O uso da N-acetilcisteina (NAC)

Tem sido discutido que compostos com propriedades antioxidantes podem
melhorar os sintomas de algumas doencas como o TB, e devem ser explorados como
possivel terapia adjuvante. Com base nisso, a NAC tem sido indicada como
farmacoterapia adjuvante para TB, devido as suas propriedades antioxidantes. Uma
recente revisdo sistematica de ensaios clinicos indicou que o uso de NAC como
tratamento adjuvante mostrou resultados positivos (PANDYA, HOWELL & PILLAI,
2013; SARRIS, MISCHOULON & SCHWEITZER, 2011). Sendo um medicamento bem
tolerado pelos pacientes e de uso seguro (AYORECH et al., 2015).
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A NAC é um derivado de cisteina e, como a maioria dos tidis (RSH), pode ser
oxidado por uma grande variedade de radicais e, por ser um precursor direto da
sintese de glutationa, reabastece os niveis intracelulares de glutationa reduzida.
Adicionalmente, a N-acetilcisteina € um antioxidante direto, pois neutraliza os radicais
livres antes que eles possam prejudicar as células (DHOUIB et al., 2016). Seu alvo
sdo uma série de vias moleculares incluindo neurotrofinas, transmissdo
glutaminérgica, glutationa, apoptose, funcéo mitocondrial e vias inflamatérias. Estas
vias sdo pertinentes a uma série de disturbios neuropsiquiatricos (DODD et al., 2013;
BAKER et al., 2002).

Estudos sobre o efeito de NAC avaliaram sua administragdo como terapia
adjuvante em individuos com TB, e indicaram que o tratamento com NAC provoca
uma melhora significativa em escalas utilizadas para avaliar o TB. Na escala de
MADRS, houve uma reducédo de 50% em pontuagbes do MADRS de pacientes
tratados com NAC (AYORECH et al., 2015). BERK et al. (2011a) realizaram um estudo
em que os participantes receberam NAC por um periodo de dois meses, e apds esse
periodo, foram designados aleatoriamente ao tratamento com NAC ou placebo, de
uma forma duplamente cega por mais seis meses, em individuos com transtorno
bipolar na fase de manutencao, tratados com NAC (1 g uma vez ao dia), foi descoberto
que o tratamento NAC causou uma diminuigédo robusta em pontua¢cfes da Escala de
Depressdo Bipolar (BDRS) com tratamento utilizando NAC durante 2 meses em
individuos com depressdao moderada. Enquanto que, em outro estudo envolvendo
pacientes com episédios de mania. ocorreu uma melhora na pontuacdo da escala
YMRS, a qual os pacientes foram submetidos apds o tratamento (MAGALHAES et al.,
2013). Desta forma, as evidéncias indicam que a NAC tem efeitos positivos em
sintomas de depressao e de mania (AYORECH et al., 2015).

Além do mais, ha evidéncias pré-clinicas que a NAC pode impedir o dano renal
induzido por litio (MALHI et al., 2012; EFRATI et al., 2005). Neste contexto, a NAC

surge como uma opcao em potencial.
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VALIDACAO DA QUANTIFICACAO DE LITIO NO ESPECTROMETRO DE
ABSORCAO ATOMICA — MODO EMISSAO

RESUMO

O carbonato de litio medicamento usado no tratamento do transtorno bipolar tem uma
estreita faixa terapéutica e devido a esta caracteristica, apresentam respostas toxicas.
Devido a isso, a quantificacdo do litio em amostras biolégicas é essencial para
entender a relagdo entre concentracao plasmatica e efeitos tdxicos. Assim, o objetivo
deste estudo é desenvolver um método analitico para quantificagcdo plasmatica de litio,
usando o espectrometro de absorcéao atbmica de chama (FAAS) no modo emisséo. A
validacdo do método analitico foi realizada com base nos parametros estabelecidos
nas Resolugao 27, de 17 de maio de 2012 e Resolugao 899, de 29 de maio de 2003,
da ANVISA. Os resultados da validacdo mostraram que o método usando o FAAS no
modo emissao foi satisfatério para quantificacdo de litio na agua e no plasma e
portanto, o método utilizado é: linear, com desvio do valor nominal dos padrées
utilizado nas curvas de adicdo de padrédo sobre a matriz dentro dos limites
estabelecidos, com grau de dispersao dos resultados respeitando o limite determinado
para 0s ensaios de precisdo intracorrida e intercorrida, com valores de erro padrao
relativo indicando a exatiddo do método, com limites de deteccado e de quantificacéo
considerados adequados. Além disso, 0 método avaliado € seletivo para o litio, ndo

apresenta interferentes da matriz e ndo tem efeito residual.

Palavras-chaves: Espectrometro de absorcdo atdomica de chama, Validagéo,
Estabilizadores de humor
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VALIDATION OF LITHIUM QUANTIFICATION IN THE ATOMIC ABSORPTION
SPECTROMETER - EMISSION MODE

ABSTRACT

Lithium carbonate used to treat bipolar disorder has a narrow therapeutic range and
because of this feature, occur toxic responses. Because of this, the quantification of
lithium in biological sample it is essential to understand the relationship between
plasma concentration and toxic effects. Thus, the objective of this study is to develop
an adequate analytical method for plasma quantification of lithium, using the flame
atomic absorption spectrometer in emission mode (FAES). The validation of the
analytical method was performed based on the parameters established in Resolution
27, of May 17, 2012 and Resolution 899, of May 29, 2003 of ANVISA. Partial results
of analytical validation shown that the method using the FAAS mode emission was
satisfactory for quantitation of lithium in water and plasma, since the test results the
required conditions and therefore the method used is: linear, with deviation from the
nominal value of the calibration curves within the established limits, with degree of
dispersion of results respecting the limit to the intra-run and inter-run precision essays,
with standard error values relative indicating the accuracy of the method, with limits of
detection and quantification considered suitable. Furthermore, the method is selective

for lithium, shows no interfering matrix and has no residual effect.

Keywords: Flame atomic emission spectrometry, Validation, Mood stabilizers.
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INTRODUCAO

A alternéancia de episodios de depressdo e de mania caracteriza a doenca crénica
conhecida como transtorno bipolar (TB).! A medicacdo mais indicada para o
tratamento do TB é o carbonato de litio, sendo que o seu efeito terapéutico esté
diretamente relacionado com a sua concentracdo plasmatica, com niveis terapéuticos
entre 0,6 e 1,2 mEg/L. Portanto, niveis abaixo de 0,6 mEg/L ndo exercem efeito
terapéutico e niveis acima de 1,5 mEg/L s&o considerados tdxicos.??

Para evitar os efeitos tdxicos causados pelo uso medicinal do litio, e também para
possibilitar a correlacdo entre dose e efeitos toxicos, é essencial a quantificacdo do
litio em amostras biologicas. Desta forma, a relagdo entre a concentracéo plasmatica
do litio e seus efeitos toxicos se mostra extremamente Util, para que haja uma melhor
compreensao e possivel reducdo destes efeitos téxicos, otimizando, portanto, a
farmacoterapia.*

A monitoracdo do litio é imprescindivel para garantir a eficacia do tratamento e a
seguranca do paciente, proporcionando o ajuste individual da dose, favorecendo a
adeséao do paciente ao tratamento e prevenindo a ocorréncia de intoxicagoes, evitando
ou detectando precocemente a ocorréncia de niveis subterapéuticos ou toxicos.>
Com finalidade de realizar a monitoracéo, a técnica que emprega o espectrometro de
absorcdo atdmica de chama (FAAS) no modo emissédo, para quantificar o litio, € uma
das mais utilizadas.” E desde que, os resultados obtidos servem para tomada de
decisbes sobre a terapéutica do paciente, a validacdo de metodologias € importante
para garantir que a técnica que sera empregada atenda aos objetivos requeridos,
fornecendo resultados confiaveis.®

Uma metodologia sem validacdo ndo é capaz de fornecer dados confiaveis, o que
pode acarretar no excesso ou subestimacdo de efeitos e interpretacdes falsas de
achados toxicologicos, bem como na avaliacdo de estudos cientificos. Se tais erros
nao forem ébvios, podem permanecer despercebidos durante um estudo cientifico ou
uma investigacdo de caso. Sendo assim, a validagdo se torna fundamental.®1?

A validacéo deve ser planejada antes de sua execucao, sendo necessario realizar um
desenho experimental, levando em consideragdo o proposito da metodologia, para
garantir a obtencéo de resultados precisos e exatos.® Desta forma, o objetivo deste

trabalho foi desenvolver um método analitico adequado para a quantificacédo
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plasmatica de litio utilizando espectrémetria de absor¢cdo atdmica de chama (FAAS)

no modo emissao.

PARTE EXPERIMENTAL

A validacao foi realizada segundo parametros fixados na Resolugéo 27, de 17 de maio
de 2012 e Resolucéo 899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), utilizando adicdo de padrdo em agua ultrapura e em plasma, e
abrangendo os seguintes ensaios: linearidade, curva de adicdo de padrdao sobre a
matriz, preciséo intracorrida e intercorrida, exatidao intracorrida e intercorrida, limite

de deteccdo, limite de quantificacdo, seletividade, efeito residual e efeito matriz.13-14

Instrumental

Para a validacdo da metodologia, foram utilizados reagentes de grau analitico. Foi
utilizado padréo de litio de 1000 mg/L (Hexis, SP, BR). Em todos os procedimentos
que exigiram o uso de &agua, foi utilizada &gua ultrapura obtida por sistema de
purificacdo Gehaka: Master system P&D, com valores de condutividade e resistividade
de 0,05 uS/cm e 18,18 MQ.cm, respectivamente. As solugbes de trabalho foram
preparadas a partir de diluicdes da solucdo estoque em agua ultrapura. As vidrarias
utilizadas foram previamente descontaminadas em solugédo de HNO3z 10% (v/v) e, em
seguida, foram enxaguadas com agua ultrapura.

O equipamento utilizado foi o espectrémetro de absor¢do atbmica da marca Varian,
modelo SPECTRAA 55-B. Considerando a facil ionizagéo sofrida por este elemento e,
de ndo haver necessidade do uso de lampada de catodo oco de litio, 0 equipamento
foi operado no modo emissdo. Os parametros utilizados foram: chama composta por
fluxo de ar 3,5 L/min e de acetileno de 1,5 L/min, a estequiometria da chama foi
oxidante, para o monocromador, foi utilizada uma largura da fenda de 0,2 nm e
comprimento de onda de 670,8 nm. O software utilizado na leitura das amostras foi o
SpectrAA 55, AA 240Z, Version 5.1 PRO.

Preparo de amostras
Para o preparo das amostras, foi utilizado solugdo analitica padrdo de litio na

concentracéo de 1000 mg/L. No processo da validagao, foram utilizados dois tipos de
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amostras, a agua ultrapura e o plasma fornecido por laboratorios colaboradores. Os
padrées aquosos foram preparados utilizando agua ultrapura e o plasma foi diluido
com solucéo de KCI 0,2% na razdo de 1:25 nos plasmas normal e lipémico, e na razéo
1:62,5 para plasma hemolisado, sendo que a razdo de diluicdo para cada plasma foi
definida apos serem realizados testes com diferentes diluicbes para a reducdo do
efeito matriz. O plasma hemolisado teve sua hemoglobina dosada utilizando
equipamento automatizado hematolégico Coulter LH 750 Analyzer Beckman Coulter,
e o plasma lipémico teve as dosagens de triglicerideo e colesterol realizadas no
equipamento automatizado bioquimica Au 680 Beckman Coulter, com kits comerciais
da Beckman Coulter. Os padrbes foram preparados em baldo volumétrico e

homogeneizados em agitador vértex por 1 minuto.81?

Linearidade

Com afinalidade de avaliar a capacidade da metodologia analitica de gerar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, o teste de linearidade foi
utilizado. Para tal, foram realizadas curvas de adi¢do de padrédo sobre a agua ultrapura
e matriz plasma, empregando intervalos diferentes das concentra¢des de litio. Sendo
assim, a primeira curva abrangeu as seguintes concentragdes 0,006, 0,014, 0,03, 0,05
e 0,1 mEqg/L. Para avaliar o limite de concentracdo de litio que a relacdo permanece
linear, foram analisadas concentracdes mais elevadas de litio, tais como, 0,1, 0,2, 0,3,
0,4 e 0,5 mEg/L. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo (R?) foi de R
= 0.99.

Curva de adicéo de padréao

Para a realizacdo das curvas de calibracdo, foram utilizadas curvas de adicao de
padrdo sobre a agua ultrapura e matriz plasma normal, contendo litio nas
concentragdes 0,00, 0,006, 0,009, 0,014, 0,02, 0,03, 0,05, 0,07 e 0,1 mEqg/L. Foram
realizadas trés curvas de adicdo de padrdo, sendo considerados aprovados o0s
padrdes que tiverem desvio menor ou igual a 15% em relac&o a concentracao nominal
dos padrdes utilizados, com excecao do LIQ, que é permitido desvio menor ou igual a
20%.1% No final deste processo, estabeleceu-se a relagédo entre as concentracées e
suas emissdes foram plotadas e analisadas por um modelo matematico linear,

utilizando o R?, com critério de aceitagdo R = 0.99.
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Preciséo e Exatidao

A precisdo e a exatiddo foram determinadas em uma mesma corrida analitica
(precisé@o intracorrida) e em, no minimo, 3 (trés) corridas diferentes (precisao
intercorridas). Foram utilizados dois tipos de amostras, a agua ultrapura e o plasma e
em cada corrida foram realizadas 5 (cinco) replicatas em 5 (cinco) concentracoes:
limite inferior de quantificacdo (LIQ) de 0,006 mEqg/L, controle de qualidade de baixa
concentracdo (CQB) de 0,014 mEq/L, controle de qualidade de média concentracdo
(CQM) de 0,03 mEQ/L, controle de qualidade de alta concentracdo (CQA) de 0,08
mMEQ/L e controle de qualidade de diluicdo (CQD) de 0,16 mEqg/L que foi diluido na
razdo 1:2 com agua ultrapura. Na validagéo realizada com padrdo em agua ultrapura,
a precisao e a exatidao intercorridas foram realizadas em 2 (duas) corridas diferentes,
e para todos os testes, cada padrdo foi realizado em triplicata, além de ter sido
excluido o CQD das analises. Como critério de aceitacdo, foram aceitos para os testes
de precisédo valores de coeficiente de variagao (CV) menores ou iguais a 15%, e para
o LIQ, menores ou iguais a 20%. Para o teste de exatidao, o critério de aceitacdo exige
gue os valores para o erro padrao relativo (EPR) devem estar contidos na faixa de +
15% do valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual os valores devem estar contidos

na faixa de + 20% do valor nominal.13

Limite de deteccao e Limite de quantificacao

A estimativa do limite de deteccado e de quantificacdo foram realizadas com base na
relagcdo de 3 e 10 vezes o ruido da linha de base, respectivamente. O limite de
deteccdo e de quantificagdo foram determinados pelas equagfes 1 e 2

respectivamente,

3DPa
D= (1)
IC
10DPa
= 2
s (2

em que: DPa é o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas
de adicdo de padrdo sobre a agua ultrapura e matriz plasma normal, construidas
contendo concentracfes do analito proximas ao suposto limite de quantificacao; IC é
a inclinacédo da curva de adicdo de padrdo sobre a agua ultrapura e matriz plasma

normal.
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Seletividade

Para avaliar a capacidade do método de diferenciar e quantificar o analito na presenca
de outros componentes da amostra, foram utilizadas quatro amostras de plasmas
normais, um lipémico e um hemolisado. Os resultados foram comparados com
agueles obtidos nas amostras processadas do LIQ, sendo que as respostas de leituras
de emissdo de amostras proximo ao padrao adicionado devem ser inferiores a 5%

(cinco por cento) da resposta do padrdo adicionado.

Efeito residual

Para estimar se ha o aparecimento ou aumento do sinal do analito e, se este foi
causado por contaminacdo proveniente de amostras analisadas anteriormente, foram
aspiradas a amostra branco (plasma sem adicdo de padréo) e o limite superior de
quantificacdo (LSQ) de 0,1 mEg/L, na seguinte sequéncia (1) amostra branco, (2)
LSQ, (3) amostra branco e (4) amostra branco. O resultado foi comparado com os
valores processados de LIQ, e foram considerados aprovados quando os valores

foram inferiores a 20% do valor de LIQ.

Efeito matriz

Para determinar se h& efeito na resposta do analito causado por componentes da
matriz biolégica, foram analisadas as seguintes amostras de plasma, sendo quatro
normais, um lipémico e um hemolisado, em duas concentracbes a CQB de 0,014
mEg/L e CQA de 0,08 mEqg/L. Os resultados foram comparados com leituras de CQB
de 0,014 mEqg/L e CQA de 0,08 mEg/L em solugdo aquosa, sendo que para cada

amostra, foi realizado o fator de matriz normalizado (FMN), conforme a equacao 3,

Resposta do analito em matriz (3)

FMN =
Resposta do analito em solugao

O resultado é considerado aprovado se o coeficiente de variacdo dos FMNs relativos

a todas as amostras for inferior a 15%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, a linearidade do método foi avaliada considerando concentracdes que,
inicialmente, foram de 0,006 a 0,1 mEqg/L e posteriormente, concentragdes de 0,1 a
0,5 mEg/L. Os gréficos A e B, da Figura 1, ilustram o primeiro momento contendo as
menores concentragdes, e o resultado das curvas de adicdo de padréo sobre a agua
ultrapura e matriz plasma foi uma relagéo linear entre a concentracdo do analito e a
resposta do equipamento. Contudo, no segundo momento, onde foram analisadas as
concentracdes maiores (Figura 1C e 1D), o que se observa é uma relacdo quadratica
entre a concentracao do analito e a resposta do equipamento. Portanto, nota-se que
a partir da concentracdo 0,1 mEg/L, o método avaliado perde a sua linearidade e,
desta forma, apesar das duas curvas apresentarem um R? 2 0.99, optou-se por
empregar o intervalo linear do método que abrange as concentracdes de 0,006 até
0,1 mEg/L de litio. Outro estudo’ utilizando o espectrometro de absorcdo atdmica,
encontrou uma faixa linear que vai de 0,01 até 1 mEqg/L, enquanto que em outra
pesquisa’®, utilizando a técnica de espectroscopia de emissdo atdbmica, encontraram
que em concentracdes de 0,04 até 1,5 mEQ/L, a linearidade do método foi mantida.
Esses dados reforcam a necessidade da validacdo de métodos, pois mesmo utilizando
métodos semelhantes, os resultados diferem entre si.

As curvas de calibracdes de adicdo de padrao em matriz plasma e agua ultrapura
foram construidas utilizando as concentragcbes compreendidas entre 0,006 e 0,1
mEg/L. Os resultados obtidos por meio da analise linear dos dados e do coeficiente
de correlacdo (R?) mostram que o método escolhido é adequado, revelando uma
relacdo linear entre sinal do aparelho e concentracdes das amostras analisadas. O R?
e as equacOes obtidas com as curvas de adicdo de padrao sobre a matriz plasma e
em agua ultrapura estao representadas na Figura 2A e 2B, respectivamente.

Nas Figuras 2A e 2B também constam, respectivamente, as trés curvas de adicéo de
padrdo sobre a matriz plasma e em &agua ultrapura, bem como o desvio padrdo de
cada valor, sendo considerado aprovado os padrbes com desvio menor ou igual a
15% em relacdo a concentracdo nominal. Sendo assim, todos os padrdes de todas as
curvas foram considerados aprovados, pois respeitam o desvio do valor nominal
estabelecido.

Os resultados dos testes de preciséo e exatidao intracorrida e intercorrida realizados

com agua ultrapura estdo descritos nas Tabelas 1. Os dados foram avaliados
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calculando o CV da triplicata de cada padrao. O maior CV encontrado na precisao
intracorrida foi de 5,44%, correspondendo a andlise do CQB, diferente do que foi
encontrado na precisao intercorrida, cujo maior valor de CV analisado foi o do LIQ de
7,88%. Ainda assim, todas as amostras foram julgadas como aprovadas, por
apresentarem valores de CV inferiores aos limites maximos estabelecidos, o que
implica que os padrdes testados apresentam baixo grau de dispersdo em seus
resultados, sendo considerados apropriados para a metodologia proposta.

Os testes de exatidao foram analisados por meio do calculo do EPR. O maior EPR
encontrado no ensaio de exatidao intracorrida foi de 11,67%, e no ensaio de exatiddo
intercorrida foi de 8,61%. Esse teste avalia 0 qudo proximo estdo os valores
encontrados com os valores previamente estabelecidos, e deve ser estabelecido
abrangendo a faixa de concentracdo de interesse.® Desta forma, todos foram
considerados aprovados, por apresentarem o EPR dentro dos limites estabelecidos,
e pode-se afirmar que os valores avaliados possuem boa concordancia entre os
valores estabelecidos.

Os resultados dos ensaios de precisao intracorrida e intercorrida realizados em matriz
plasma estdo detalhados na Tabelas 2. Os dados foram analisados pelo calculo do
CV da quintuplicata de cada padréo, de acordo os limites estabelecidos. O maior valor
de CV encontrado na analise dos padrdes no ensaio intracorrida foi de 7,42%, valor
este abaixo do limite maximo permitido, e o maior valor de CV encontrado no ensaio
intercorrida foi de 6,66%, estando também abaixo do limite maximo permitido.
Portando, todos os valores foram considerados aprovados.

Os testes de exatiddo foram analisados utilizando o valor do EPR. O maior EPR
encontrado no ensaio de exatiddo intracorrida foi de 10% e no ensaio de exatidao
intercorrida foi de 6,92%. Sendo assim, todos os valores foram considerados
aprovados, por apresentarem o EPR dentro dos limites estabelecidos, e pode-se
afirmar que os valores avaliados possuem boa concordéancia entre os valores
estabelecidos.

O limite de deteccéo do método empregado foi de 4,4x10* mEg/L, quando analisadas
as curvas de calibracéo de adicdo de padréo em agua ultrapura e de 5,5x104 mEq/L,
nas curvas de adicdo de padrdo em plasma. Estes resultados mostram que mesmo o
menor valor da curva de adicdo de padrdo sobre a matriz esta dentro do limite de
detecgcdo do método.

Com relacédo ao limite de quantificacdo, os resultados encontrados utilizando as

curvas de calibracdo em agua ultrapura e em plasma, sdo de 1,46x10° mEg/L e
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1,84x10° mEq/L, respectivamente. Em estudo?, utilizando espectroscopia atdmica de
absorcdo em chama no modo emisséo, o valor de quantificagdo encontrado foi 0,01
mEg/L, portanto, um limite de quantificacdo menor quando comparado aos
encontrados neste trabalho. Estes resultados confirmam que mesmo o menor valor
das curvas de adi¢cdo de padrédo estd dentro do limite de quantificacdo do método,
demonstrando que este método pode ser utilizado, garantindo a quantificacdo das
concentracdes necessarias.

Para o teste de seletividade foi realizada a leitura do branco (amostras de plasma)
sem adicdo de padréo de quatro amostras normais, uma lipémica e uma hemolisada,
e o0s resultados mostraram que a resposta da leitura de emisséo de todas as amostras
de plasma foram de 0,00. Valor este bem abaixo do permitido, que € leitura de emissao
dos plasmas inferior a 5% da resposta do LIQ. Este resultado demonstra que o método
é altamente capaz de diferenciar e quantificar o litio na presenca de outros
componentes da matriz da amostra.

O teste de efeito residual foi realizado utilizando o branco e o LSQ, e os resultados
mostraram que mesmo apos a leitura do LSQ, ndo ocorre efeito residual no método
utilizado, como pode ser visto na Figura 3. O fato de ndo haver efeito residual é uma
vantagem, pois assim ndo ha interferéncia na concentragdo entre duas leituras
consecutivas de amostras com concentragdes diferentes, podendo-se garantir,
portanto, que a concentracdo mensurada € de fato da amostra em andlise.

No teste de efeito matriz foi realizada a leitura do padrdo de qualidade de baixa
concentracéo e padréo de qualidade de alta concentracdo, preparados em solucdes
aguosas. O valor de hemoglobina do plasma hemolisado foi de 0,3 g/dL, e os valores
de triglicerideo e colesterol do plasma lipémico foram de 12.000 mg/dL e 2.500 mg/dL,
respectivamente. Para cada amostra realizou-se o FMN e o CV obtido dos FMNs foi
de 1,85% valor dentro do maximo permitido que € 15%, como pode ser visto na Tabela
3. Estes resultados indicam que ndo ha interferéncia na quantificacdo de litio no
plasma mesmo quando o plasma estiver lipémico ou hemolisado.

Métodos sobre a quantificacdo do litio sdo encontrados em outras pesquisas, onde
foram relatadas diferencas nos métodos avaliados; alguns autores empregaram
desproteinizantes, como o acido tricloroacético (TCA)*16, em varias concentracdes
nos plasmas analisados, enquanto que em outros estudos, o plasma apenas foi diluido
em agua ultrapura.®’ Em outro estudo?, a adicdo da solucdo de KCI nas amostras

foi evidenciado, com o intuito de suprimir possiveis interferentes.
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Foram realizados testes iniciais utilizando apenas plasma diluido em agua ultrapura
(razdo de 1:20), foi testada a influéncia do vortex nas leituras, a adicdo de TCA 3%
(proporcéo de 1:6), e diluicdes utilizando KCI 0,2% na razéo de 1:20 e 1:25 (dados
nao apresentados), e, dentre estes testes realizados no laboratério, o0 método que
utiliza KCI 0,2% para diluicdo do plasma na razéo 1:25 e utiliza o vortex, foi o que
apresentou melhores resultados, sendo, portanto, o método escolhido.

Neste contexto, somente a validacdo de métodos pode garantir que um método
analitico cumpre os critérios minimos exigidos e assim assegurar sua aplicabilidade
para o objetivo requerido, gerando dados de confianga. E € por isso que a validagédo

se torna uma pratica imprescindivel em métodos analiticos.!?

CONCLUSAO

Os testes preconizados pelas RDC 27/2012 e RDC 899/2003 foram realizados e o0s
resultados obtidos foram considerados aprovados apés andlise e, portanto, o método
avaliado é linear, preciso, exato, seletivo para o litio, com limites de deteccéo e de
quantificacdo considerados adequados, e ndo apresenta interferentes da matriz e
efeito residual. Portanto, o método utilizando o FAAS no modo emissdo foi
considerado satisfatério para a quantificacdo de litio em padrdes aquosos e matrizes
plasméticas.
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Figura 1. Avaliacdo da linearidade utilizando a técnica FAAS. (A) e (B) Concentracdes
de litio analisadas: 0,006, 0,014, 0,03, 0,05 e 0,1 mEqg/L em curvas de adicdo de
padrdo sobre agua ultrapura e matriz plasma, respectivamente. (C) e (D)
Concentracgdes de litio analisadas: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 mEqg/L em curvas de adicdo

de padrado sobre agua ultrapura e matriz plasma, respectivamente
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Figura 2. Curvas de adicéo de padrao utilizando a técnica FAAS e analise da variacao das trés curvas de adicao de padrao sobre (A)

agua ultrapura e (B) matriz plasma normal, em relacdo ao valor nominal do padréo
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Tabela 1. Determinacéo da precisdo e exatidao intracorrida e intercorrida com agua

ultrapura
Concentracao (mEqg/L) LIQ CQB CQM CQA
(0,006) | (0,014) (0,03) (0,08)
Precisao intracorrida (CV %) 0,00 5,44 0,00 0,59
Preciséao intercorrida (CV %) 7,88 7,09 2,44 0,85
Exatidao intracorrida (EPR %) | 11,67 9,29 4,33 0,38
Exatidao intercorrida (EPR %) | 8,61 4,76 2,72 4,78

CV (%): coeficiente de variacao = desvio padrdo/média*100; EPR (%): erro padréo

relativo = (concentragdo média experimental — valor nominal)/valor nominal*100.
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Tabela 2. Determinagao da precisdo e exatidao intracorrida e intercorrida em plasma

Concentracao (mEg/L) LIQ CQB CQM CQA CQD
(0,006) | (0,014) | (0,03) (0,08) (0,08)
Precisao intracorrida (CV %) 7,42 2,70 1,98 2,46 1,88
Precisao intercorrida (CV %) 6,66 3,93 0,93 1,02 1,35
Exatidao intracorrida (EPR %) | 10,00 | 7,14 6,67 9,00 7,75
Exatidao intercorrida (EPR %) | 5,56 5,72 5,11 6,92 5,92

CV (%): coeficiente de variacdo = desvio padrdo/média*100; EPR (%): erro padréo

relativo = (concentracdo média experimental — valor nominal)/valor nominal*100.
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Tabela 3. Determinagao do efeito matriz

50

Concentracao (mEqg/L)

Solucéo 0,0144 0,0789 FMN? FMN?
Plasma normal 0,0145 0,0811 1,0070 1,0278
Plasma lipémico | 0,0140 0,0799 0,9722 1,0130
Plasma 0,0148 0,0801 1,0277 1,0152
hemolisado

CV=1,85%

FMN: fator de matriz normalizado = resposta do analito em matriz/ resposta do analito

em solucdo; FMN?: da concentracdo de 0,014 mEg/L; FMN?: da concentracéo de 0,08

mEg/L; CV (%): coeficiente de variacdo = desvio padrao/média*100
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ANALISE DO PERFIL DE TOXICIDADE DO LITIO E INVESTIGACAO DE EFEITOS
PROTETORES DA N-ACETILCISTEINA

RESUMO

O transtorno bipolar € uma doenca caracterizada pela alternancia do humor e o
principal tratamento é o carbonato de litio. Este medicamento apresenta estreita faixa
terapéutica e, consequentemente, muitos efeitos téxicos, sendo, 0s mais
pronunciados, no rim, no figado e no cérebro. Além disso, o transtorno bipolar e o uso
do litio tém sido relacionados ao estresse oxidativo e, sendo a N-acetilcisteina (NAC)
um antioxidante, e ter demonstrado efeitos positivos sobre a toxicidade do litio, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da coadministracao de litio e NAC. Para este
estudo, foram utilizados ratos machos Wistar, divididos em quatro grupos: controle,
NAC, litio e a coadministracdo de NAC e litio. Nos resultados deste trabalho, o litio
causou efeitos téxicos no peso dos animais, alterou parametros hematologicos e
causou linfopenia e neutropenia, e a coadministracdo ndo demonstrou ter efeito sobre
essas alteracfes. No entanto, o litio ndo mostrou afetar a funcéo renal, e os resultados
indicam que ele causa uma melhora na funcdo hepética, pela diminuicdo nos niveis
de fosfatase alcalina, e também um efeito semelhante a insulina por diminuir a glicose
sanguinea. O litio ainda causou alteracdes na atividade da BuChE, e peroxidacao
lipidica no figado e no rim, além de provocar deplecdo das enzimas antioxidantes,
enquanto que o uso da NAC, reverteu esses efeitos téxicos do litio sobre o estresse

oxidativo, demonstrando que 0 seu uso é promissor.

Palavras-chaves: antioxidante, estabilizadores de humor, estresse oxidativo, NAC,

transtorno bipolar.
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ANALYSIS OF LITHIUM TOXICITY PROFILE AND INVESTIGATION OF
PROTECTORS EFFECTS OF N-ACETYLCYSTEINE

ABSTRACT

Bipolar disorder is a disease characterized by the alternation of mood and the main
treatment is lithium carbonate. This drug has a narrow therapeutic range and
consequently many toxic effects, being most pronounced in the kidney, liver and brain.
In addition, bipolar disorder and lithium use have been associated to oxidative stress
and considering that N-acetylcysteine (NAC) is an antioxidant and has demonstrated
positive effects on lithium toxicity, the objective of this work was to evaluate the effect
of coadministration of lithium and NAC. For this study were used male Wistar rats,
divided into four groups: control, NAC, lithium and coadministration of NAC and lithium.
In the results of this study, lithium caused toxic effects on animal weight, altered
hematological parameters and caused lymphopenia and neutropenia, and co-
administration was not shown to have an effect on these changes. However, lithium
has not been shown to affect renal function, and the results indicate that it causes an
improvement in liver function, by the decrease in alkaline phosphatase levels, and also
an insulin-like effect by lowering blood glucose. Lithium also caused changes in BUuChE
activity, and lipid peroxidation in the liver and kidney, besides causing depletion of
antioxidant enzymes, while the use of NAC reversed these toxic effects of lithium on
oxidative stress, demonstrating that its use is promising.

Keywords: antioxidant, mood stabilizers, oxidative stress, NAC, bipolar disorder.
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INTRODUCAO

Caracterizada pela desregulacdo periédica do humor com periodos de mania
ou hipomania e de depresséo, o transtorno bipolar (TB) é uma doenca psiquiatrica
com uma prevaléncia estimada de cerca de 1-3% da populagdo mundial com o
diagndstico baseado em sinais e sintomas clinicos e historico do paciente (Andreazza
et al. 2008; Busby e Sajatovic 2010; Oruch et al. 2014).

O tratamento do TB inclui o uso de agentes estabilizadores do humor, que
devem apresentar eficacia tanto nos episodios de mania, como de depressédo, além
de possuirem propriedades profilaticas e de estabilizacdo da doenca. Considerado
como medicamento padrdo-ouro, o carbonato de litio além de apresentar as
caracteristicas necessarias, ainda possui um perfil terapéutico Unico por reduzir o risco
de suicidio, e por isso é a escolha de primeira linha no tratamento e manutencédo da
doenca (Gershon et al. 2009; Lewitzka et al. 2015).

A estreita faixa terapéutica do farmaco e as variacdes farmacocinéticas e
farmacodinamicas entre os pacientes podem causar diferentes efeitos toxicos nos
pacientes (Grandjean e Aubry 2009a; Souza et al. 2013). Determinar a dose adequada
do medicamento com base nas concentracfes plasmaticas, é uma forma de
individualizar a farmacoterapia, pois considera as varia¢cdes farmacocinéticas de cada
paciente e, portanto, permite que seja atingido no tratamento um maximo de eficacia
com um minimo de efeitos adversos.

A litioterapia deve ser bem controlada e individualizada, uma vez que
evidéncias sugerem a relacédo entre concentracdo plasmatica do litio e seus efeitos,
que podem ser terapéuticos ou toxicos (Moreau e de Siqueira 2008). Existem dois
tipos de toxicidade provocadas pelo litio, a intoxicacdo aguda que € caracterizada por
concentracfes plasmaticas elevadas de litio, mas sintomas relativamente ligeiros; e a
intoxicacdo crbnica, caracterizada por sintomas clinicos graves, apesar das
concentracdes terapéuticas de litio no plasma (Malhi e Tanious 2011).

Um efeito comum e bem reconhecido da terapia com litio € a reducédo da
capacidade de concentracdo urinaria. Clinicamente, isto manifesta-se como politria
obrigatdria, com sede secundaria (Grandjean e Aubry 2009a), causando complicagfes
gue incluem diabetes insipidus nefrogénica, acidose metabdlica, nefropatia cronica e
hipercalcemia (Grandjean e Aubry 2009b). Além do mais, existem varios relatos sobre

os efeitos toxicos do litio sobre a funcao hepatica, com estudos mostrando alteracbes
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histopatolégicas e nos niveis sanguineos dos marcadores da funcdo hepatica, como
a fosfatase alcalina e as transaminases (Chadha et al. 2008; Ahmad et al. 2011,
Aprahamian et al. 2014). A butirilcolinesterase (BuChE) diminui em disfuncdes
hepaticas como consequéncia da sintese reduzida, podendo ser usada como um
marcador mais especifico de lesédo hepatica (Santarpia et al. 2013).

Manifestacbes neurologicas também afetam os pacientes com transtorno
bipolar e os disturbios cognitivos sao frequentemente relatados, ocorrendo prejuizo
na memoria, vigilancia e tempo de reacédo (Grandjean e Aubry 2009a). Os produtos
do estresse oxidativo tém sido apontados como agravantes, com estudos apontando
gue em pacientes com transtorno bipolar ocorre uma reducédo na glutationa cerebral e
nos niveis das enzimas antioxidantes, como a SOD e CAT (Gawryluk et al. 2011,
Khairova et al. 2012), e um aumento da peroxidacao lipidica, causando alteracdes na
fluidez e agregacdo de proteinas da membrana, comprometendo a integridade
neuronal, acarretando em morte celular por apoptose (Berk et al. 2010).

A influéncia do litio sobre o estresse oxidativo ainda gera controvérsias, alguns
estudos relatam que o litio causa um aumento nas defesas antioxidantes, enquanto
outros mostram uma tendéncia pré-oxidante. Ratos tratados com litio mostraram um
aumento nos niveis de peroxidacao lipidica e superoxido dismutase, e uma diminuicao
nos niveis de glutationa e catalase (Chadha et al. 2008; Ahmad et al. 2011). Por outro
lado, existem estudos em que o litio mostrou prevenir e/ou reverter danos ao DNA,
formacdao de radicais livres e peroxidacdo lipidica demonstrando um papel neurotréfico
e neuroprotetor (Machado-Vieira et al. 2007; Khairova et al. 2012).

O desequilibrio oxidativo encontrado no transtorno bipolar, somado com os
efeitos causados pelo litio, podem causar prejuizos ao paciente. Neste cenario, a
NAC, sendo um precursor da glutationa, que € um dos principais sequestradores de
radicais livres, vem mostrando seu valor terapéutico quando aliado a terapia do TB.
Além de apresentar efeitos antioxidantes, estudos sobre a NAC revelam suas
propriedades anti-inflamatorias, seus efeitos antidepressivos e eficicia na prevencao
da nefrotoxicidade e insuficiéncia renal (Efrati et al. 2005; Malhi et al. 2009; Berk et al.
2011; Magalhédes et al. 2013). Ha evidéncias que apontam que a NAC também
apresenta efeitos quelantes sobre alguns metais como o mercurio (Kelly 1998;
Blanusa et al. 2005), diminuindo os niveis de metais no organismo e, por
consequéncia, o efeito toxico. Com este enfoque, o propdsito deste trabalho foi avaliar
o efeito da coadministracdo do litio e da NAC sobre os parametros bioquimicos,

hematoldgicos e em parametros do estresse oxidativo, além de investigar o possivel
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efeito quelante da NAC sobre o litio, com o intuito de melhorar a farmacoterapia dos

pacientes que utilizam o litio.

METODOLOGIAS

Animais

Foram utilizados ratos adultos machos, albinos da linhagem Wistar, pesando
entre 200 e 250 g. Os animais foram mantidos no biotério setorial do Laboratorio de
Toxicologia Celular, bloco LACEPE/HUOP, em caixas de polipropileno, ambiente
climatizado (22°C + 2°C), ciclo claro-escuro de 12 horas e sistema de exaustédo
constante. Os ratos receberam agua e foram alimentados com dieta para roedores
Bio-Tec® (BioBase Ltda, SC, BR), ad libitum. Os procedimentos experimentais
seguiram protocolo autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (CEUA/UNIOESTE).

Administracédo do litio e da N-acetilcisteina

O carbonato de litio (Laboratério Eurofarma, SP, BR) e a N-acetilcisteina
(Farmacia Chamomilla Cascavel, PR, BR) foram administrados por via oral, diluido na

agua de beber na dose de 0,2%, e por via intraperitoneal 10 mg.Kg?, respectivamente.

Tratamentos

Apos o periodo de 1 semana para a adaptacdo dos animais, estes foram
divididos aleatoriamente em 4 grupos com 5 animais em cada grupo. Para o modelo
experimental, foram utilizados ratos saudaveis, que receberam tratamento diario

durante 15 dias da seguinte forma:

Grupo controle (Cont) — ragcéo e agua,;
Grupo Litio (Li) — 0,2% de carbonato de litio, diariamente, diluido na agua de beber;
Grupo NAC + Litio (NAC + Li) — 0,2% de carbonato de litio, diariamente, diluido na

agua de beber e N-acetilcisteina 10 mg.Kg! uma vez ao dia por via intraperitoneal;
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Grupo NAC (NAC) — N-acetilcisteina 10 mg.Kg* uma vez ao dia por via intraperitoneal.

A dose para o carbonato de litio esta de acordo com Toplan et al. (Toplan et al.
2013) e da NAC conforme Efrati et al. (Efrati et al. 2005).

Acompanhamento dos animais

Os animais tiveram seu comportamento e 0s seus sinais e/ou sintomas
observados no decorrer do tratamento. O peso corpdreo foi avaliado por meio da
pesagem diéria dos animais e a média diaria do consumo de racao e de 4gua também
foram determinados diariamente, na avaliacdo do efeito do litio sobre o

desenvolvimento dos animais.

Coleta de sangue e retirada de 6rgaos

Ao término de 15 dias de tratamento, os animais ficaram em jejum overnight e,
apos, foram anestesiados por via intraperitoneal com cloridrato de quetamina (100
mg.Kg 1) e cloridrato de xilazina (15 mg.Kg*). A coleta de sangue foi via intracardiaca,
utilizando heparina sodica para a andlise do teor de litio plasmatico, perfil
hematoldgico e bioquimico. Apés a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados
por overdose de cloridrato de quetamina (300 mg.Kg?) e cloridrato de xilazina (45

mg.Kg1), e apos foi realizada a retirada do figado, rins, cérebro e da tibia.

indice do peso dos 6rgéos

Apbés a retirada dos 6rgados, o figado, o rim e o cérebro foram observados
macroscopicamente e pesados. O indice do peso dos 6rgéaos foi realizado para avaliar

alteracdes no tamanho dos érgéos e é calculado de acordo com a equacao 1,

_ Peso do 6rgao x 100 (1)

Peso do rato

Os resultados foram expressos em (%).
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Digestdo de amostras bioldgicas

A digestdo de amostras bioldgicas foi realizada através de adaptacdes da
metodologia descrita por Gonzalez et al. (Gonzalez et al. 2009), utilizando o método
de radiagcdo micro-ondas, em sistema fechado, no digestor modelo ETHOS D. Para o
teste, foram utilizadas amostras de figado, rim, cérebro e tibia, sendo o &cido nitrico
65% (p.a.) o solvente empregado para a digestdo. Foi utilizado a quantidade de 100
mg de todas as amostras e quantidades de 2 mL de acido nitrico para figado, rim e
cérebro, e 2,5 mL para a digestédo da tibia. O programa escolhido foi o mesmo para
todas as amostras e consta das seguintes etapas: (1) 5 min em temperatura entre 40-
80°C, poténcia de 300 W e presséo de 20 bar; (2) 5 min em temperatura entre 80-
100°C, poténcia de 300 W e pressao de 30 bar; (3) 15 min em temperatura de 100°C,

poténcia de 400 W e presséo de 40 bar; e (4) 20 min em resfriamento.

Dosagem de litio

O teor de litio foi determinado no plasma, figado, rim, cérebro e tibia. Para a
dosagem no plasma, o mesmo foi submetido a uma diluicdo com solugéo de KCI 0,2%
(preparado com A&gua ultrapura) na razdo de 1:25 em baldo volumétrico e
homogeneizado em agitador vértex por 1 minuto. As amostras que foram digeridas
tiveram seus frascos de digestdo abertos e o conteudo foi transferido para baldes
volumétricos de 5 mL, sendo o volume completado com agua ultrapura. A
determinacdo de litio em todas as amostras foi realizada no espectrébmetro de
absorcao atbmica da Varian, modelo SPECTRAA 55-B (Aliasgharpour e Hagani 2009;

Santo e Carvalho 2014). Os resultados foram expressos em miliequivalente por litro.

Determinagdes hematologicas

A contagem de leucocitos, heméacias e plaguetas e a determinacdo da
hemoglobina foram feitas utilizando o equipamento automatizado hematoldgico
Coulter LH 750 Analyzer Beckman Coulter. O diferencial de leucdcitos foi realizado
manualmente por contagem celular em lamina/microscopia, usando coloragéo de May

Grinwald Giemsa, e o hematdcrito foi realizado pelo método do tubo capilar.
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Dosagens bioquimicas

Para as dosagens bioquimicas, o sangue foi centrifugado a 3.700 g, e 0 plasma
heparinizado foi separado para as dosagens de glicose, AST, ALT, FA, creatinina e
ureia. O método utilizado em todas as dosagens foi 0 método enzimatico, exceto na
dosagem de creatinina, que foi utilizado o método cinético. Todas as andlises foram
realizadas no equipamento automatizado bioquimica Au 680 Beckman Coulter, com

kits comerciais da Beckman Coulter ®.

Preparo dos homogenatos

Foram preparados homogenatos de figado, rim e cérebro para medir 0s
marcadores de estresse oxidativo e sistema antioxidante de acordo com Schinella et
al. (Schinella et al. 2002). Os tecidos foram picotados até restarem pedac¢os pequenos
e esses foram transferidos para o homogeneizador de Dounce com diferentes
solucbes tampdes, na proporcdo 1:6 (g/v). Apdés a homogeneizacdo, 0s restos
celulares foram separados por filtracdo em gaze. Para a andalise de cada marcador,
foi utilizado uma solucdo tampdo e uma centrifugacdo especifica, para a SOD, foi
utilizado sacarose 0,25 M com triton X-100 0,5% (pH 8,5) e centrifugacdo de 2.377¢g
por 10 minutos, para a CAT, foi utilizado tampé&o fosfato 100 mM com KCI 1,15% (pH
7,4) e centrifugacao de 2.377¢g por 10 minutos, para BuChk e tiois, foi utilizado tampéao
ringer-fosfato 100 mM (pH 7,4) e centrifugacao diferencial a 1.085g por 10 minutos,
seguidos de centrifugacdo em 2.778g durante 10 minutos, exceto em homogenatos
de cérebro que foi utilizado uma centrifugacéo diferencial a 1.085 g por 10 minutos,
seguidos de centrifugacdo em 2.377g durante 15 minutos. As frac6es sobrenadantes
de cada amostra foram separadas para as analises posteriores.

Foi realizada a determinacao da quantidade presente de proteina em todos os
homogenatos, de acordo com metodologia descrita por Lowry et al. (Lowry et al. 1951),
utilizando albumina bovina como padréo, utilizando o espectrofotémetro FEMTO 6005
no comprimento de onda de 700 nm. Os resultados foram expressos em miligrama de

proteina por mililitro de homogenato.
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Butirilcolinesterase e tidis

A dosagem de tiois e a atividade da butirilcolinesterase foram realizadas com
base na metodologia descrita por Ellman et al. (Ellman et al. 1961). Para estas
dosagens, foram utilizados tampéao fosfato 114 mM (pH 7,4) e 0,5 mM de acido 5°,5'-
ditio-bis-(2-nitrobenzéico) (DTNB, Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, EUA). Para a
dosagem da BuChE, foi adicionado também propioniltiocolina (PTCh) 10 mM (DiaSys,
Holzheim, BY, DE). A quantidade de proteina utilizada foi de aproximadamente 0,25
mg dos homogenatos de figado, rim e cérebro. As amostras foram mantidas em banho
maria a 37°C por 2 minutos e 30 segundos e a reacédo foi lida em 405 nm, no
espectrofotometro FEMTO 800 XI. Os tiois sédo lidos imediatamente, e a leitura da
atividade da BUChE ap0s a adicdo de PTCh a cada 20 segundos por 2 minutos. Os
resultados de tidis sdo expressos em nanomol por miligrama de proteina, e os da
BuChE em pKat por litro (uKat/L), onde 1 pKat corresponde a 60 vezes 1 unidade de
atividade enzimatica (U) necessaria para converter 1 milimol de substrato hidrolisado

por minuto.

Peroxidacdo lipidica

A determinacédo da peroxidacéo lipidica foi realizada de acordo com a técnica
descrita por Ohkawa et al. (1979). A lipoperoxidacao foi medida utilizando acido tio
barbitdrico (TBA, Merck -Darmstadt, Alemanha), que mede a quantidade de
malondialdeido bis que se complexa ao TBA. Para a analise, o homogenato foi diluido
em agua destilada (1:4) e desproteinizado com 8,1% de dodecil sulfato de sédio (SDS,
Sigma-Aldrich Co.- St. Louis, MO, EUA). Adicionou-se TBA 0,67% e a reacao foi
incubada durante 60 minutos a 96°C. Apds o resfriamento, foi adicionado n-
butanol:piridina (15:1) e as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2377 g. A
fase organica foi extraida e lida em 535 nm, utilizando o espectrofotdmetro FEMTO
6005. O malondialdeido MDA 200 uM foi utilizado como padrdo e o resultado foi

expresso em nanomol por miligrama de proteina.

Superoxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase foi determinada de acordo com o
procedimento estabelecido por Nandi e Chatterjee (Nandi e Chatterjee 1988). Foi
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utilizado tampéao tris-HCI 50 mM com EDTA 1 mM, aproximadamente 0,4 mg de
proteina dos homogenatos de figado, rim e cérebro e pirogalol 2,6 mM em HCL 10
mM. A atividade SOD foi determinada pela inibicdo da autoxidacdo do pirogalol em
meio basico e, portanto, a autoxidacao foi lida em 420 nm no espectrofotdmetro
FEMTO 800 XI por 2 minutos com delay time de 1 minuto e 30 segundos. Os
resultados foram expressos em unidade por miligrama de proteina, onde 1 unidade

equivale a inibicdo de 50% da autoxidac&o do pirogalol.

Catalase

A determinacdo da atividade da catalase foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Aebi (Aebi 1984). Foi utilizado tampéao fosfato 50 mM com
triton X-100 0,02% (pH 7,0) como meio de reacgéo, e quantidade correspondente a 0,3
mg de proteina dos homogenatos de figado, rim e cérebro. Apés, foi adicionado H202
20 mM, e imediatamente as leituras comecaram e foram feitas a cada 5 segundos
durante 30 segundos, em 240 nm no espectrofotometro FEMTO 800 XI com
temperatura controlada de 25°C. Os resultados foram expressos em micromol por

minuto por miligrama de proteina.

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistica7®. Os
resultados obtidos com os diferentes grupos de tratamento foram classificados em
paramétricos e nao paramétricos e o0s testes utilizados foram One-way ANOVA
seguido pelo teste post-hoc de Fisher e o teste de Kruskal-Wallis, respectivamente.
Foi aceito como estatisticamente significativo p<0,05. Os resultados foram expressos
como meédia * erro padrdo médio (SEM).
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RESULTADOS

Peso dos animais

Os animais foram acompanhados e pesados diariamente durante o tratamento
(15 dias), sendo realizada a diferenca do peso corporal do inicio até o final do
tratamento. A quantidade ingerida de racdo e de agua também foram monitoradas.
Estes acompanhamentos foram realizados com o intuito de analisar a influéncia do
carbonato de litio e da NAC no peso corporal dos animais. Como mostra a Fig. 1, 0s
grupos que foram tratados com NAC e o controle tiveram ganho com relacdo ao peso
inicial e os grupos que receberam litio e NAC + Li, apresentaram perda de peso no
decorrer do tratamento. Porém, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
analisados, indicando que a NAC néo teve efeito de reversdo da perda de peso
induzida pelo litio. Ainda, quando analisados o perfil de alimentacao e de ingestao de
agua, nota-se que os grupos controle e NAC mantiveram o padréo de alimentacéo e
ingestdo de agua, enquanto os animais tratados com litio e NAC + Li apresentaram

gueda no padrédo de consumo tanto de racdo quanto no de agua.

Alteragdes no tamanho de 6rgéos

Ao final do tratamento, o figado, os rins e o cérebro dos ratos foram isolados e
pesados. Foi calculado o indice do peso dos érgédos em relacdo do peso do animal.
Este dado foi utilizado para mensurar se o tratamento causou altera¢gées no tamanho
dos 6rgédos de interesse. Na Fig. 2 estao os indices do figado, rim e cérebro de acordo
com o0s grupos de tratamento. O grupo que recebeu NAC, teve uma diminuicao
significativa (p < 0,05) no tamanho do rim, guando comparado com o controle. O grupo
tratado com litio apresentou uma diminui¢do significativa do figado com relacédo ao
grupo controle (p < 0,05). Com relac&o ao grupo NAC, foi constatado um aumento (p
< 0,05) no tamanho do figado quando comparado ao grupo NAC + Li, e uma
diminuicao (p < 0,05) no tamanho do rim quanto comparado aos grupos controle e
NAC + Li. Com relagdo ao grupo NAC + Li, o figado teve seu tamanho
significativamente (p < 0,05) diminuido quando comparado com 0 grupo controle.
Estes resultados indicam que o tratamento com NAC causou uma diminui¢cao do rim,

o tratamento com litio e NAC + Li gerou uma diminuicdo do figado, e que a
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coadministracdo da NAC n&do gerou nenhum efeito significativo no tamanho dos
orgdos analisados.

Concentracao de litio

A concentracao de litio foi dosada no figado, cérebro, rim, osso e plasma (Fig.
3). Essas dosagens foram realizadas para correlacionar o efeito da coadministracéo
da NAC sobre as concentra¢cdes de litio. Foram analisados os érgaos mais afetados
pelo litio (figado, rim e cérebro), local de acumulo dos metais (0sso0) e o plasma. Este
teste também foi realizado nos grupos que ndo receberam litio, 0 grupo controle e
grupo NAC, por precaucao devido a possiveis contamina¢des ambientais. No entanto,
nao foi detectado o litio nesses grupos. Apesar da coadministracdo de NAC causar
uma diminui¢cdo da concentragdo de litio em todas as amostras analisadas, néo foi

estatisticamente significativo.

Parametros hematolégicos

Foi analisado também, o perfil hematolégico (Fig. 4) por meio das
determinacdes de hemacias, hemoglobina, hematdcrito, plaguetas, a contagem e o
diferencial de leucdcitos (Fig. 5). Foi visto que a administracdo da NAC causou uma
diminuicao significativa das plaquetas (p < 0,05), enquanto que a administracéo de
litio e NAC + Li causaram um aumento significativo (p < 0,05) da hemoglobina e do
hematdcrito comparando com o grupo controle. O grupo que recebeu litio teve
também, um valor de hematdcrito significativamente (p < 0,05) menor que 0 grupo
NAC + Li.

No diferencial de leucdcitos (Fig. 5), constatou-se que a administracdo da NAC
gera uma diminuicdo de neutréfilos (p < 0,05) e um aumento de linfécitos (p < 0,05)
comparando com os grupos controle e NAC + Li. Analisando o efeito da administracao
de litio em neutrdfilos e linfocitos, nota-se que houve um aumento significativo (p <
0,05) de neutrdfilos e uma diminuicdo significativa (p < 0,05) de linfocitos. No grupo
que foi administrado NAC + Li houve um aumento significativo (p < 0,05) de leucécitos
e neutrofilos comparando com o grupo controle, ao contrario do observado com os

linfécitos onde ocorreu uma diminuicdo (p < 0,05) quando comparado ao grupo
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controle. Nota-se, portanto, que a coadministracdo de NAC manteve resultados
semelhantes com os obtidos com a administracéo apenas do litio.

Parametros bioquimicos

No plasma, foram realizadas as dosagens bioquimicas de glicose, fosfatase
alcalina, AST, ALT, creatinina e ureia, para avaliar se a administracao de litio causa
alguma alteracdo nestes parametros e os resultados da coadministracdo de NAC
sobre os efeitos causados pelo litio. Na avaliagdo da glicose (Fig. 6A) houve uma
diminuicdo significativa (p < 0,05) nos grupos litio e NAC + Li em comparagdo aos
grupos controle, e um aumento (p < 0,05) da glicose no grupo NAC comparando com
o grupo NAC + Li. Na analise da fosfatase alcalina (Fig. 6B), no grupo NAC, foi
encontrado uma diminuicdo (p < 0,05) com relacdo ao controle e um aumento (p <
0,05) com relagdo ao grupo NAC + Li. Enquanto que nos grupos litio e NAC + Li,
houveram diminuicdes significativas (p < 0,05) quando comparadas com 0 grupo
controle. Nas enzimas AST e ALT (Fig. 6C e 6D), ndo foram encontradas diferencas
significativas em nenhum grupo, embora tenha-se observado padrdes semelhantes
entre os grupos controle e NAC, um aumento dessas enzimas no grupo litio, e uma
leve diminuicdo no grupo NAC + Li, quando comparado ao grupo litio. Na dosagem da
creatinina (Fig. 6E) e na dosagem da ureia (Fig. 6F), ndo foram encontrados dados
significativos. A coadministracdo de NAC néo produziu nenhuma alteracéo nos efeitos

causados pelo litio.

Atividade da butirilcolinesterase

A dosagem da atividade enzimética BuChE foi realizada no figado, rim e
cérebro, como mostra a Fig. 7. Nao ocorreram diferencas significativas na atividade
enzimatica da BuChE no figado (Fig. 7A) e no cérebro (Fig. 7C). No entanto, foi
encontrado que nos grupos tratados com NAC e Li houve um aumento significativo (p
< 0,05) da atividade da enzima no rim (Fig. 7B), comparando com 0s grupos controle
e NAC + Li. Desta forma, a coadministracédo de NAC + Li fez com que ndo houvesse
diferenca significativa da atividade da BuChE com o controle, ou seja, enquanto que
analisados litio e NAC individualmente ocorreu uma elevacédo da atividade da BuChE,

na coadministracdo, a BUChE teve sua atividade normalizada.
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Parametros do estresse oxidativo

Com a finalidade de avaliar o possivel dano oxidativo causado pelo litio e os
efeitos antioxidantes da NAC, e o resultado da coadministracéo de litio e NAC sobre
0 estresse oxidativo, alguns parametros foram avaliados. Considerando isso, foram
dosados a peroxidacao lipidica (Fig. 8), tiois (Fig. 9), SOD (Fig. 10) e a CAT (Fig. 11)
em homogenatos preparados com figado, rim e cérebro. Em homogenatos de figado
foi observado que o tratamento com litio causou danos na membrana lipidica, devido
ao aumento da lipoperoxidacdo (p < 0,05) (Fig. 8A), efeito revertido pela
coadministracdo de NAC (p < 0,05), acompanhando essa tendéncia, houve um
aumento nao significativo de tidis no grupo tratado pelo litio (Fig. 9A). A SOD nao teve
alteracdo significativa, porém, apresenta um padréo de diminui¢cdo no tratamento com
litio e na coadministracdo com NAC (Fig. 10A), enquanto que a CAT teve diminuicao
(p < 0,05) da sua atividade com o tratamento de litio e um reestabelecimento da sua
atividade quando NAC foi coadministrado (Fig. 11A).

Na avaliacdo dos homogenatos de rim, os ratos que foram submetidos ao
tratamento com litio apresentaram aumento (p < 0,05) da peroxidacao lipidica,
enquanto que a coadministragdo com NAC reverteu esses efeitos, apresentando
resultado inferior aos do grupo controle (Fig. 8B). Com relagéo aos niveis dos grupos
tidis, houve um aumento (p < 0,05) no grupo tratado com NAC e no grupo tratado com
Li (Fig. 9B). Na avaliacao das enzimas antioxidantes, foi encontrado que o tratamento
com NAC, litio e a coadministracdo de ambos causou uma diminuicédo (p < 0,05) da
atividade da SOD (Fig. 10B), ao passo que o tratamento com NAC causou um (p <
0,05) aumento da atividade da CAT quando comparado ao grupo que recebeu litio e
NAC, apesar da coadministracdo de litio e NAC ter diminuido a atividade da CAT (Fig.
11B).

Nas dosagens realizadas no cérebro, ndo houveram alteracdes significativas
na peroxidacdo lipidica, no entanto, observou-se um aumento decorrente do
tratamento com litio e uma diminuicdo na coadministracdo de litio e NAC (Fig. 8C),
além de também ter causado um aumento significativo (p < 0,05) nos niveis de tiois
(Fig. 9C). Analisando o perfil da atividade da SOD, nota-se um comportamento linear
e crescente na sua atividade, com o aumento (p < 0,05) causado pelo tratamento com
NAC, com litio e na coadministracdo de ambos (Fig. 10C). Enquanto que na
investigacdo da CAT, apenas o tratamento com litio causou sua diminuicéo (p < 0,05)
(Fig. 11C).
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DISCUSSAO

Analisando o perfil do peso corporal dos animais tratados, nota-se dois
comportamentos distintos, os ratos que nao foram tratados com litio ganharam peso
no decorrer do experimento, enquanto que os tratados com litio perderam peso. No
entanto, o uso do litio geralmente estad associado ao ganho de peso dos pacientes
(Curran e Ravindran 2014), porém, em pesquisas com animais, os resultados sdo
ainda incertos, com relatos de perda de peso de ratos machos (Ahmad et al. 2011), e
resultados como os de Levine e Saltzman (Levine e Saltzman 2008), que observaram
um aumento de peso apenas em ratas fémeas, enquanto os ratos machos mantiveram
seu peso.

A perda de peso em ratos tratados com Li pode ter ocorrido devido a oferta
deste metal na agua, o que confere a agua um sabor metdlico desagradavel,
diminuindo consequente a ingestdo de agua, e o sabor residual do metal no sistema
digestivo também diminuiu o consumo de racao pelos animais tratados com Li. Devido
a esses fatores, a isso as preparacdes de litio, as vias de administracdo e a oferta de
macronutrientes devem ser consideradas a fim de minimizar este efeito toxico
(Baptista et al. 1995). A coadministracdo de NAC néao reverteu os efeitos toxicos do
litio sobre a ingestdo de comida e de agua e, consequentemente, ndo apresentou
efeitos sobre a perda de peso corpéreo induzida pelo litio.

Alteracdes no peso dos 6rgdos também foram analisadas, no figado, ocorreu
uma diminuicdo nos ratos tratados com litio, 0 mesmo resultado foi encontrado por
Bhat et al. (Bhat et al. 2014), onde houve uma relacao inversa entre concentracéo de
litio e tamanho do figado. Os resultados sobre o tamanho do rim indicam que o
tratamento com litio e mesmo a coadministracdo com NAC geraram um aumento no
tamanho do rim quando comparados ao grupo NAC, que ao ser administrado sozinho
causou efeito contrario. Porém, ndo houveram diferencas significativas quando os
grupos foram comparados com o controle, 0 mesmo resultado foi encontrado por Xie
et al. e Levine e Saltzman (Levine e Saltzman 2006; Xie et al. 2014), que né&o
encontraram diferencas significativas quando o tratamento do litio foi comparado ao
controle. Sobre a variagdo no tamanho do cérebro, também ndo houveram alteragfes
significativas entre os grupos, resultado contrario aos achados de Young (Young
2009), onde o tratamento com litio fez com que houvesse uma diminuicdo no tamanho

do cérebro.
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Mesmo acompanhando os niveis sanguineos de litio para avaliar os efeitos
toxicos, essa pratica nao reflete os niveis de litio nos tecidos (Lima et al. 2008). Para
constatarmos a distribuicdo do litio e se a NAC teria de fato um efeito quelante, foram
feitas dosagens nos 6rgéos de interesse, e em nossos resultados foram encontradas
concentragdes progressivas de litio seguindo a ordem de: figado, cérebro, rim, tibia e
plasma.

Uma caracteristica dos metais, € 0 acumulo nos 0sSs0s, a maioria Sao
acumulados e fixados no esqueleto, limitando assim sua biodisponibilidade e,
portanto, protegendo o corpo de seus efeitos (Vidaud et al. 2012). Varios estudos
foram realizados com o intuito de avaliar o efeito do litio na saude éssea, e 0s
resultados séo conflitantes entre si; alguns estudos sugerem que o litio provoca perda
0ssea que pode predispor ou agravar a osteoporose, enquanto outros estudos nao
encontraram efeitos significativos. Em contraste, varios estudos destacaram os efeitos
benéficos do litio sobre o metabolismo 6sseo, incluindo a inibicdo da reabsorcéo
0ssea e a formacéao de osteoclastos. Desta forma, ndo ha um consenso sobre o efeito
0sseo do litio, apesar de ser notavel o seu acumulo nos ossos (Dermience et al. 2015).

O fato do rim e do cérebro, apresentarem concentra¢cdes maiores de litio que o
figado, é explicado pela farmacocinética deste metal (Silva 2010), que n&o sofre
metabolismo hepatico e é excretado de forma inalterada pelos rins, e est4 de acordo
com os efeitos toxicos mais comuns do litio.

A NAC foi administrada para verificar se apresentaria um efeito quelante sobre
o litio, diminuindo assim sua concentracdo plasmatica e, consequentemente, sua
toxicidade. Nos resultados obtidos, nos 6rgdos e no plasma, NAC diminuiu as
concentracfes de litio, no entanto essas mudancas nao foram significativas. Esse
perfil encontrado sobre o efeito de NAC nas concentracbes de litio, sugere que
possivelmente doses maiores de NAC produziriam diminuig&o significativa.

Estudos indicam que o tratamento com litio também tem influéncia sobre as
células sanguineas, pois afeta a dinamica da membrana dos glébulos vermelhos, bem
como, causa aumento na contagem total de leucdcitos. Alguns dos mecanismos
responsaveis pela leucocitose, sdo que o litio favorece a granulopoiese na medula
0ssea, estimulando a proliferacdo de células-tronco pluripotentes e de fatores de
crescimento. Outro efeito do litio sobre os globulos brancos foi a ocorréncia de
linfopenia (Pettegrew et al. 1987; Young 2009; Ferensztajn-Rochowiak and
Rybakowski 2016).
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Em nossos achados, houve um aumento dos niveis de hemoglobina e do
hematocrito, decorrentes do tratamento com litio, resultados diferentes dos
encontrados por Malhotra e Dhawan (Malhotra e Dhawan 2008), onde nao foi relatada
nenhuma alteracéo significativa. Com relagcédo aos glébulos brancos, apenas o grupo
NAC + Li apresentou leucocitose, sendo que, o grupo que recebeu apenas Li, manteve
0s niveis normais. O grupo tratado com litio também apresentou aumento na
contagem de neutrofilos, e sozinho, ou coadministrado com NAC, causaram
linfopenia, pois, de acordo com o exposto por Young (Young 2009), o tratamento com
Li inibiu a producéo de células T, mas, em compensac¢do, potencializou a atividade
dos linfécitos. A contagem de hemécias, plaquetas, leucécitos, bastées e mondcitos
nao apresentou nenhuma alteracao significativa.

Parametros bioquimicos também apontaram que o tratamento crénico com litio
causou muitos efeitos toxicos em varios 6rgdos, incluindo o figado e o rim, provocando
alteracdes estruturais e em fun¢des hepaticas e renais (Chadha et al. 2008; Grandjean
e Aubry 2009a).

Uma complicacdo bem conhecida é a nefrotoxicidade decorrente do uso de litio
no tratamento dos transtornos de humor (Griinfeld e Rossier 2009). Para avaliar a taxa
de filtracdo glomerular, os niveis de creatinina foram dosados e para avaliar o dano
renal, realizou-se também a dosagem de ureia no plasma dos animais. Os resultados
obtidos ndo demonstraram nenhuma alteracédo significativa, 0 mesmo resultado foi
encontrado por Nciri et al. (Nciri et al. 2010). Segundo estudos (Gitlin 1999), o
tratamento com litio geralmente ndo é associado com uma diminui¢cdo expressiva na
taxa de filtragao glomerular, no entanto, foi observado uma tendéncia de aumento (n&o
significativo) no valores de creatinina e ureia nos grupos que receberam litio.

As dosagens de enzimas hepaticas foram realizadas por acusarem a presenca
de disfuncdo hepética, havendo varios trabalhos refletindo que o litio provocou
mudancas nos niveis das enzimas hepaticas (Chadha et al. 2010) e no metabolismo
de carboidratos hepaticos (Rodriguez-Gil et al. 2000).

Em hepatdécitos de ratos, litio tem efeitos que se assemelham aos da insulina,
tais como estimulacdo da sintese de glicogénio a partir da glicose, acarretando em
diminuicdo dos niveis de sanguineos de glicemia (Nyfeler et al. 1981), esse efeito
pode ser alcancado pela ativagédo do glicogénio sintase com a concomitante inativagdo
do glicogénio fosforilase (Rodriguez-Gil et al. 2000). Este resultado hipoglicemiante

do litio pode ser observado em nosso trabalho, onde os niveis de glicemia diminuiram
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significativamente quando comparados ao controle. O mesmo efeito foi encontrado no
grupo que recebeu NAC + Li, indicando que a NAC nao interferiu neste efeito do litio.

As transaminases sdo reconhecidas como marcadores enzimaticos do figado,
as quais sao ativas nas trocas reversiveis de grupos amino entre aminoacidos e estéo
na juncdo entre o metabolismo das proteinas e carboidratos. Enquanto que as
fosfatases, incluindo a FA, sdo enzimas importantes por serem responsaveis pela
detoxificacdo, metabolismo e biossintese de macromoléculas para diferentes funcbes
essenciais. Interferéncias nessas enzimas levam a prejuizos bioquimicos e lesdes em
tecidos e funcao celular (Woreta e Algahtani 2014).

Sugere-se que mudancgas na atividade destas enzimas séo devido a alteragdes
na permeabilidade da membrana plasmatica e necrose celular. Geralmente, seguindo
a logica, quando ha danos nos tecidos, as enzimas séo liberadas dos tecidos para o
plasma, e sua dosagem detecta niveis plasmaticos elevados (Ahmad et al. 2011). No
entanto, ndo foram encontradas alteragfes significativas de ALT e AST entre os
grupos estudados, resultados semelhantes a Ahmad et al. (Ahmad et al. 2011) e
diferente dos resultados encontrados por Chadha et al. (Chadha et al. 2008), no qual
o tratamento com o litio gerou um aumento plasméatico das transaminases. Com
relacéo aos niveis plasméticos da fosfatase alcalina, sob as condigbes experimentais
empregadas em nosso estudo ndo foi encontrado um aumento significativo da
atividade da fosfatase alcalina, como foi encontrado por Chadha et al. (Chadha et al.
2010), pelo contrario, ocorreu um decréscimo da atividade com o uso do litio, mesmo
resultado encontrado por Ahmad et al. (Ahmad et al. 2011), sugerindo que o litio
causou uma melhora hepética.

Como a BUChE é sintetizada no figado, um comprometimento hepatocelular ira
refletir uma diminuicao da atividade enzimética, como de fato, sdo encontrados niveis
plasmaticos baixos em lesdes hepaticas, com niveis reestabelecidos quando ha
recuperacdo das lesdes no hepatdcito, sugerindo a BuChE como um marcador
bioquimico de dano hepatico (Santarpia et al. 2013). Em estudo conduzido por
Ezzaher et al. (Ezzaher et al. 2012), os valores médios da atividade da
butirilcolinesterase foi maior nos pacientes bipolares do tipo 1. Em nossos resultados,
nao foram observadas alteracbes significativas da atividade da BuChE nos
homogenatos de figado e cérebro. Enquanto que nos homogenatos de rim, o
tratamento com Li e NAC, acarretou em um aumento da atividade da BuChE.

Uma hipotese que pode explicar o aumento das colinesterases, € uma falha na

estrutura lipidica das membranas neuronais, uma vez que a diminuigdo no nivel de
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acido graxo nestas membranas diminui a sensibilidade e especificidade dos
receptores muscarinicos, acarretando no aumento da acetilcolina (Dilsaver 1986;
Ezzaher et al. 2012), sendo que, de forma analoga, se iSso ocorrer em outros locais,
pode haver um aumento da BUChE.

A farmacocinética do litio complementa a hipotese que essa falha na estrutura
lipidica pode ocorrer em outros lugares, onde o litio apresenta um perfil toxico maior,
uma vez que o litio apresenta passagem lenta pela barreira hematoencefalica (Silva
2010) e nao sofre biotransformacéo no figado, ou seja, sendo excretado quase que
exclusivamente pelo rim (Goldfrank et al. 1996), tornando-o o 6érgdo mais prejudicado.

Espécies reativas de oxigénio (ERO) séo produtos normais do metabolismo
celular, contudo, a geracdo em excesso de ERO leva a danos em lipideos, proteinas
e acidos nucleicos, que prejudicam as funcdes celulares, acarretando em doencas
(Oga et al. 2014), sendo que a fisiopatologia do transtorno bipolar e o emprego do litio
no tratamento da doenca, tém sido associados a alteracdes em parametros de
estresse oxidativo (Machado-Vieira et al. 2007). Uma substancia antioxidante é
definida como qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracao,
comparada a do substrato oxidavel, diminui ou inibe a oxidacdo daquele substrato.
Consequentemente, sdo os antioxidantes que defendem o organismo do dano das
ERO em excesso (Eskandari et al. 2012), e sdo varias as moléculas presentes nos
sistemas biolégicos que atuam nesse sistema de protecdo, que incluem 0s grupos
tidis, a SOD e a CAT (Oga et al. 2014).

A hepatotoxicidade induzida pelo litio pode ser causada por inducdo do
estresse oxidativo. Neste estudo, o tratamento com litio causou aumento da
peroxidacao lipidica hepatica, 0 mesmo encontrado por Toplan et al. e Ben Saad et
al. (Toplan et al. 2015; Ben Saad et al. 2016), apontando para peroxidacdo de acidos
graxos poliinsaturados dos fosfolipidios das membranas celulares, deixando os
tecidos mais susceptiveis ao dano oxidativo, pois compromete a integridade estrutural,
diminui a fluidez da membrana e inativa enzimas e receptores da membrana (Chadha
et al. 2008). O aumento da peroxidacao lipidica foi acompanhado pelo aumento (nédo
significativo) de tiois. Os tiois mitocondriais sdo centrais para a defesa antioxidante,
pois sequestram os produtos reativos da degradacao lipidica, retardado a propagacao
da peroxidagéo lipidicas e reparam proteinas oxidadas (Murphy 2012; Comini 2016),
indicando um aumento da defesa contra o dano lipidico causado pelo litio. A
coadministracdo com NAC, reestabeleceu os niveis da peroxidagao lipidica e os niveis

de tidis, demonstrando o alto poder antioxidante da NAC. Nos grupos que receberam
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a NAC, esse aumento é consistente com o fato de existirem na estrutura quimica da
NAC grupamentos tiois (Oga et al. 2014).

A SOD catalisa a dismutacéo do radical superoxido, e a reacao gera peroxido
de hidrogénio; a catalase, por sua vez, elimina o peroxido de hidrogénio derivado da
SOD. Em nossos resultados, os niveis da SOD diminuiram, apesar de nao
estatisticamente significativo, enquanto que os niveis da CAT diminuiram
significativamente, resultados semelhantes encontrados por Nciri et al. (Nciri et al.
2009). Isso pode ser explicado devido ao seu uso para converter o peroxido de
hidrogénio, e considerando que quando ha baixos niveis de peroxido de hidrogénio,
quem preferencialmente o metaboliza é a glutationa peroxidase e isso, portanto, indica
um intenso estresse oxidativo com altas taxas de radicais livres, como o peréxido de
hidrogénio (Chadha et al. 2008). No grupo onde a NAC foi coadministrada houve uma
diminuicdo nos niveis de catalase, devido ao fato da NAC possuir cisteina em sua
estrutura, sua administragcdo aumenta os niveis de cisteina, que € o passo limitante
para a producao de glutationa, a NAC aumenta a glutationa disponivel para defesas
redox (Dean et al. 2011; Dodd et al. 2013).

No rim, com a administracdo de litio, houve um aumento acentuado da
peroxidacgéo lipidica, bem como, também foi encontrado um aumento nos niveis de
tidis na tentativa de amenizar a propagacdo do estresse oxidativo e do dano as
membranas lipidicas. Nciri et al. (Nciri et al. 2012) também encontrou danos
oxidativos, com aumento da peroxidacao lipidica, decorrentes do tratamento com litio.
Além disso, as enzimas responsaveis pela defesa antioxidante tiveram seus niveis
diminuidos pelo litio, indicando que houve um esgotamento delas frente ao alto nivel
de substancias reativas de oxigénio e, consequentemente, do estresse oxidativo (Ben
Saad et al. 2016). A coadministracdo de NAC mostrou uma diminui¢cdo nos niveis de
peroxidacao lipidica e reestabeleceu os niveis de tidis e da SOD. O fato de Efrati et
al. (Efrati et al. 2005) ter encontrado que o tratamento com NAC tem um efeito protetor
renal contra a insuficiéncia renal induzida em ratos, somando com os resultados
promissores da NAC contra o estresse oxidativo neste trabalho, presumem que o
estresse oxidativo pode ser um importante mecanismo dos efeitos toxicos do litio.

O cérebro é, particularmente vulneravel aos danos oxidativos, uma vez que
contém grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados e possui baixa
capacidade de defesa antioxidante (Chen et al. 2012), tornando-o0 mais vulneravel a
peroxidacao lipidica, provocando uma desordem na transducédo de sinal, plasticidade

estrutural e, principalmente, induzindo alteragdes bioquimicas adversas em proteinas
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e genes (Mahadik et al. 2001; Banerjee et al. 2012). Em nossos resultados, foi
encontrado um aumento, porém ndo significativo, da peroxidacdo lipidica,
acompanhado também do aumento dos niveis de tidis, como resposta aos danos
lipidicos. Além disso, houve um aumento da enzima SOD, concomitante a diminui¢ao
da CAT. Estes achados podem significar que o estresse oxidativo esta no comeco,
ainda ndo causando danos tao significativos, e que 0 organismo na tentativa de
reverter o quadro, aumentou os niveis da SOD para catalisar a transformacao dos
radicais superoxidos em peroxido de hidrogénio, e possivelmente por haver pequenas
concentrages de peroxidos de hidrogénio, este esta sendo convertido em agua e
oxigénio pela glutationa, os niveis da CAT foram diminuidos.

Analisando os parametros em conjunto, nota-se que ha um efeito mais
moderado causado pelo estresse oxidativo. Este efeito mais ameno encontrado no
cérebro, quando comparado ao figado e rim, podem ser explicados pela
farmacocinética do litio, pois, o litio atravessa a membrana hematoencefalica numa
taxa mais lenta que outros cations, levando até 6 a 10 dias para causar algum efeito
nos pacientes (Goldfrank et al. 1996), e como 0 nosso tratamento durou 14 dias,
provavelmente ndo foi tempo suficiente para causar danos mais acentuados no
cérebro. No entanto, a coadministracdo de NAC mostrou ser promissora, pois impediu
0 aumento da peroxidacao lipidica, quando comparado aos ratos tratados apenas com
litio.

Nossos resultados confirmam que o tratamento subcronico com litio envolve
varios efeitos adversos como, perda de peso nos animais e reducdo do tamanho do
figado e a coadministragdo de NAC néo reverteu esses efeitos tdxicos. O uso de NAC,
com foco no seu efeito quelante, € promissor, portanto, estudos empregando doses
maiores de NAC devem ser realizados. Em parametros hematoldgicos, o uso de litio
mesmo quando coadministrado com NAC, causou linfopenia e neutropenia,
diminuindo, portanto, as células de defesa e s6 quando a NAC foi coadministrada
houve leucocitose. Na avaliacdo dos indicadores renais, foi encontrado que o litio ndo
causa efeitos toxicos, e na avaliacdo dos indicadores da funcédo hepatica, o litio
mostrou melhorar as condi¢des hepaticas por diminuir os niveis da fosfatase alcalina.
O litio também apresentou diminui¢cdo na concentracéo da glicose, efeito semelhante
ao da insulina. Na analise da atividade da butirilcolinesterase, foi registrado um
aumento causado pelo litio no rim, enquanto que a coadministracdo de NAC
reestabeleceu aos niveis normais. No entanto quando os parametros de estresse

oxidativo foram medidos, o litio demonstrou um perfil potencializador do estresse
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oxidativo no figado, rim e cérebro, enquanto que a NAC demonstrou um perfil
antioxidante revertendo e amenizando efeitos toxicos do litio nesses 6rgaos. Além
disso, a avaliacdo da glutationa peroxidase precisa ser incluida neste trabalho, por
fazer parte do sistema de defesa antioxidante responsavel pela eliminacdo das
espécies reativas formadas e ter uma parte importante na transformacéo do peroxido
de hidrogénio. Considerando que o litio € usando em tratamentos crénicos,
substancias que minimizem os efeitos toxicos do litio, como a NAC, se apresentam

como ferramentas promissores.
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Fig. 1 Alteracdo no peso dos animais. (A) A figura representa a variacdo do peso dos
animais entre o primeiro dia de tratamento e o ultimo dia de tratamento. (B)
Acompanhamento da ingestdo de racédo e de (C) agua dos animais no decorrer do

tratamento. Cada ponto representa a média do grupo + SEM
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Fig. 3 Andlise do efeito da coadministracao de NAC sobre a quantificacdo do litio. Ndo

houve alteracdes significativas entre os grupos. Cada barra representa a média do

grupo £ SEM
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Fig. 6 Dosagens bioquimicas realizadas no plasma de ratos machos conforme o

tratamento exposto no grafico. Foram realizados a dosagem de (A) glicose, de

indicadores de disturbios hepaticos, como a FA (B), AST (C) e ALT (D), e parametros

da funcao renal, como a creatinina (E) e ureia (F). Cada barra representa a média do

grupo + SEM. *p < 0,05 em relag&o ao controle e °p < 0,05 em relagédo a NAC + Li
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Fig. 7 Efeito da administracdo de NAC, e Li e da coadministragdo de ambos na

atividade da butirilcolinesterase presente no figado (A), no rim (B) e no cérebro (C).

Cada ponto representa a média do grupo + SEM. *p < 0,05 em relacdo ao controle e

°p < 0,05 em relagéo a NAC + Li
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Fig. 8 Efeito da administracdo de NAC, e Li e da coadministragdo de ambos na
peroxidacao lipidica (LPO) em homogenatos de figado (A), de rim (B) e de cérebro
(C). Cada ponto representa a média do grupo = SEM. *p < 0,05 em relagdo ao controle

e °p < 0,05 em relacdo a NAC + Li
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Fig. 9 Efeito da administracdo de NAC, e Li e da coadministragdo de ambos na

guantidade de tidis em homogenatos de figado (A), de rim (B) e de cérebro (C). Cada

ponto representa a média do grupo + SEM. *p < 0,05 em relacdo ao controle e °p <

0,05 em relagcédo a NAC + Li
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Fig. 10 Efeito da administracdo de NAC, e Li e da coadministracdo de ambos na
atividade da superoéxido dismutase (SOD) presente no figado (A), no rim (B) e no
cérebro (C). Cada ponto representa a média do grupo £ SEM. *p < 0,05 em relacéo

ao controle e °p < 0,05 em relacdo a NAC + Li
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Fig. 11 Efeito da administracdo de NAC, e Li e da coadministracdo de ambos na
atividade da butirilcolinesterase presente no figado (A), no rim (B) e no cérebro (C).
Cada ponto representa a média do grupo + SEM. *p < 0,05 em relacdo ao controle e

°p < 0,05 em relagéo a NAC + Li
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia proposta para quantificar litio, utilizando o FAAS no modo
emissao, foi considerada aprovada e devidamente validada, possibilitando a sua
utilizac@o para medir o litio plasmético dos ratos tratados. Além disso, os resultados
desse estudo apontaram que o uso subcrénico do litio provocou vérios efeitos
adversos como, perda de peso, alteracédo de parametros hematoldgicos, aumento dos
niveis de BUChE no rim, e causando estresse oxidativo pelo aumento de peroxidacao
lipidica e afetando as enzimas antioxidantes, no figado, rim e cérebro. A utilizacdo em
conjunto da NAC, mostrou melhorar os efeitos toxicos causados pelo litio, porém, mais

estudos precisam ser realizados para esclarecer essa relacéo.
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7. ANEXOS

7.1. Normas da revista Quimica Nova

' 4 "
quimica nova
@ 17:12, sex jan 27 “ ST e

1. GERAL

Serdo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova manuscritos em
Portugués, Inglés e Espanhol, que cubram as areas tradicionais da Quimica bem
como artigos sobre Ensino de Quimica, Histéria da Quimica, Politica Cientifica, etc,
além de artigos de areas afins, desde que tenham acentuado conteddo quimico
(clique aqui para acessar as normas de restricdo). Os trabalhos devem se encaixar

dentro de uma das modalidades abaixo:

Artigos Originais: refere-se a trabalhos inéditos de pesquisa. Devem seguir a forma
usual de apresentacao, contendo as secoes Introducéo, Parte
Experimental, Resultados e Discussédo, Concluséao e Referéncias, de acordo com as
peculiaridades de cada trabalho. Deverao ter no maximo 25 péaginas, incluindo figuras,
tabelas, esquemas e outros elementos.

Artigos sobre Educacéo: trabalhos de pesquisas relacionadas ao ensino de
graduacdo em Quimica e divulgacdo de experiéncias inovadoras no ensino de
graduacao e pds-graduacgdo. Deverdo ter no maximo 25 péaginas, incluindo figuras,

tabelas, esquemas, e outros elementos.

Notas Técnicas: trabalhos de comunicacdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou
acessorios desenvolvidos no laboratorio de origem do autor do manuscrito, desde que
apresentem acentuado conteudo quimico. Devem seguir a forma usual de
apresentacdo, contendo as secoes Introducdo, Parte Experimental, Resultados
e Discusséo, Conclusao e Referéncias, de acordo com as peculiaridades de cada
trabalho. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas,

etc.
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Assuntos Gerais: abordagem de assuntos de interesse geral dos quimicos, tais
como politica cientifica, programas de graduacdo e poés-graduacdo, histéria da
quimica, etc. Deverao ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas
e outros elementos.

Artigos de Revisdo: destinados a apresentacdo do progresso em uma area
especifica de Quimica, com o objetivo de dar uma visdo critica do estado da arte do
ponto de vista do especialista altamente qualificado e experiente. Deverao ter no
maximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas e outros elementos.

Para submeter um artigo de Reviséo, € imprescindivel que o autor tenha publicacdes

que comprovem a sua experiéncia e qualificacdo na referida area. Antes do envio do

manuscrito, o autor devera submeter a editoria, para guimicanova@sbqg.org.br, um
resumo da revisao pretendida, acompanhado de uma carta explicativa da pertinéncia
do trabalho e lista de publicacdes do autor na area em que pretende publicar. O
material sera analisado pelos Editores e, uma vez aprovado, seré solicitado ao autor
0 envio do manuscrito completo, dentro das normas de QN, e s6 entdo sera dado
inicio ao processo de avaliacao pelos assessores. O aceite da submissédo néo garante
a publicacdo do manuscrito, que passara pelo processo formal de avaliacdo

equivalente ao das outras modalidades.

2. ANTES DA SUBMISSAO
2.1 Direitos autorais

Ao submeter um manuscrito a revista Quimica Nova, assume-se que ele nao foi
publicado previamente, que ndo esta sob processo de avaliacdo por outra entidade e
que nédo sera publicado simultaneamente em outro veiculo de divulgagdo, no mesmo
formato, sem a permissédo por escrito dos Editores. Além disso, subentende-se que o
autor responsavel pela submissdo tem o consentimento de todos os outros autores.
Os autores também concordam que os direitos autorais do manuscrito serao
transferidos para a Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ), caso 0 manuscrito seja
aceito para publicacdo. Manuscritos aceitos e ilustracdes se tornardo propriedades da
SBQ.
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2.2 Organizac¢ao do manuscrito

Os manuscritos deverdo apresentar clareza e concisdo. A sec¢éo Introducdo devera
identificar de forma clara e breve, utilizando-se de referéncias relevantes, a natureza
do problema sob investigacdo e o conhecimento prévio a respeito dele. Revisbes
extensas da literatura ndo seréao aceitas.

A secdo Parte Experimental pode preceder ou vir ap0s a sec¢do Resultados e
Discussao, mas devem ser necessariamente separadas. A se¢ao Conclusdes, que
resumird brevemente as principais conclusdes do trabalho, devera ser disposta logo

apos a secao Resultados e Discussao.

A parte experimental do manuscrito deve descrever os experimentos de maneira
suficientemente detalhada para que outros pesquisadores possam reproduzi-los. O
grau de pureza dos materiais utilizados deve ser fornecido, bem como todas as
quantidades utilizadas. A descricdo de procedimentos ja estabelecidos ndo é
necessaria. A instrumentacao utilizada s6 deve ser descrita caso nao seja padrao.
Deve-se referir a instrumentos disponiveis comercialmente a partir de suas marcas e

modelos.

Todos os compostos novos devem ser completamente caracterizados, incluindo
dados espectroscépicos e andlises elementares. Espectros de massas de alta
resolucdo poderdo substituir analises elementares caso sejam acompanhados de
provas inquestionaveis da pureza da amostra (pontos de fuséo, copias dos espectros
RMN, etc.). Para compostos sintetizados em formas enantiomericamente puras ou
enantiomericamente enriquecidas, sua rotacdo especifica devera ser fornecida. Nos
casos em que o0 excesso enantiomeérico for determinado por técnicas cromatograficas
e/ou espectroscopicas, as copias dos cromatogramas e/ou espectros devem ser

inclusas no Material Suplementar (ver se¢cdo Material Suplementar).

Muitas publicacdes de Quimica Tedrica e/ou Computacional utilizam rotinas baseadas
em métodos bem documentados, sejam semi-empiricos ou ab initio. Neste caso &
suficiente citar a variante utilizada, referindo-se a publicagdes importantes nas quais
os métodos foram desenvolvidos, e o0 programa de computador utilizado, indicando

brevemente as modificacdes realizadas pelo autor.
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E de responsabilidade dos autores a obtencdo de permissbes para reproducdo de
graficos e imagens retiradas de outros periodicos. Essas permissfes para reproducao
devem ser enviadas no momento da submissao, juntamente com 0s outros arquivos

do manuscrito. A reproducao deve também ser informada nas respectivas legendas.

Os Editores poderéo solicitar a revisao do idioma do manuscrito em qualquer etapa
do processo de avaliacdo do manuscrito. Neste caso, os autores deverao apresentar
um certificado de revisdo por empresa/profissional especializado, que deve ser
submetido pela plataforma ScholarOne no momento da submisséo da versao revisada

do manuscrito.

2.3 Preparo dos manuscritos

Geral

Deve-se utilizar a fonte Times New Roman, tamanho de 12 pt e cor preta. O
espacamento entre linhas deve ser de 1,5x. As paginas devem ser numeradas
consecutivamente, no canto inferior direito. As linhas e os titulos e subtitulos das
secdes ndo devem ser enumerados. Os titulos das sec¢des devem ser escritos em
negrito e caixa alta, os subtitulos apenas em negrito e 0os subsubtitulos apenas em

italico.

O Material Suplementar deve ser o ultimo elemento do manuscrito, e deve conter
informacdes relevantes e complementares aquelas ja apresentadas no manuscrito

(ver secdo Material Suplementar).

Detalhes

A primeira pagina devera conter o graphical abstract (ver se¢éo Graphical Abstract),
titulo do trabalho, em negrito e caixa alta, nome dos autores em negrito e endereco.
Se o endereco onde o trabalho foi conduzido € diferente do endereco atual de qualquer
um dos autores, uma nota de rodapé indicando a posicéo atual pode ser incluida.
Havendo autores com diferentes enderecos, estes deverao ser listados em sequéncia
e indicados utilizando-se letras sequénciais.

Um exemplo:

José A. Benicio?, Maria C. Cavalcante® e Jodo D. de Almeida®*

aDepartamento de Quimica, Universidade Estadual de Maringa, 87020-900 Maringa -
PR, Brasil
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bDepartamento de Quimica Fundamental, Instituto de Quimica, Universidade de S&o
Paulo, 05508-000 Sao Paulo - SP, Brasil

*e-mail: jalmeida@dg.uem.br

Como mostra o exemplo, o autor para correspondéncia devera ser indicado com
asterisco (*) e seu e-mail colocado logo abaixo dos enderecos. A menor unidade do
enderegco deve ser o0 departamento. Em seguida devem ser indicados a

faculdadel/instituto, a universidade, o CEP, a cidade, o estado e o pais. Laboratérios

programas de poés-graduacdo e cursos ndo devem ser inclusos no endereco. A

segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho, ambos em inglés, com
no méaximo 200 (duzentas) palavras, e a indicacdo de 3 a 5 palavras-chave
(keywords), também em inglés. O texto deve se iniciar a partir da terceira pagina do
manuscrito.

Ao longo do texto, o autor deve se atentar as seguintes regras:

[1 Palavras em lingua estrangeira (inglés, francés, latim, etc.) deverao ser escritas em
italico.

[J Nomes cientificos de espécies devem ser escritos em italico, com a primeira letra

do nome em caixa alta.

Alguns exemplos:

... 0S experimentos foram realizados in situ;

A bactéria Escherichia coli...;

O tratamento dos dados foi realizado a partir do software Origin;

[1 Todas as unidades devem ser separadas dos valores por um espago simples
(inclusive o grau Celsius). A mesma regra € valida para o caso de unidades em

sequéncia.

Alguns exemplos:

10 °C;

15 mg L (evitar mg/L);

10 m s (evitar m/s?);

Atencao: Toda a nomenclatura utilizada devera ser consistente, clara e de acordo
com as regras estabelecidas por entidades apropriadas, como IUPAC, International
Union of Biochemistry, Abstracts Service, Nomenclature Commitee of the American

Chemical Society, entre outras. Simbolos e unidades deverdo seguir as
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recomendacdes da IUPAC. Os autores devem evitar o uso de unidades que nao fazem
parte do SlI.

Normas para elementos graficos e tabelas

Gréficos e Figuras: textos, nomes dos eixos e quaisquer outros elementos textuais
que acompanham os elementos graficos devem ser consistentes ao longo de todo o
trabalho em relacdo a fonte, ao tamanho da fonte, ao espacamento e a cor. Para
elementos gerados por computador, deve-se evitar planos de fundo ou
sombreamento.

Formulas estruturais e equacdes quimicas: todas as estruturas quimicas ou
equacdes devem ser escritas utilizando a mesma fonte ao longo do manuscrito.
Equacbes: as equacdes devem ser escritas utilizando-se um editor de equacdes
(MathType, Equation, entre outros) e devem ser numeradas sequencialmente ao
longo do manuscrito.

Fotografias: As fotografias devem apresentar contraste e ndo devem ser montagens.
Caso haja necessidade de uma escala, ela deve ser desenhada sobre a figura e ndo
abaixo. Nao serdo aceitas fotografias de equipamentos comerciais.

Tabelas: as tabelas devem ser formatadas de modo a fornecer informacdes diretas
ao leitor. Sombreamentos e negritos devem ser evitados. Qualquer informagao extra
deve vir abaixo da tabela, na forma de nota de rodapé, utilizando-se as letras a, b, c e
assim por diante.

Graphical abstract (em inglés): O graphical abstract deve resumir o contetdo do
trabalho de forma concisa e dedicada a capturar a atencdo de um publico amplo. O
autor deve apresentar uma figura nova, usando como parametro uma estrutura chave,
uma reacdo, uma equacdo, um conceito, um grafico, um teorema, entre outras
possibilidades. Recomenda-se que seja de carater artistico e possua cores diversas.
N&o serdo aceitas fotos de equipamentos comerciais.

Atencéo: a imagem deve possuir alta resolucao (em formato .tiff, .jpg ou qualquer outro
de ampla utilizacdo que possa ser editado) e tamanho de 4 cm de altura por 8 cm de
largura [0s elementos textuais devem ser legiveis nessas dimensdes]. Junto com
o graphical abstract, o autor devera enviar um texto explicativo em inglés (em arquivo

.txt, .rtf ou .doc) de, no maximo, 3 linhas.

Normas para citagdes e lista de referéncias
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Os elementos graficos e as tabelas devem ser numeradas e citadas no texto,

utilizando-se a primeira letra em caixa alta. Nao se deve abreviar as citagoes.

Alguns exemplos:

... como pode ser verificado na Tabela 1.

A Figura 3 mostra o sistema utilizado...

(Tab. 1, Fig. 1 e quaisquer outras abreviacdes dos titulos dos elementos ndo devem

ser utilizadas)

As citacOes de referéncias devem ser feitas de forma consecutiva, na forma numérica
sobrescrita (sem parénteses ou colchetes), sempre ap0s a pontuacao, quando houver.
CitacOes de duas ou mais referéncias devem ser separadas por virgulas. CitacGes de
trés ou mais referéncias consecutivas devem ser agrupadas, utilizando-se o hifen (-).
N&o utilizar espacos entre as citagdes ou entre a citacdo e o caractere sobre o qual

esta posicionada.

A Quimica Nova nédo publica notas de rodapé. Quaisquer notas do autor devem ser
inclusas na lista de referéncias e, no texto, devem seguir o mesmo padrdo das

citacfes, mantendo inclusive a sequéncia numérica.

Alguns exemplos:

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura.®"8

Existe extensa literatura a respeito do sistema utilizado,®'? bem como das
propriedades dos materiais empregados.*?

salicilato de sé6dio,2

Nishide et al.,*

... pela reducdo do acido cromico,*812

(Trés ou mais referéncias consecutivas devem ser citadas utilizando-se o hifen)

Na secdo Referéncias, as abreviacbes dos titulos de periédicos devem estar de
acordo com as definidas no Chemical Abstracts Service Source Index
(ver http://cassi.cas.org). Caso o peridédico ndo esteja listado no CASSI, o titulo deve

ser escrito por extenso.

As normas para o ano, o volume e as paginas seguem abaixo para diversos tipos de
literaturas. A pontuagcdo, 0S espacamentos, 0S negritos e os italicos devem ser
verificados com atencdo. Manuscritos com referéncias fora das normas da revista

serdo reenviados ao autor até que os erros sejam verificados e corrigidos.
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1. Varma, R. S.; Singh, A. P.;J. Indian Chem. Soc.1990,67, 518.
2. No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, € recomendado citar o
seu numero de Chemical Abstract, como segue:

Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; Izv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976,19, 708. (CA 85:780515s).

3. Caso o trabalho tenha doi, mas nao a referéncia completa, citar DOI da seguinte
maneira:

Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; DallAntonia, L.
H.; Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

4. E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar
de uma lista de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas € o
seguinte:

Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G;
Andrade, C. H. S.; Guimarées, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem.
Soc. 1996, 7, 123; Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J.
R.; Quim. Nova 2001, 24, 473.

Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o numero do
Chemical Abstracts deve ser informado entre parénteses).

5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai
Tokkyo Koho 79 73,7711979.(CA 91:P193174v)6. Kadin, S.B.;US pat.
4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)
7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br Pl 9.604.468-3,1999.
Livros:

com editor(es):

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry;
Regitz, M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.
sem editor(es):

9. Cotton, F. A.; Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley: New
York, 1988.

Programas de computacao (Softwares):

10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement;
Universidade de Gottingen, Alemanha, 1993.

Teses:
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11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Brasil, 1997.

Material apresentado em Congressos:

12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20a Reunido Anual da Sociedade Brasileira
de Quimica, Pocos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:

http://www.sbaq.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.

Material n&o publicado:

Para material aceito para publicacdo: Magalhaes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo.
Para material submetido mas ainda nao aceito: Magalhdes, U. H.; J. Braz. Chem.
Soc., submetido. Para trabalho ndo publicado ou comunicacéo pessoal: Magalhaes,
U. H.; trabalho n&o publicado ou Magalhées, U. H., comunicacédo pessoal. Resultados
ndo publicados sO poderdo ser citados com a permissdo explicita das pessoas
envolvidas na sua obtencéao.

Manuscritos contendo RMN, IV, espectros de massas, etc.

Sempre que um composto € sintetizado ou identificado (novo ou conhecido
previamente), é obrigatdrio o envio de todos os dados espectrais (dados e espectros)
como Material Suplementar (ver secdo Material Suplementar) no momento da

submissao do manuscrito.
Material Suplementar

Esta modalidade foi criada para que o texto principal seja objetivo e contenha o

namero estritamente necessario de Figuras e Tabelas.

O contetdo do Material Suplementar (MS) devera ser colocado no final do trabalho,
ap6s a secdo REFERENCIAS. Quando houver MS, deve ser criada uma sec&o
MATERIAL SUPLEMENTAR, logo apés a se¢cdo CONCLUSAO, com a descricdo de
seu conteudo. O texto deve também indicar o acesso livre ao MS a partir do website

da revista Quimica Nova (http://quimicanova.sbg.org.br/).

Elementos gréficos e Tabelas do Material Suplementar devem ser numeradas

sequencialmente, com a letra S ap0s a numeracao. Ex: Figura 1S, Tabela 4S, etc.
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Apesar de complementar a informag&o do manuscrito, o0 MS deve ser um documento
completo. Caso sejam usadas referéncias, elas devem ser listadas ao final do proprio
MS e numeradas na forma 1S, 2S, ...

Os Editores poderdo solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitacdo, a
separacao de Material Suplementar.

7.2. Normas da revista Archives of Toxicology

Phal‘nlaco]ogy& T()chology Home = Biomedical Sciences = Pharmacology & Toxicology

SUBDISCIPLINES JOURNALS BOOKS SERIES TEXTBOOKS REFEREMNCE WORKS o READ THIS JOURNAL ON SPRINGERLINK

View Open Access Articles
Archives of Toxicology Online First Articles

All Volumes & Issues

Editor-in-Chief. Jan G. Hengstler
Deputy Editor-in-Chief: Hermann M. Bolt

SSM: 0340-5761 (print version)

s FOR AUTHORS AND EDITORS
8 (electronic version) Online

Journal no. 20

Title page

The biological system studied must be indicated in the title [in vivo/in Vvitro,
humans/animal species, cell line(s), etc.]

Abstract

It is essential that the abstract contain a brief justification for the study. The biological
system studied must be clearly indicated, and applied doses/concentrations of the test
compound(s) must be specified. Failure to comply with these essentials in toxicology

will result in the immediate rejection of the manuscript.

Text

In order to comply with Archives of Toxicology’s high quality standards, the following
criteria are essential for original articles:

In the introduction the justification for the study must be clearly explained, and its
relevance for toxicology must be clear. It is not sufficient to state that the study was

conducted simply because it had never been done before.
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In the methodological section (Materials and Methods) the scientific procedure must
be described in a way that, in principle, would allow others to reproduce the study. The
doses/concentrations of test compound(s) must be clearly specified, and a
straightforward justification of the dose selection must be provided. If authors perform
their experiments according to standard operation procedures (SOPS) or protocols that
are more detailed than the conventional Material and Methods section, they are

encouraged to publish the SOPs or protocols as electronic supplements.

The Introduction and Discussion sections must make the essential points, must be

concise and avoid repetitions.

Authors should use the option of including Electronic Supplementary Material. Doing
so allows them to limit the length of the manuscript and make it more appealing to
potential readers without sacrificing scientific information. Authors are encouraged to

make the raw data available in an electronic supplement.
If genome-wide data is presented, the raw data must be publicly available.

The study design must be clear, including the number and type of replicas. Please
clearly specify whether or not the results were reproduced in independent experiments.
At least three independent experiments are required.

AUTHORSHIP POLICY

Authorship should incorporate and should be restricted to those who have contributed

substantially to the work in one or more of the following categories:
» Conceived of or designed study

* Performed research

* Analyzed data

* Contributed new methods or models

* Wrote the paper

TYPES OF PAPERS

Short reports

Short reports on new results of special interest will be published out of turn as Short

communications and will be given top priority in the editorial and production process.
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Short communications should normally not exceed 2 printed pages (= 1,000 words),
including tables, etc. The editors reserve the right to decide what constitutes a Short

communication.

Editorials - please note: no Abstract required
Review Articles

Original Articles

Meeting Reports

Commentaries

Opinion Letters / Editorials

The Archives of Toxicology would like to officially invite our readers to submit letters
and guest editorials to our journal. Authors are free to present their opinions on articles
recently published in our journal or those published in other journals that would be of
general interest to our readers. Moreover, comments on general topics relevant to
toxicology are welcome, such as legislation or funding policy. Letters and guest
editorials represent personal opinion and will therefore not be peer-reviewed.
Nevertheless, the editorial board ask that the submissions adhere to the following
standards:

- They should be sound, scientifically-founded and of general interest
- Critical contributions are welcome; however, ad hominem reasoning must be avoided.

- They should be no more than 1 printed page long, without an abstract, figures or
tables. We accept a maximum of three references, and ask for short affiliations only

(institute and country, no address).

If a letter or guest editorial addresses an article published in our journal, the
corresponding author of that article will be invited to contribute a response letter. If the
response is received within four weeks after the invitation is made, both the original
opinion piece and the response letter will be published back to back in the same issue.
If however, the response is received later than the allotted four weeks, it will be
published as soon as it is technically feasible in a subsequent issue. Eventually, a
second round of discussion (letter and response letter) may be arranged if all relevant

arguments were not brought forward in the first round.
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Special Issues

 Contributions that are part of a Special Issue must include the following footnote on

the title page:
"This article is published as part of the Special Issue on [title of the Special Issue]"
Manuscript length

The maximum number of pages per original research article (including figures, tables
and references) should be restricted to 10 printed pages (accounts for 750 words per
printed page, figures and tables have to be counted as half a page). For reviews the
maximum number should be 20 printed pages.

MANUSCRIPT SUBMISSION
Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published
before; that it is not under consideration for publication anywhere else; that its
publication has been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible
authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out.
The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for

compensation.
Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for
both the print and online format and to include evidence that such permission has been
granted when submitting their papers. Any material received without such evidence
will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your

manuscript files following the instructions given on the screen.
INTEGRITY OF RESEARCH AND REPORTING

Ethical standards
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Manuscripts submitted for publication must contain a statement to the effect that all
human and animal studies have been approved by the appropriate ethics committee
and have therefore been performed in accordance with the ethical standards laid down

in the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendments.

It should also be stated clearly in the text that all persons gave their informed consent
prior to their inclusion in the study. Details that might disclose the identity of the

subjects under study should be omitted.

These statements should be added in a separate section before the reference list. If
these statements are not applicable, authors should state: The manuscript does not

contain clinical studies or patient data.

The editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned requirements. The author will be held responsible for false statements or

failure to fulfill the above-mentioned requirements
Conflict of interest

Authors must indicate whether or not they have a financial relationship with the
organization that sponsored the research. This note should be added in a separate

section before the reference list.

If no conflict exists, authors should state: The authors declare that they have no conflict

of interest.
Additional information

Authors should note that Archives of Toxicology complies with the recommendations
of the Committee on Publishing Ethics (COPE):

COPE-website

Details of the publisher’'s procedures concerning duplication, fraud or other unethical

procedures (of which Archives of Toxicology is compliant) can be found at:

Springer-website

TITLE PAGE

Title Page
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The title page should include:
The name(s) of the author(s)
A concise and informative title
The affiliation(s) and address(es) of the author(s)
The e-mail address, and telephone number(s) of the corresponding author
If available, the 16-digit ORCID of the author(s)
Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any
undefined abbreviations or unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.
Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word

versions).
Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings


http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip
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Please use no more than three levels of displayed headings.
Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.
Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of
a reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference
citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They

should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated
by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other
statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given

reference symbols.
Always use footnotes instead of endnotes.
Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section

on the title page. The names of funding organizations should be written in full.
SCIENTIFIC STYLE

Nomenclature: Insofar as possible, authors should use systematic names similar to

those used by Chemical Abstract Service or IUPAC.

Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the

generic name should be given at first mention.

REFERENCES

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:
Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).
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This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995a, b; Kelso and
Smith 1998; Medvec et al. 1999, 2000).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have
been published or accepted for publication. Personal communications and unpublished
works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a

substitute for a reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of
each work. Order multi-author publications of the same first author alphabetically with
respect to second, third, etc. author. Publications of exactly the same author(s) must

be ordered chronologically.
Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009)
Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent
children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long

author lists will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med
965:325-329

Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production.
J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086

Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern
genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

Online document
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Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertation
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List
of Title Word Abbreviations, see

ISSN LTWA
If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the
formatting of in-text citations and reference list.

EndNote style (zip, 2 kB)

TABLES
All tables are to be numbered using Arabic numerals.
Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the
table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form of a

reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks

for significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES
Electronic Figure Submission
Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.


http://images.webofknowledge.com/WOK46/help/WOS/A_abrvjt.html
http://static.springer.com/sgw/documents/943037/application/zip/Springer+Basic+EndNote.zip
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For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format.
MSOffice files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
Line Art

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the
figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum

resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within
the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
Combination Art

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line

drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.
Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another
when converted to black and white. A simple way to check this is to make a xerographic
copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still apparent.
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If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.
Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).
Figure Lettering
To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—
3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type

on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the

consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,

"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material)

should, however, be numbered separately.
Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure

depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number,

also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed

at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,

etc., as coordinate points in graphs.
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Identify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size
Figures should be submitted separately from the text, if possible.
When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and

not higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and

not higher than 198 mm.
Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions.

In such cases, material from other sources should be used.
Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your

figures, please make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech

software or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information

(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be

printed or is more convenient in electronic form.
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Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors
should read the journal’s Research data policy. We encourage research data to be

archived in data repositories wherever possible.
Submission
Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name, author

names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other problems

during downloading.

Audio, Video, and Animations
Aspect ratio: 16:9 or 4:3
Maximum file size: 25 GB
Minimum video duration: 1 sec

Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts, m4v,

3gp

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term

viability.

A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets

should be submitted as .xIs files (MS Excel).
Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook),

and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files
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It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.
Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the

material as a citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the

animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.
Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf".
Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the

content of the file.
Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author

without any conversion, editing, or reformatting.
Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your

supplementary files, please make sure that
The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so

that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

ENGLISH LANGUAGE EDITING

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript
you need to ensure the English language is of sufficient quality to be understood. If

you need help with writing in English you should consider:

Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript for

clarity.

Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when writing

in English.
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Using a professional language editing service where editors will improve the English
to ensure that your meaning is clear and identify problems that require your review.
Two such services are provided by our affiliates Nature Research Editing Service and

American Journal Experts.

English language tutorial

Nature Research Editing Service

American Journal Experts

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for
publication in this journal and does not imply or guarantee that the article will be

selected for peer review or accepted.

If your manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and

formal style before publication.
ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member
of the Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE

guidelines on how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the
trust in the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire
scientific endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be
achieved by following the rules of good scientific practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous

consideration.

The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new
work concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the re-

use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions

and submitted to various journals or to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).

No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your

conclusions


http://www.springer.com/gp/authors-editors/authorandreviewertutorials/writinginenglish
http://authorservices.springernature.com/language-editing/?utm_source=springer&utm_medium=referral&utm_campaign=springerJournalPages
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No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own
(“plagiarism”). Proper acknowledgements to other works must be given (this includes
material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or paraphrased),
quotation marks are used for verbatim copying of material, and permissions are

secured for material that is copyrighted.
Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the
responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where the work

has been carried out, before the work is submitted.

Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the
scientific work and therefore share collective responsibility and accountability for the

results.

Authors are strongly advised to ensure the correct author group, corresponding author,
and order of authors at submission. Changes of authorship or in the order of authors

are not accepted after acceptance of a manuscript.

Adding and/or deleting authors at revision stage may be justifiably warranted. A letter
must accompany the revised manuscript to explain the role of the added and/or deleted

author(s). Further documentation may be required to support your request.

Requests for addition or removal of authors as a result of authorship disputes after
acceptance are honored after formal notification by the institute or independent body

and/or when there is agreement between all authors.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in
order to verify the validity of the results. This could be in the form of raw data, samples,
records, etc. Sensitive information in the form of confidential proprietary data is
excluded.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following
the COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid
concerns, the accused author will be contacted and given an opportunity to address
the issue. If misconduct has been established beyond reasonable doubt, this may
result in the Editor-in-Chief’s implementation of the following measures, including, but

not limited to:
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If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

If the article has already been published online, depending on the nature and severity
of the infraction, either an erratum will be placed with the article or in severe cases
complete retraction of the article will occur. The reason must be given in the published
erratum or retraction note. Please note that retraction means that the paper
is maintained on the platform, watermarked "retracted" and explanation for the

retraction is provided in a note linked to the watermarked article.
The author’s institution may be informed.
COMPLIANCE WITH ETHICAL STANDARDS

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted
principles of ethical and professional conduct have been followed, authors should
include information regarding sources of funding, potential conflicts of interest
(financial or non-financial), informed consent if the research involved human

participants, and a statement on welfare of animals if the research involved animals.

Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section

entitled “Compliance with Ethical Standards” when submitting a paper:
Disclosure of potential conflicts of interest

Research involving Human Participants and/or Animals

Informed consent

Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer
review policies (i.e. single or double blind peer review) as well as per journal subject
discipline. Before submitting your article check the instructions following this section

carefully.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance
with ethical standards and send if requested during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned guidelines. The author will be held responsible for false statements or

failure to fulfill the above-mentioned guidelines.

DISCLOSURE OF POTENTIAL CONFLICTS OF INTEREST
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Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential
influence or impart bias on the work. Although an author may not feel there is any
conflict, disclosure of relationships and interests provides a more complete and
transparent process, leading to an accurate and objective assessment of the work.
Awareness of a real or perceived conflicts of interest is a perspective to which the
readers are entitled. This is not meant to imply that a financial relationship with an
organization that sponsored the research or compensation received for consultancy
work is inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that are directly or

indirectly related to the research may include but are not limited to the following:

Research grants from funding agencies (please give the research funder and the grant

number)

Honoraria for speaking at symposia
Financial support for attending symposia
Financial support for educational programs
Employment or consultation

Support from a project sponsor

Position on advisory board or board of directors or other type of management

relationships

Multiple affiliations

Financial relationships, for example equity ownership or investment interest
Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)
Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-
financial interests) that may be important to readers should be disclosed. These may
include but are not limited to personal relationships or competing interests directly or
indirectly tied to this research, or professional interests or personal beliefs that may

influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all

authors. In author collaborations where formal agreements for representation allow it,
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it is sufficient for the corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all
authors. Examples of forms can be found

here:

The corresponding author will include a summary statement in the text of the
manuscript in a separate section before the reference list, that reflects what is recorded

in the potential conflict of interest disclosure form(s).
See below examples of disclosures:
Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author
B has received a speaker honorarium from Company X and owns stock in Company

Y. Author C is a member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.
RESEARCH INVOLVING HUMAN PARTICIPANTS AND/OR ANIMALS

1) Statement of human rights

When reporting studies that involve human participants, authors should include a
statement that the studies have been approved by the appropriate institutional and/or
national research ethics committee and have been performed in accordance with the
ethical standards as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later

amendments or comparable ethical standards.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964
Helsinki Declaration or comparable standards, the authors must explain the reasons
for their approach, and demonstrate that the independent ethics committee or
institutional review board explicitly approved the doubtful aspects of the study.

The following statements should be included in the text before the References section:

Ethical approval: “All procedures performed in studies involving human participants
were in accordance with the ethical standards of the institutional and/or national
research committee and with the 1964 Helsinki declaration and its later amendments

or comparable ethical standards.”
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For retrospective studies, please add the following sentence:
“For this type of study formal consent is not required.”
2) Statement on the welfare of animals

The welfare of animals used for research must be respected. When reporting
experiments on animals, authors should indicate whether the international, national,
and/or institutional guidelines for the care and use of animals have been followed, and
that the studies have been approved by a research ethics committee at the institution

or practice at which the studies were conducted (where such a committee exists).

For studies with animals, the following statement should be included in the text before

the References section:

Ethical approval: “All applicable international, national, and/or institutional guidelines

for the care and use of animals were followed.”

If applicable (where such a committee exists): “All procedures performed in studies
involving animals were in accordance with the ethical standards of the institution or

practice at which the studies were conducted.”

If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the
authors, please select one of the following statements:

“This article does not contain any studies with human participants performed by any of

the authors.”

“This article does not contain any studies with animals performed by any of the

authors.”

“This article does not contain any studies with human participants or animals

performed by any of the authors.”
INFORMED CONSENT

All individuals have individual rights that are not to be infringed. Individual participants
in studies have, for example, the right to decide what happens to the (identifiable)
personal data gathered, to what they have said during a study or an interview, as well
as to any photograph that was taken. Hence it is important that all participants gave
their informed consent in writing prior to inclusion in the study. ldentifying details

(names, dates of birth, identity numbers and other information) of the participants that



130

were studied should not be published in written descriptions, photographs, and genetic
profiles unless the information is essential for scientific purposes and the participant
(or parent or guardian if the participant is incapable) gave written informed consent for
publication. Complete anonymity is difficult to achieve in some cases, and informed
consent should be obtained if there is any doubt. For example, masking the eye region
in photographs of participants is inadequate protection of anonymity. If identifying
characteristics are altered to protect anonymity, such as in genetic profiles, authors

should provide assurance that alterations do not distort scientific meaning.
The following statement should be included:

Informed consent: “Informed consent was obtained from all individual participants

included in the study.”

If identifying information about participants is available in the article, the following

statement should be included:

“Additional informed consent was obtained from all individual participants for whom

identifying information is included in this article.”
AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer's web page where you can sign the Copyright Transfer
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7.3. Protocolo aprovado pelo comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (CEUA/UNIOESTE)

unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parand

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pis-Graduagio
Comite de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Estudo do efeito da N-acetilcisteina sobre a
toxicidade induzida pelo litio”, sob vossa coordenagéo, foi avaliado pelo
CEUA como APROVADO para execugao.

ATENGAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente sera emitido
apods o encerramento das atividades previstas e apds o encaminhamento
do Relatdrio Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado
Experimental.
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Prof. Dra. Luciana de Oliveira Farifia
Coordenadora do CEUA
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