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“Os homens! E preciso amar os homens.
Os homens sdo admiraveis.
... E de repente aqui esta ela: a Nausea.

Entéo é isso a Nausea: essa Evidéncia Ofuscante? Existo - o
mundo existe - e sei que o mundo existe. Isso € tudo. Mas tanto faz para
mim. E estranho que tudo me seja tao indiferente: isso me assusta.

Gostaria tanto de me abandonar, de deixar de ter consciéncia de
minha existéncia, de dormir. Mas ndo posso, sufoco: a existéncia penetra
em mim por todos o0s lados, pelos olhos, pelo nariz, pela boca... e
subitamente, de repente, o véu se rasga: compreendi, Vi.

A Nausea ndo me abandonou, e ndo creio que me abandone tdo

cedo; mas ja ndo estou submetido a ela, ja ndo se trata de uma doenca,
nem de um acesso passageiro: a Nausea sou eu.”

(Descrigao de um episddio psicético) - Jean Paul Sartre
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Abreviaturas e Siglas

ANOVA - Andlises de Variancia

AMPA - Receptor a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico
AMA- Amantadina

BFCRS - Bush-Francis Catatonia Rating Scale

BDNF- Brain Derived Neurotrophic Factor

CID-10 - Classificacao Internacional de Doengas
CPK - Creatina-fosfo-quinase

DSM-IV - Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais
ECT - Eletroconvulsoterapia

FDA - Food and Drug Administration

MGLUT - Receptor Metabotrépico de Glutamato
KET - Cetamina/Ketamina

LPS - Lipopolissacarideo Bacteriano

MEM - Memantina

NMDA - Receptor N-metil-D-aspartato de Glutamato
PCP - Fenilciclidina

PF - Cortex Frontal

PFC - Cortex Pré-Frontal

PFCML - Coértex Pré-Frontal Médio-Lateral



SAL - Salina

SAS - Simpson-Angus Scale
SZ - Esquizofrenia

SZA - Esquizo-Afetivo

WISTAR - Variedade de Ratos Rattus norvegicus.


http://en.wikipedia.org/wiki/Rattus_norvegicus
http://en.wikipedia.org/wiki/Rattus_norvegicus

2. Resumo

Novos tratamentos para a esquizofrenia sdo desejados devido a baixa

resposta terapeutica dos farmacos atuais. Através de revisao sistematica da
literatura e estudos anteriores realizados pelo Programa de Deméncias e
Esquizofrenias da UFRGS, os adamantanos (memantina e amantadina), vém
mostrando-se como moléculas promissoras principalmente para pacientes
refratarios aos uso convencional de neurolépticos. Inicialmente sdo abordados
0s principais mecanismos neurobiolégicos e farmacoldgicos possivelmente
responsaveis pelo funcionamento da amantadina no cérebro dos pacientes
tratados. O primeiro destes estudos realizados teve como objetivo avaliar o uso
da amantadina em pacientes gravemente enfermos em episodio catatdnico, que
nao foram candidatos ao tratamento através de eletroconvulsoterapia por
restricdo familiar. A amantadina foi capaz de, em altas doses, reverter a maioria
destes quadros.

Em outra fase da tese, foi realizado tratamento de ratos Wistar com
amantadina, em um modelo animal de esquizofrenia. A amantadina foi capaz de
reverter parcialmente os sintomas esquizofreniformes causados pelo modelo de
cetamina, apesar do aumento de atividade dos complexos mitocondriais.

Tambem foi realizado um estudo piloto do uso de amantadina para
pacientes com esquizofrenia e predominio de sintomas negativos, como boa

resposta dos pacientes selecionados. Este estudo inicial deu origem a um



ensaio duplo cego randomizado controlado com placebo, que atualmemente
esta em curso, com previsao de término em 2012.

Como conclusdes temos que a amantadina mostra-se um farmaco de
propriedades unicas, que deve ser melhor investigada, tendo um papel
importante para um grupo de pacientes que sao refratarios as medicagbes mais
classicas, sendo uma esperancga futura para prevenir a degeneragao neuronal e

curso para deméncia nestes individuos refratarios.



2.1 Abstract

New treatments for schizophrenia are desired due to poor therapeutic

response to drugs in current use. A systematic review of the literature and
previous studies of our group at UFRGS discovered that the adamantanes
(amantadine and memantine), are promising molecules, mainly for patients
refractory to conventional use of neuroleptics. Initially in this thesis we explain the
neurobiological and pharmacological mechanisms that may be responsible for
the mechanism of actyon of amantadine in the brain. In the first of these studies,
the objective was to evaluate the use of amantadine in critically ill patients in

catatonic episode, which were not candidates for electroconvulsive treatment.

Amantadine was able to reverse most of these catatonic episodes. In
another phase of the thesis, we conducted a trial in Wistar rats treated with
amantadine, in an animal model of schizophrenia. The Amantadina was able to
partially reverse the symptoms caused by ketamine, despite an increase in
mitochondrial complexes, with the significance remains unclear. It was also
carried out a pilot study of the use of amantadine in patients with schizophrenia
and predominantly negative symptoms, and we achieved a good response of
selected patients. This initial study led to a double-blind randomized placebo

controlled trial which is under way with expected completion in 2012. Finally, our



findings have shown that amantadine is a drug of unique properties that should
be better investigated because it has an important role in a group of patients who
are refractory to more traditional medications. Amantadine could also be a future
hope to prevent neuronal degeneration and a course for dementia in these

refractory patients.
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3. Introducao

A psicose sempre suscitou curiosidade, temor e fascinio. Desde a época
em que os psicoticos eram confinados em embarcagdes errantes, conforme
retratado na famosa tela “Nau dos loucos”, de Hieronymus Bosch, este estado
patoldgico é associado aos medos mais profundos do homem, ao lado da morte.
Mas também ja foi cantada como elemento contingente da vida humana, em
épocas mais remotas. Ao ser transformada em objeto de estudos pela
psiquiatria, perdeu a dimensao de expressao da vida humana e foi caracterizada
como a mais grave doenga mental. Assim como a finitude da vida, as psicoses, e
mais especificamente a esquizofrenia € uma entidade que ainda foge do controle
das ciéncias médicas. O sofrimento de pacientes e familiares é indescritivel e
pouco recursos estao disponiveis. A psiquiatria parece estar apenas ensaiando

seus passos, quando comparada a outras especialidades médicas.

Diante deste quadro, uma nova possibilidade terapéutica mostra-se
importante pela possibilidade de trazer maior conforto e reabilitacido social aos

pacientes.
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4. Revisao da Literatura

4.1. Esquizofrenia

Apesar de ser uma entidade nosologica ha mais de um século, a
esquizofrenia permanece como a mais grave enfermidade mental, na qual o
tratamento muitas vezes se mostra apenas uma medida paliativa. Deste a
introducdo dos primeiros antipsicéticos, pouca mudanga houve em termos
efetivos para resolugdo desta patologia. A esquizofrenia € uma doenca mental
crénica, caracterizada por distorcbes do pensamento, delirios bizarros,
alteragdes na sensopercepgao, déficits cognitivos e respostas emocionais
inadequadas, que podem levar o paciente a variados graus de deterioragao
demencial e a uma significativa mudanga na qualidade de vida destes
individuos. Critérios diagnosticos claros baseados em caracteristicas

fenomenolégicas sdo apresentados no DSM IV (APA, 1994).

E uma doenca que atinge de 1% até 4% da populac&o, considerando todo
seu espectro de sintomas (CID-10), e caracteriza-se por ser grave e produzir,
inexoravelmente, comprometimento funcional cognitivo do individuo. Costuma
ocorrer no final da adolescéncia e inicio da vida adulta, afetando ambos os
sexos. A patologia tende a interferir no desempenho escolar e profissional destes
pacientes, que terao dificuldade de ingressar na universidade, e doravante, de

assumir posicbes de trabalho que exijam maior responsabilidade. Como
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resultado, o status social e econdmico destes pacientes é reduzido. O individuo,
na maioria das vezes, torna-se incapaz de gerenciar sua vida e constitui, entao,
um 6nus para sua rede social e o Estado (Ustiin, 1999). As estimativas de
gastos no Brasil ainda sao incipientes, porém o ultimo levantamento realizado
somente no estado de S&o Paulo mostra que os gastos anuais em despesas
hospitalares, farmacoldgicas e sociais sdo de aproximadamente 192 milhdes de

ddlares com a esquizofrenia (Leitdo et al, 1998)

Os sintomas da esquizofrenia envolvem uma série de disfungdes
cognitivas e emocionais que acometem a percepg¢ao, o raciocinio logico, a
linguagem, o controle comportamental, o afeto, a fluéncia do pensamento, a
prosédia do discurso, a capacidade hedbnica, os impulsos, a memoéria e a
atencdo. Nenhum sintoma isolado €& patognoménico de esquizofrenia; o
diagndstico envolve o reconhecimento de uma constelagao de sinais e sintomas
associados com prejuizo no funcionamento ocupacional ou social. Estes
sintomas podem ser divididos em critérios, onde os “critérios A” sdo subdivididos
em sintomas positivos A1 (delirios), A2 (alucinagdes), As (discurso
desorganizado) e As (comportamento amplamente desorganizado); e/ou
negativos As (embotamento afetivo, alogia e abulia) Os sintomas tém uma
duracdo minima de seis meses e incluem, no primeiro més, um ou mais
sintomas da fase ativa, ditos positivos, como: delirios, alucinag¢des, discurso
desorganizado, comportamento amplamente desorganizado ou catatdnico,

crises agressivas, agitagdo extrema e desagregacao do pensamento; os
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sintomas negativos também podem ocorrer, sendo estes: embotamento afetivo,

dificuldade de julgamento, depresséao e falta de motivacao (APA, 1994).

No momento, ndo é possivel prevenir a esquizofrenia. Dessa forma, o
foco comum é o tratamento e a reabilitacdo do paciente. A farmacoterapia tem
provado ser o ponto-chave na terapéutica. Embora n&o curativas, as drogas
antipsicoticas se estabeleceram como o tratamento primario para todos os
estagios da doenca. Possibilitam uma redugcdo no tempo de hospitalizagdo e a
possibilidade de manutencido dos pacientes por mais tempo em seus lares

(Marder et al, 1991).

Entre 25% e 35% de todos os pacientes se mantém refratarios ao
tratamento com antipsicéticos classicos e cerca de 80% de todos os pacientes
permanecem com sintomas negativos e cognitivos residuais (Davis, 1980;
Haring et al., 1990). Mesmo com a alta frequéncia de sintomas persistentes em
pacientes esquizofrénicos, poucos tratamentos alternativos tém surgido como

auxilio efetivo.

4.2 Da Dopamina ao Glutamato: Teorias Sobre os Estados Psicéticos
Ao longo das ultimas décadas houve um progresso no entendimento da

fisiopatologia dos estados psicéticos esquizofreniformes. A primeira teoria a

vigorar focava uma desregulacédo dos receptores de dopamina e surgiu atraves

de analises do mecanismo de acao dos antipsicoticos (Delay et al, 1952) e
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evidéncias que estes farmacos alteravam o metabolismo dos derivados de
DOPA em modelos animais. (Carlsson et al, 1957 e 1963) Em seguida, uma
série de experimentos comprovaram que administracdo de anfetaminas em
modelos animais induziam estados psicoticos comparaveis a alguns sintomas da
esquizofrenia. (Lieberman et al, 1970) Por volta do ano de 1976 a teoria
dopaminérgica foi consolidada com a observagédo de que a poténcia das drogas
antipsicoticas estava relacionada a sua capacidade de bloquear receptores de
dopamina, em especial o sub-tipo D2 (Seeman et al, 1975 e 1976). Devido a
insipiéncia tecnoldgica da época, nao foi possivel sugerir qualquer relagdo com
outros neuro-transmissores, tampouco com teorias do desenvolvimento e
funcionamento cerebral. Embora boa parte do quadro clinico e evolugado dos
pacientes permanecesse sem explicagbes contundentes, esta teoria
permaneceu em vigor direcionando os tratamentos e classificacdes
psicopatologicas da época. A teoria dopaminérgica teve grande importancia
heuristica neste periodo, possibilitando o avango cientifico necessario e possivel
até o aparecimento de novos dados que pudessem explicar de forma mais

ampla a neurobiologia da esquizofrenia.

Cerca de 30 anos depois, novas evidéncias relacionando diferentes niveis
de dopamina em regides cerebrais especificas, achados de postmortem em
cérebro de pacientes cronificados, imagens cerebrais obtidas através de exames
funcionais e novos modelos animais levaram a comunidade cientifica a revisar a

validade da hipétese dopaminérgica como teoria unissona para a esquizofrenia
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(Davidson et al 2003; McGuire et al, 2008; Moore et al 2003; Howes e Kapuir,
2009). A importancia dos receptores D2 também foi questionada com o
reconhecimento claro de que a clozapina apresentava respostas clinicas
superiores aos demais antipsicoticos disponiveis, apesar de bloquear
parcialmente e em pequena poténcia estes mesmos receptores. (Davis et al,
1991) Na pratica ambulatorial, a teoria dopaminérgica igualmente mostrava-se
fragil ao novo entendimento clinico da esquizofrenia: a categorizagdo de

sintomas negativos, positivos, cognitivos e de humor. (Kapur, 2003)

A partir da observacdo atenta de que bloqueadores glutamatérgicos,
como a Fenilciclidina (PCP) e a Ketamina (KET), eram capazes de induzir em
humanos estados psicoticos que continham toda gama psicopatogica da
esquizofrenia, abriu-se uma nova area de entendimento e hipoteses para a
neurobiologia desses estados psicéticos (Umbricht et al, 2000). Foi entédo
postulado que uma desregulagdo do sistema glutamatérgico, possivelmente
mediados pelos receptores NMDA, estaria implicada na génese da
esquizofrenia. (Carlsson et al, 1988; Davis et al, 1991; Javitt et al, 1987 e 1991).
Este modelo continua sendo intensamente estudado e ja existem evidencias de
varios outros receptores glutamatérgicos ionotropicos e metabotropicos
implicados na diatese da psicose, e atualmente € o mais utilizado modelo
conceitual da esquizofrenia, apesar da existéncia de outros. (Olney et al, 1995;

Coyle et al, 2004; Moghaddam et al, 2003; Heresco-Levy et al, 2005)
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Os estudos iniciais realizados com PCP na década de 1960 mostraram
déficits cognitivos que sao altamente reminiscentes de esquizofrenia. Estudos
realizados com Ketamina ao longo dos ultimos 15 anos tém confirmado e
estendido esses achados. (Krystal et al 1994 e 2004) Déficits foram observados
em todos os dominios neuropsicolégicos incluindo memoaria de trabalho, inibigao
da resposta de pré-pulso e processamento executivo. (Lahti et al 1995 e 2001)
A infusdo de ketamina também reproduz tanto a gravidade e o tipo de transtorno
do pensamento visto na esquizofrenia, e esta associada clinicamente com altos
niveis de pobreza de discurso, circunstancialidade, afrouxamento de ideias,
perda de objetivo, baixos niveis de expressdo emocional e parafasias (Malhotra
et al 1996 e 1997; Parvani, 2005). Dada a importadncia da disfuncéo
neurocognitiva para o diagnostico da esquizofrenia, esses resultados apoiam o
envolvimento etiolégico do receptor NMDA na fisiopatologia desta doenca.

(Umbricht et al, 2000)

Em oposicdo a ketamina, a administracdo de agonistas dopaminérgicos,
como a anfetamina ndo reproduz o padrao de déficit observado na
esquizofrenia. Por exemplo, em um estudo recente que comparou diretamente
efeitos da anfetamina e ketamina em voluntarios normais, tanto a ketamina e a
anfetamina induziam sintomatologia positiva e desorganizagdo conceitual. No
entanto, apenas as infusdes de ketamina produziram mudancas de percepcao,
de pensamento e sintomas cognitivos. Além disso, apenas ketamina induzia

disfuncbes de mémoria de trabalho e tempo de laténcia sensorial. Finalmente, a
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anfetamina nao induziu disturbios neurocognitivos, e de forma muito
interessante, foi capaz de diminuir as pertubagbées causadas pela administragdo
de ketamina previamente. Estes achados sugerem que o acréscimo, em vez de
bloqueio dopaminérgico coértico-frontal pode ser benéfico para os pacientes
cronicamente enfermos (Barch et al, 2005). Na esquizofrenia, o tratamento com
anfetaminas ou farmacos com mecanismos semelhantes as anfetaminas nao
parece prejudicar a cognicdo e pode de fato levar a melhoria cognitiva nesta
patologia (Barch et al 2005, Gama e De Lucena, 2010, Sodré et al, 2010).
Permaneceu, no entanto, uma lacuna na teoria: o que estaria causando o
bloqueio glutamatérgico nos pacientes com esquizofrenia? Seria este o Unico
mecanismo implicado nos sintomas esquizofreniformes? Onde se encaixariam
as evidéncias de alteracdes inflamatérias e disturbios de membrana celular
nestes pacientes? Como veremos a seguir, haveria necessidade de uma
explicagdo ainda mais abrangente para a fisiopatologia da esquizofrenia. No

entanto, o sistema NMDA precisa ser melhor caracterizado, a priori.

4.3 O Sistema Glutamatérgico NMDA, Hipétese Integradora e o Uso da

Amantadina

Os receptores NMDA sao compostos tetrdmeros de uma combinagao de
sub-unidades distintas denominadas NR1, NR2 e NR3. Multiplas partes
variantes da sub-unidade NR1 tém sido descritas, com varias sub-formas da

sub-unidade NR2 denominadas NR2-ABCD. Todos os receptores NMDA
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possuem funcionalmente uma ou mais sub-unidades NR1. Além disso, a maioria
dos receptores pode conter uma combinacdo de sub-unidades NR2, com NR2A
e sub-unidades NR2B, sendo esta configuragdo dominante no cérebro adulto:

NR1 + NR1 + NR2A + NR2B. (Kantrowitz and Javitt 2010)

Diferentes combinagdes de sub-unidades podem conferir propriedades
diferentes para cada um dos receptores, e este dado é de extrema importancia.
Tem sido sugerido que dependendo das sub-unidades NR2A-D e NR3, que
estdo contidas nos receptores, estes podem ter papéis diferenciais na
psicopatologia e resposta farmacolégica. Esta configuragcdo matematica fatorial
dificulta a analise dos receptores NMDA. Por causa da falta de medicamentos
que sejam sub-unidade especificos, é dificil para os pesquisadores determinar o
envolvimento das diferentes sub-unidades na fisiopatologia da esquizofrenia e é
possivel que intervengdes em subtipos seletivos de receptores resultardo em
respostas clinicas mais favoraveis do que a modulagdo generalizada dos
mesmos. Esta composicdo variavel justifica também diferentes sintomas
clinicos ligados a diferentes concentragdes de glutamato no cérebro de

pacientes com esquizofrenia. (Swerdlow 2011)

Estados hiperglutamatérgicos atuando nestes receptores NMDA seguem
sendo estudados e implicados na fisiopatologia da esquizofrenia, principalmente
no que se refere a morte neuronal por apoptose, a atrofia cortico-estriatal e a

progressao inexoravel para algum grau de deméncia nos pacientes com
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predominio de sintomas negativos e cognitivos, apesar do uso terapéutico de
neurolépticos modernos. Postula-se que estas medicacdes ndo sao capazes de
abortar totalmente a progressdo da doenga em alguns pacientes. (Bressan &
Pilowsky, 2003; De Lucena, 2009) O excesso de glutamato causaria excitagéo
nos receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA), permitindo um fluxo excessivo de
calcio, principalmente, mas também de outros ions para dentro do neurdnio por
longos periodos (Figura 6). Este influxo ibnico excessivo aumenta o estresse
oxidativo intracelular, ocorrendo a ativagdo de cascatas enzimaticas de
mensageiros apoptéticos (BAD-14, B-cl2, Bim, Bax e Bak) que podem causar
peroxidacgao lipidica nos neurdnios, com a ocorréncia de morte neuronal.

Ainda ha a possibilidade de niveis adequados de glutamato nos cérebro
de pacientes com esquizofrenia, associados a receptores NMDA disfuncionais
que reagem de maneira inadequada a fases tbnicas de glutamato e glicina,
ocasionando a mesma cascata de eventos descritas acima. De qualquer forma,
o resultado parece ser o mesmo: morte neuronal e progressdo para estados
demenciais.

Este fato € comprovado de maneira indireta através da reproducao e
comprovagao que os pacientes com esquizofrenia apresentam maior
peroxidacao lipidica do que individuos sem esquizofrenia, e o nivel de oxidacao
celular é diretamente proporcional a gravidade da psicose, conforme
evidenciado em estudos prévios do nosso grupo (Gama et al, 2006; 2008a;

2008b; Kunz et al, 2008).
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Figura 1.

Modelo esquematico do Receptor NMDA com suas sub-unidades em corte bi-dimencional, e a cascata de

eventos que levam a morte neuronal por apoptose. (Blanpied 2005)

No entanto, o glutamato em seus niveis elevados parecem nao estar
implicados em outros sintomas esquizofreniformes e isto vem sendo
demonstrado através da complexa inter-relagdo entre diferentes niveis
glutamatérgicos, regides cerebrais especificas e evolugado da psicose. (McNally
et al 2011.) Outras evidéncias mostram, de forma sequencial, que o tratamento
crénico com inibidores NMDA (KET, PCP e MK-801) em ratos e cobaias levam a
danos cognitivos, anatdmicos e fisiopatolégicos semelhantes aos encontrados

em pacientes esquizofrénicos, e ao longo dos anos de doenga o perfil
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bioquimico de neurotransmissores e de conectividade neuronal € variavel.
(Karlsgodt et al, 2008.) Mais recentemente tem se sugerido uma hipotese
integradora entre os sistemas dopaminérgico, glutamatérgico, gabaérgico,
serotoninérgico e inflamatoério, de modo que o modelo baseado numa disfungao
glutamatérgica se mostra insuficiente para explicar o conjunto de sintomas
esquizofreniformes. E importante destacar que estas hipdteses bioquimicas
implicam em um modelo fisiopatolégico anatémico (Figura 2A, B e C e Anexo).
(Pickard 2011)

Figura 2A

L]

Input Sensorial

A hipotese integradora postula que existe um equilibrio entre as vias dopaminérgicas inibitérias e
as vias glutamatérgicas ativadoras do sistema GABA de Parvaalbumina. Este modelo de circuito neural
interligado da via cortico-estriato-talamico-cortical, integra a hipotése glutamatégica, com a hipdtese
anatémica da desregulagdo do filtro taldmico. Temos que uma hipofungdo da via glutamatérgica cortico-
estriatal, ira indiretamente abrir o filtro taldmico, levando a uma entrada descontrolada de informagdes
sensoriais para o cortex, e desta maneira, ao aparecimento da experiéncia psicotica. Adaptado de Pickard
2011
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Circuito Neuronal esquemaético expandido (B) mostrando a complexa regulagdo entre o0s
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Como relatado anteriormente, em um ensaio clinico conduzido pelo nosso
grupo (Lucena et al, 2009), foi demonstrado que o uso de memantina, um
farmaco quimicamente analogo a amantadina, em doses terapéuticas, € uma
opg¢ao promissora como adjuvante para pacientes com sintomas positivos e
negativos refratarios. Deste modo, baseado em resultados de alguns relatos de
casos (Gama et al.,, 2009), na sua complexa regulagéo intracelular e
monoaminérgica, (Allers et al., 2005; Tomitaka et al., 1995) também por sua
acao antagonista parcial dos receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA);
hipotetizamos que a amantadina pode ser util no tratamento da esquizofrenia,
principalmente dos sintomas negativos, como terapia adjuvante aos

antipsicoticos.

4.4 Amantadina

A amantadina € uma amina triciclica sintética hidrossoluvel descoberta
por Wingfield em 1956 utilizada originalmente como antiviral na profilaxia e no
tratamento de infecgdes pelo virus Influenza A. Posteriormente, descobriu-se
sua acao antiparkinsoniana, por meio de mecanismos que serdo discutidos em
seguida. E usada em monoterapia, ou em combinagdo a levodopa ou agonistas
de receptores dopaminérgicos na doenca de Parkinson precoce e avangada e
em casos de sintomas extrapiramidais induzidos por substancias. (Parkes et al,

1970).

Amantadina € um farmaco atualmente aprovado na psiquiatria somente

para tratamento da doenca de Parkinson. Porém ha relatos de uso de sua classe
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medicamentosa, exemplificada pela memantina em casos de catatonia grave
(Thomas et al., 2005), bem como catatonia ndo responsiva ao uso de
Eletroconvulsoterapia e na sindrome neuroléptica maligna (Parker et al., 2007;
Kornhuber et al.,, 2006). Recentemente a amantadina se mostrou eficaz no
tratamento de obesidade induzida por olanzapina (Deberdta et al., 2005). Além
destas indicagdes, segue até os dias de hoje com uso estabelecido para
profilaxia de infec¢des pelo virus da Influenza A e seus diversos subtipos em

nosso meio. (Galvao et al., 2009)

Constitui um derivado aromatico da memantina (Duque et al., 2009;
Lameh et al.,, 2007), uma droga aprovada pelo FDA para tratamento de
deméncias de grau moderado a grave (Areosa et al., 2005; Lipton et al., 2007).
Recentemente nosso grupo conseguiu bons resultados num ensaio duplo cego
randomizado com placebo para avaliar uso da memantina em pacientes
refratarios em uso de clozapina e sintomas negativos residuais, com
consequente melhora destes sintomas e da dimensdo psicossocial dos
pacientes, (Altman et al., 2001, Lucena et al., 2009), confirmando estudos

anteriores nesta linha de pesquisa (Krivoy et al., 2008).

Novas evidéncias sobre a amantadina corroboram que a mesma possui
atividade homeostatica em neurdnios com hipdxia aguda e cronica (Rogoz et al.,
2004; Huber et al., 1999), contribui para aumento de neurotrofinas cerebrais
principalmente o Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) e Glial Derived

Neurotrophic Factor (GDNF) (Morvanova et al., 2001) e estabiliza a membrana
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neuronal diminuindo o estresse oxidativo que ocorre ativamente em pacientes
esquizofrénicos durante a progressdo da patologia através da ativagao das
células da Glia (Gama et al., 2006; 2008a; 2008b; Kim et al 2012);

consequentemente diminuindo a morte neuronal por apoptose.

Apds a publicacao destes artigos e baseado nestas hipéteses anteriores,
um grupo de pesquisadores coreanos liderados por Kim iniciou uma série de
experimentos para avaliar o efeito da amantadina e memantina na viabilidade,
sobrevivéncia e nivel inflamatério de neurbnios de ratos expostos a
lipopolissacarideo (LPS), uma poderosa endotoxina bacteriana implicada na
fisiopatologia da sepsis em humanos e animais (Kim et al, 2012 in press). As
cobaias receberam inje¢des diarias da endotoxina durante quatro semanas e
foram divididas em grupo controle (LPS + Salina), grupo da amantadina (LPS +
Amantadina) e grupo da memantina (LPS + Memantina). Os resultados mostram
que amantadina e seu derivado, memantina, foram capazes de reverter a
cascata inflamatéria induzida pela endotoxina e prevenir a morte neuronal,
aumentando a sobrevida das células de forma significante (Figuras 3, 4, 5, 6).
Apesar de ser um ensaio de modelo animal e bioquimico simplério quando
comparado a fisiopatologia de doengas neuro-psiquiatricas, o estudo de Kim et
al abre caminho para a descoberta de um possivel mecanismo de agao
adjuvante da amantadina e seus derivados. Este mecanismo também pode
elucidar a complexa ac¢do farmacolégica do farmaco em pacientes com

Esquizofrenia, no momento que surgem cada vez mais evidencias de um
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importante papel do sistema imune e inflamatério para diatese e evolugao desta

patologia. (Benjamin, 2011)

Figura 3.
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Produgéao de radicais livres de oxido nitrico por neurénios estimulados por LPS. Neste grafico observamos
que os derivados adamantanos foram capazes de diminuir a liberagdo deste agente neuro-toxico. (Figuras
a seguir gentilmente cedidas por Kim et al, ainda em publicagdo)
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A. Produgéo de Fatores inflamatérios (descritos na figura) por neurbnios estimulados com LPS,
comparados a neurénios estimulados por LPS e tratados com amantadina e memantina.

B. Destaque para a produgdo de Fator de Necrose Tumoral Alfa, reconhecido como agente pro-apoptético,
e controle da sua produgdo com uso dos derivados adamantanos.
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Figura 5.

Memantine
+ LPS

Amantadine
+ LPS

Morte Neuronal ap6s administragdo crénica de LPS (Endotoxina Bacteriana). As imagens mostram a cultura
de microglias higidas (superior esquerdo), cultura de microglias apés estresse oxidativo decorrente da agdo
inflamatéria de LPS (inferior esquerdo) e a sobrevivéncia celular, comparavel a culturas higidas quando

administrados juntamente LPS e Adamantanos (superior direito e inferior direito).

Figura 6.
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Ativagao Inflamatéria Neuronal em cérebros de ratos com exposi¢gdo a LPS ( nota: quanto maior a ativagao
inflamatéria, maior a captagcdo de corante pelas células). A figura mostra o grau de ativacdo neuronal e
gliose in vivo apds administragdo crénica de LPS. Os grupos tratados com amantadina foram capazes de
reverter o processo de gliose e inflamagéo histolégica como pode ser observado na ldmina inferior direita

(regido dos nucleos da base). Kim et al em publicagéo.
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O mecanismo de agdo da amantadina ainda é objeto de estudo continuo
desde a década de setenta. A molécula em concentracdes terapéuticas parece
causar a liberagcdo macica de catecolaminas provenientes dos depositos
intraneuronais em um mecanismo de tipo anfetaminico. Também tem sido
demonstrado que tém atividade em receptores glutamatérgicos ionotropicos
NMDA e metabotrépicos, que podem contribuir para seu efeito anti-
parkinsoniano, além de bloqueio serotoninérgico. (Stoof et al. 1992) Vale
ressaltar que amantadina tem seletividade preferencial pelos neurdnios cortico-

centrais de catecolaminas (Grelak et al 1970; Stromberg et al 1970).

Muitos bloqueadores orgéanicos dos canais de NMDA, como a Ketamina
(KET) e a Fenilciclidina (PCP) afetam o canal, especificamente o perfil de
abertura destes receptores (Johnson e Qian, 2002; Sobolevsky, 2003). No
entanto, estudos recentes mostram que esta ocupacdo do canal de receptores
NMDA por bloqueadores tem sido principalmente para estabilizar o estado de
canal aberto. Amantadina parece ser o primeiro bloqueador do canal de
receptor NMDA que tem uma forte tendéncia cinética a estabilizar os estados de
canal fechado. Desta forma, amantadina funciona de forma muito semelhante
ao efeito fisiolégico do Mg++, justificando a sua boa aceitagao clinica e perfil
terapéutico distinto de outros bloqueadores NMDA, que tendem a piorar ou
induzir quadros psicéticos esquizofreniformes. (Kampa et al, 2004, Vargas-

Caballero e Robinson, 2004)
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Assim, as acdes de bloqueio da amantadina e do Mg++ podem
apresentar duas semelhangas notaveis: uma cinética incomum de desbloqueio
rapido e a capacidade de acelerar o fechamento do canal, bloqueando-o em
estados patologicos. Pelo exposto, amantadina e sua derivada, memantina, sao
bloqueadores dos canais NMDA que exibem utilidade clinica elevada. Seus
espectros de utilidade, no entanto, diferem substancialmente. (Danysz et al,
1997) Por exemplo, amantadina parece ser mais eficaz em estados
parkinsonianos, cataténicos e inflamatérios agudos, enquanto a memantina é
uma molécula menos ativadora, menos potente e de agado mais retardada, sendo
atualmente a unica medicagao aprovada pelo FDA no tratamento da doenga de
Alzheimer moderada a grave (Lipton et al.,, 2007). Do mesmo modo, cada
farmaco apresenta distintas propriedades antagonistas NMDA que influenciam a
sua afinidade, cinética, capacidade de permanecer no interior do canal de

NMDA e estratégia de uso.

As propriedades da amantadina aqui descritas permitem que a cinética
deste farmaco sejam menos dependente da voltagem neuronal inicial,
autorizando que ele funcione como um ion de Mg++ aprimorado, desbloqueando
o receptor de NMDA durante a despolarizacdo breve de um potencial de agao
fisiolégico, uma caracteristica que pode justificar o uso deste farmaco em
estados de injuria cerebral aguda e crénica (traumatismo cranio-encefalico e
acidente vascular cerebral), em que existe ativacao inflamatoria exarcebada e
completa desordem do sistema glutamatérgico, com efeitos toxicos de

prognodstico sombrio. (Blandpied et al, 2005)
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Nossa observacdo em estudos anteriores € de que a neurodegeneragao &
um fato importante e pouco tratado nos pacientes com esquizofrenia,
principalmente naqueles com doenga refrataria. Isto porque a sintomatologia
sub-clinica envolve um ténus glutamatérgico anémalo e variavel ao longo do
cérebro, que seria apenas parcialmente controlado pelas medicagdes

antipsicoticas correntes. ( De Lucena, 2009) (Figura 7)
Figura 7.
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Fenda sinaptica de um neurbnio glutamatérgico evidenciando os receptores NMDA, AMPA,
Kainato e os Metabotrépicos. Na figura temos os possiveis sitios de agdo da amantadina no
sistema de glutamato (NMDA, mGLUT3 e mGLUT5) e sua interrelagdo com outros
neurotransmissores. Ha forte evidencia que o sistema glutamatérgico esta alterado nos estados
esquizofreniformes, sendo responsavel por varios sintomas desta doenga O glutamato, sendo o
principal neurotransmissor excitatorio cerebral, apresenta importante papel na formagdo de novas
memorias, na cognicdo e no aprendizado (Danysz et al., 1997, Kornhuber et al.,1994). Esta
também implicado em algumas doengas neurodegenerativas e traumaticas como Deméncia de
Alzheimer, Deméncia Parkinsoniana, Acidentes Vasculares Cerebrais, Traumas Cranio-
encefalicos, Morte Encefalica, Esclerose Multipla além da prépria Esquizofrenia. (Muehlmann et
al., 2008; Nishikawa et al., 2008, Gregor et al., 2005) Adaptado de Javitt DC et al.
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Corroborando hipéteses citadas anteriormente, existem maiores
evidéncias que a amantadina € igualmente capaz de aumentar o tbnus
monoaminérgico através do acréscimo de dopamina (Peeters et al., 2002),
noradrenalina e serotonina (Page et al., 2000; Fisher et al., 2000; Herblin et al.,
1972) em areas cerebrais chaves (trato cértico-hipocampal, trato 6rbito-frontal e
cortex pré-frontal) para os pacientes esquizofrénicos. Além de modular
diretamente a transmissao do peptideo glutamato através de seu agonismo
parcial dos receptores de NMDA, e servir como um agente anti-inflamatério,
corrigindo a producédo de interleucinas e prostaglandinas, (Kalia et al., 2008;

Wieronska et al., 2009).

Por todos estes dados, a amantadina pode ser um potencial

neuromodulador e antiinflamatoério para esquizofrenia e patologias semelhantes.
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4.5 Inflamagao e Sistema Glutamatérgico: A Origem dos Sintomas?

Este topico pretende de uma forma generalista, destacar os principais
achados psiconeuroimunolégicos, preenchendo a lacuna sobre a possivel
etiologia da esquizofrenia, sua fisiopatologia e resultados recentes de estudos
farmacoldgicos e genéticos. Conforme descrito anteriormente a esquizofrenia &
um disturbio da neurotransmissao dopaminérgica, mas a modulacao do sistema
dopaminérgico pela neurotransmissao glutamatérgica parece desempenhar um
papel fundamental do surgimento dos sintomas psicéticos. Esta visdo € apoiada
por descobertas dos genes neuroregulina e disbindina, que tém um impacto
funcional no sistema glutamatérgico. Hipofungao glutamatérgica, no entanto, é
mediada pelo antagonismo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA). O
antagonista do receptor NMDA por substancias enddgenas € possivelmente a
origem da disfuncdo glutamatérgica, sendo identificado até o presente momento
o acido cinurénico (KYNA) como principal molécula antagonista enddgena.
Apesar do antagonismo do receptor NMDA, KYNA também bloqueia, em doses
mais baixas, o receptor nicotinérgico, ou seja, aumento dos niveis KYNA pode
explicar sintomas psicéticos e deterioracdo cognitiva. Pesquisas recentes
apontam os niveis de KYNA como mais elevados no liquido cefalorraquidiano
(LCR) e no sistema nervoso central de pacientes esquizofrénicos, em
comparagao aos controles. Outra linha de evidéncia sugere que uma infecgao
(pré-natal) esta envolvida na patogénese da esquizofrenia através da modulacao

incorreta e fora de controle do ciclo do acido cinurénico. Devido a um processo
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de sensibilizagdo precoce do sistema imunolégico ou a uma infeccédo crénica,
ocorreria um desequilibrio imunolégico entre o tipo-1 e o tipo-2 de respostas
imunes. O tipo-1 de resposta € parcialmente inibida, enquanto a resposta do
tipo-2 é mais ativada. Alteragcdes genéticas do complexo de histocompatibilidade
principal dos pacientes com esquizofrenia dao maior suporte a este achado.
(Muller et al, 2006)

Esta desregulacdo imune esta associada com a inibicdo da enzima
dioxigenase indoleamina (IDO), porque a enzima IDO - localizada em astrécitos
e células da microglia - € inibida por citocinas do tipo-2. IDO catalisa o primeiro
passo no metabolismo de triptofano, a degradacgao do triptofano para cinurenina,
assim como outra enzima, a triptofano 2,3-dioxigenase (TDO). Devido a inibigao
da IDO, a cinurenina é predominantemente metabolizada pela TDO, que esta
localizado em astrécitos, e ndo em células da microglia. Na esquizofrenia, os
astrocitos em particular sdo ativados em excesso, como o0 aumento dos niveis
de S100B parecem assinalar com boa evidéncia. Além disso, os astrécitos nao
tém o equipamento enzimatico para o metabolismo normal da rota de triptofano.
Devido a falta de hidroxilase (KYN-OHase) em astrécitos, KYNA acumula-se no
SNC, enquanto a via metabdlica das células da microglia esta bloqueado. Assim,
um aumento de atividade da TDO tem sido observada em regides chaves do
SNC de esquizofrénicos. Estes mecanismos resultam em um acumulo de KYNA
em regides criticas do SNC. Assim, a desregulagdo imune leva ao surgimento de
alteracbes da modulacédo glutamatérgica-dopaminérgica que podem resultar no

quadro clinico de esquizofrenia. Dessa forma, inibidores deste processo

34



inflamatorio, e moléculas reguladoras das células da glia podem melhoras os
sintomas psicéticos (Muller et al 2011). A amantadina tem capacidade de
influenciar nestes sistemas. (Ver figura 8 e Anexo 1).

Figura 8.
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A figura mostra como a inibigdo da IDO desloca a cadeia de metabolismo do triptofano para os astrocitos
que sado incapazes de produzir corretamente o acido Quinolinico que tem propriedades moduladoras
adequadas sobre o receptor NMDA (QUINA). Desta forma, a TDO passa a liderar o metabolismo,
acumulando acido cinurénico que inibira os receptores NMDA (De Lucena 2012).
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5. Objetivos

Objetivo Primario
Verificar a viabilidade clinica e farmacolégica do uso de amantadina em

pacientes com esquizofrenia, bem como em modelo animal desta patologia.

Objetivos Secundarios
Verificar se pacientes com diagndstico de esquizofrenia e catatonia,
apresentam modificagdo dos sintomas quando a amantadina é usada
como monoterapia em altas doses.
Verificar se ratos em modelo animal esquizofrenia, apresentam
modificagdo dos sintomas positivos e negativos quando a amantadina é
usada como monoterapia.
Verificar se ratos em modelo animal de esquizofrenia, apresentam
modificagdo dos complexos mitocondriais oxidativos.
Verificar e propor o possivel mecanismo de agdo da amantadina em uso

no modelo animal de esquizofrenia.

5.1  Aspectos Eticos

Todos os pacientes e controles assinaram termo de consentimento

informado previamente ao inicio dos estudos.
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Foi assegurada a auséncia de vinculagdo da concordancia em participar
do estudo com a continuidade do atendimento Ambulatério de esquizofrenia

(PRODESQ), no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Ambos os estudos com animais foram aprovados pelos Comités de Etica

em Pesquisa das instituicées envolvidas — o Hospital de Clinicas de Porto Alegre
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Catatonia is a common syndrome that was first described by Karl
Kahlbaum in 1874 (1) and whose classification, diagnosis, and pathophysiology
are still matters of debate in the scientific literature today, posing a challenge to
clinicians. There are symptomatic similarities between catatonia and Parkinson's
disease with regard to akinesia rigidity, and odd behavior. (1). The most well-
established treatment options for catatonia consist of lorazepam and
electroconvulsive therapy (ECT) (1,2). Guidelines list these biological treatments
as effective in acute and chronic catatonia, but a large number of patients do not
respond to them (2). Among patients with co-morbid affective disorders, catatonic
signs typically respond dramatically to benzodiazepine therapy. Nevertheless,
patients with schizophrenia (SZ) usually have a poor response compared to
patients with affective disorders, suggesting different underlying processes
causing catatonia in each disorder (3). A recent open-trial for catatonia treatment
in patients with psychosis reports that ECT, benzodiazepines, and clozapine had
beneficial effects on catatonic features, whereas typical antipsychotics resulted in
clinical worsening (4). Contra-indications, family denial and transient response
are limitations to the use of lorazepan and ECT (5). Amantadine was introduced
for the pharmacological management of neuroleptic malignant syndrome (NMS)
because of its beneficial effects in Parkinson's disease which were attributed to
dopaminomimetic properties. While the dopaminomimetic effects of amantadine

are weak under experimental conditions, it has been reported that amantadine is
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an antagonist at the N-methyl-D-aspartate (NMDA) type of the glutamate
receptor.(6). It has been increasingly suggested that glutamate dysregulation
may be involved in the neuropathology of SZ in general, and in catatonia in
particular, mainly through NMDA receptor dysfunction (7,8,9). Successful
therapeutic response to the NMDA receptor antagonist amantadine has been
reported in SZ and catatonia (10,11,12,13). We evaluated the use of amantadine
therapy for four weeks in five cases of acute catatonia in SZ or schizoaffective
disorder (SZA).

Clinical response was assessed at baseline (W0), and seven (W1),
fourteen (W2), twenty-eight (W4) days, after amantadine initiation, with the 23 -
item Bush-Francis Catatonia Rating Scale (BFCRS) (4) and the Simpson-Angus
Scale (SAS) for extra-pyramidal side effects (14). The patients included in the
study fulfilled a strict definition of catatonia (presence of four or more signs/
symptoms, with at least one with a score > 2 in the BFCRS, and no autonomic
dysfunction or hyperthermia. The patients’ caregivers were informed about the
study protocol and ECT was offered as the first option. When the caregivers
refused to proceed with ECT, the amantadine protocol was offered. The patients
and caregivers provided their signed consent for the experimental use of
amantadine with doses increased up to 600mg/day over a period of four weeks.
All the patients were medication-free for at least 72h. Antipsychotic medication
was reintroduced on the third week of amantadine treatment. Catatonic patients
with recent use of depot medication, recent history of depressive symptoms or

history of mania/hypomania were excluded.

56



In all five patients, who were in full episode of catatonic symptoms,
amantadine led to considerable reductions in scores in SAS, and BFCRS. The
best response was observed between the 10" and the 21" days. Clinical
outcome was also improved. Four patients had an excellent response with
remission of all catatonic symptoms. One patient had a very good response, but
in the 20t he became more psychotic and aggressive, and Risperidone 4mg was
added with a good response. Patients characteristics’ are summarized in table 1.

In the next section detailed descriptions for each case are given.

PATIENT 1

A 42 year old woman showed posturing, mutism, akinesia, staring, rigidity,
ecolalia, ecopraxia and autism on admission. Twenty days before, her husband
said that she was complaining about “a real movie” that her relatives were doing
with hidden cameras in her house, like Big Brother Show. She was very
suspicious and stopped to do her housewife duties. This patient needed a
nasogastric feeding and IV fluids. On the 5t day of amantadine treatment, she
became more alert and started to eat, but still autistic and mute. In the 14t day,
we observed reverse of all her catatonic symptoms including mutism, which did
not, reappeared later. She was psychotic until the end of the study. She had a
good response with clorphromazine 400mg and was discharged with amantadine

400mg add-on.
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PATIENT 2

A 21 years old man was admitted. At admission, he claimed to be related with a
famous actress in Brazil, demanded to release all internal patients and had a
bizarre behavior (eating garbage), slow, posturing, and occasionally mute. He
had received bilateral ECT with good response on one prior admission, but his
mother was denying ECT this time because it was “burning his brain and
worsening the disease”. While waiting for familiar consent for ECT, the patient
became mute, posturing, and displayed waxy flexibility on day 2 of his admission.
He initiated the amantadine protocol and in the 10t he was almost recovered
from those symptoms. In the 20" the patient became much more aggressive,
restless and active, with excess of sexual arouse and megalomaniac thought. In
the 21" catatonic symptoms were fully recovered. He was discharged with

haloperidol 10mg, lithium 1200mg and amantadine 200mg a day.

PATIENT 3

A 45 year old woman was admitted showing akinesia, mutism, rigidity, staring,
catalepsy, posturing, negativism, and autism. The family did not authorize ECT.
This patient needed nasogastric feedind. Amantadine was started 72h after
hospitalization. At the end of protocol, patient had a good and notable
improvements: she talked currently, cried during the family visiting, eat meals by
herself and had no posturing, wax flexibility, akinesia or staring. Patient stayed
with mild negative and cognitive symptoms. She was discharged with olanzapine

10mg and amantadine 400mg a day.
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PATIENT 4

A 20 year old man was brought to the hospital by some friends, who found him
confused, paranoic, sometimes bizarre/disoriented, and screaming for his
mother. He had echolalia and echopraxia. In the next day patients was staring, in
mutism, and waxy flexibility. Family did not authorize ECT. Amantadine protocol
was initiated and the patient had an excellent response with full recover on 8t
day. He was able to talk about his experience and said: “| was afraid to talk or
move my muscles because someone was controlling me”. He was discharged

with zuclopentixol 20mg/day.

PATIENT 5

A 36 years old woman was admitted. Her behavior was completely bizarre as she
was eating her on fezzes. She became with akinesia, mutism, rigidity, staring
along several hours. Amantadine protocol was initiated and the patient had an
excellent response with full recover in the 20t day. Her behavior was more
acceptable, but she had auditory hallucinations. Risperidone 6mg/day has
started and patient was discharged after 45 days of hospitalization with
risperidone 6mg and amantadine 400mg a day with no catatonic or positive

symptoms.
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Patie | Age |lliness| Sex |DSM-IV| Medications at third Nasogastric

nt (years)|duratio diagnos| week of amantadine feeding at SAS BFCRS
n is treatment baseline
(years) (mg/day)
WO |W1[W2|W4|W0|W1|W2|W4
1 42 1 Female| Sz Chlorpromazine (400) Yes 2010813 ]|5(32|20]|10]| 4
2 21 7 Male SZA |Haloperidol (10), lithium No 12151 11]|31]25|5 1|5
(1200)
3 45 1 Female| Sz Yes 241151 9 | 7 |44|25]115]|10
Olanzapine (10)
4 20 2 Male Sz No 810|000 |47]|10| 4|1
Zuclopentixol (20)
5 36 12 |Female| Sz No 12112 410|389 |11]| 4
Risperidone (6)

Table 1 — Patients with acute catatonia and DSM-IV schizophrenia (SZ) or schizoaffective disorder

(SZA) treated with amantadine

SAS: Simpson-Angus Scale for extra-pyramidal side effects; BFCRS: 23-item Bush-Francis Catatonia Rating Scale
WO: baseline; W1: week 1; W2: week 2; W3: week 3; W4: week 4

Discussion

We report the therapeutic efficacy of amantadine in five patients with SZ
and SZA disorder and acute catatonia. Some lines of evidence suggest that
amantadine is efficient to treat the negative and cognitive symptoms of SZ (9,11).
Amantadine increases the monoaminergic tonus through increased release of
dopamine, noradrenaline, and serotonine in the amygdala and hippocampus
(15). Amantadine and its analogue, memantine, act by modulating the glutamate

tonus through partial agonism of NMDA receptors and have an important role on
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cognition, learning, and recent memory recall. Memantine and amantadine
stabilize the neuronal membrane by reducing oxidative stress in patients with SZ
(16), and increase the cerebral availability of Brain-Derived Neurotrophic Factor
(BDNF) reducing neuronal death by apoptosis (15,17).

Catatonia is known to be a heterogeneous syndrome, more frequently
observed in association with affective disorders, particularly major depression.
When associated with affective disorders, catatonia responds better to available
treatments, mainly ECT (6). However, catatonic patients with SZ do not promptly
respond to lorazepam or ECT as reported (18). Most of these patients also have
high scores in negative symptoms scales and cognitive impairment that persist
after catatonia remission (19).

Our results are in line with the hypothesis that glutamatergic and
dopaminergic homeostasis in brain areas including prefrontal, thalamic, lymbic
and cerebrocerebellar regions mediated by partial activation of NMDA receptors
would be responsible for the improvement of negative and catatonic symptoms;
and are also consistent with previous findings from our group and others that
amantadine and memantine have therapeutic effects in SZ (7,8,9, 10,11,12,13).

Symptomatic similarities between catatonia and Parkinson's disease with
regard to akinesia, rigidity, and odd behavior suggest that glutamatergic
hyperfunction occurs in the projections from the nucleus subthalamicus to the
globus pallidus internus, and from the thalamus to cortical pathways (12)
Moreover, Parkinson’s disease and catatonia also share striatal and fronto-

cortical dopaminergic hypofunction (4,12).
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In respect to the molecular mechanism of action, amantadine and
memantine seem to act by counteracting dysfunctional neurotransmission
associated with catatonia, although we are still unable to name the precise
pathways where this occurs. Literature suggests that therapeutically relevant
concentrations of amantadine may be more active in the striatum, whereas
memantine is likely to be more active in non-striatal structures. This would
explain the better clinical profile of amantadine as compared to memantine in
Parkinson's disease and catatonic SZ (19,20).

Amantadine appears to be a unique, non-selective drug that acts in
different brain areas and pathways, consisting of a promising pharmacological
option for the treatment of catatonic SZ. However, double-blind controlled trials

are warranted to confirm these observations.
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Catatonia € uma sindrome correntemente diagnosticada que foi primeiramente
descrita por Karl Kahlbaum em 1874 (1) e cuja classificagdo, diagndstico e
fisiopatologia ainda sdo assuntos de debate na literatura cientifica de hoje, o que
representa um desafio para os clinicos. Ha semelhancas entre a catatonia e o
quadro sintomatico da doenca de Parkinson em relagdo a rigidez acinesia e
comportamento estranho. (1). A maioria das opgdes de tratamento bem
estabelecido para catatonia consistem em lorazepam e eletroconvulsoterapia
(ECT) (1,2). Diretrizes recomendam o uso destes tratamentos biolégicos como
eficazes em catatonia aguda e crénica, mas um grande numero de pacientes
nao respondem a eles (2). Entre os pacientes com diagnésticos de transtornos
afetivos, os sinais catatbnicos normalmente respondem dramaticamente a
terapia com benzodiazepinicos. No entanto, pacientes com esquizofrenia (SZ),
normalmente tém uma resposta fraca em comparagcdo aos pacientes com
transtornos afetivos, sugerindo diferentes processos subjacentes que causam
catatonia em cada desordem (3). Um recente estudo aberto para o tratamento
de catatonia em pacientes com psicose crbénica relatou que a ECT,
benzodiazepinicos e clozapina tiveram efeitos benéficos sobre as caracteristicas
catatonicas, enquanto que os antipsicoticos tipicos resultaram em piora clinica
(4). Contra-indicacbes para este tipo de tratamento sdo a negagao da familia e
resposta passageira, o que constitue limitagdes para o uso de lorazepan e ECT
(5). Amantadina foi introduzida para o tratamento farmacoldégico da sindrome
neuroléptica maligna (SNM) por causa de seus efeitos benéficos na doenca de

Parkinson, que foram atribuidos as propriedades dopaminérgicas. Embora os
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efeitos da amantadina em receptores dopaminérgicos sejam fracos em
condi¢gdes experimentais, tem sido relatado que a amantadina € um antagonista
do receptor N-metil-D-aspartato tipo (NMDA) de glutamato. (6). Novas
evidéncias mostram cada vez mais que a desregulacédo do tonus deglutamato
esta envolvido na neurofisiopatologia da SZ em geral, e na catatonia, em
particular, principalmente através de disfungdo no receptor NMDA (7,8,9).
Resposta terapéutica bem sucedida para uso da amantadina tem sido relatada
em SZ e catatonia em diversos estudos correntes (10,11,12,13). Devido todos
estes dados prévios, nos avaliamos o uso da terapia com amantadina por quatro
semanas em cinco casos de catatonia aguda em SZ ou transtorno
esquizoafetivo (SZA).

A resposta clinica foi avaliada no inicio do estudo (WO0), e sete (W1), quatorze
(W2), 28 (W4) dias, apds a o inicio da amantadina, com a 23 - item Bush-Francis
Catatonia Rating Scale (BFCRS) (4) e a Escala de Simpson-Angus (SAS) para
efeitos extra-piramidais (14). Os pacientes incluidos no estudo cumpriram uma
definicao estrita de catatonia (presenga de quatro ou mais sinais / sintomas, com
pelo menos um com uma pontuacdo> 2 no BFCRS, e nenhuma disfuncéo
autondmica ou hipertermia. Cuidadores dos pacientes foram informados sobre o
protocolo do estudo e ECT foi oferecido como primeira opgcdo. Quando os
cuidadores se recusaram a prosseguir com a ECT, o protocolo de amantadina foi
oferecido. Os pacientes e cuidadores foram claramente instruidos sobre o
estudo e foi colhido consentimento assinado para o uso experimental da

amantadina com doses aumentadas até 600mg/dia ao longo de um periodo de
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quatro semanas. Todos os pacientes foram deixados sem medicagao por pelo
menos 72h. A medicacido antipsicotica foi reintroduzida na terceira semana de
tratamento com amantadina. Pacientes catatbnicos com uso recente de
medicacdo depot, histéria recente de sintomas depressivos ou histéria de
mania / hipomania foram excluidos.

Em todos os cinco pacientes, que estavam em episédio completo com sintomas
cataténicos, amantadina levou a redugdes consideraveis nos escores na SAS, e
BFCRS. A melhor resposta foi observada entre o décimo e vigésimo primeiro dia.
O quadro clinico também foi melhorado. Quatro pacientes tiveram uma resposta
excelente, com remissao de todos os sintomas cataténicos. Um paciente teve
uma resposta muito boa, mas no 20 dia ele se tornou mais psicético e agressivo,
e risperidona 4 mg foi adicionada com uma boa resposta. Pacientes e
caracteristicas sdo resumidas na tabela 1. Na proxima sessdo descricoes

detalhadas para cada caso sao dadas.

PACIENTE 1

Uma mulher de 42 anos mostrou postura fixa, mutismo, acinesia, olhar com
rigidez, ecolalia, ecopraxia e autismo na admissdo. Vinte dias antes, seu marido
disse que ela estava reclamando de "um filme real" de que seus parentes
estavam fazendo com cameras escondidas na casa dela, como o Big Brother.
Ela era muito desconfiada e parou de fazer seus deveres de dona de casa. Este
paciente precisou de uma alimentagcdo por sonda nasogastrica e fluidos IV. No

dia 5 de tratamento amantadina, ela tornou-se mais alerta e comecgou a comer,
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mas ainda permaneceu autista e muda. No dia 14, observou-se inversao de
todos os seus sintomas catatbnicos incluindo mutismo, que ndo reapareceu
mais tarde. Ela era permaneceu em estado psicotico até o final do estudo.
Paciente teve uma boa resposta com 400mg de clorpromazina e recebeu alta

com amantadina 400mg add-on.

PACIENTE 2

Um homem de 21 anos foi admitido. No momento da internagéo, ele alegou
estar se relacionando com uma atriz famosa no Brasil, exigiu para liberar todos
0s pacientes internos e teve um comportamento bizarro (comer lixo), caminhar
lento, postura rigida, e, ocasionalmente ficava mudo. Ele havia recebido ECT
bilateral com boa resposta em uma admissao prévia, mas sua mae estava
proibindo ECT desta vez, porque iria "queimar seu cérebro e ocasionar
agravamento da doenga". Enquanto esperava por consentimento familiar para a
ECT, o paciente tornou-se mudo, com postura imovel, flexibilidade cérea ,
quadro exibido no dia 2 de sua admissao. Ele iniciou o protocolo amantadina e
no 10 dia ele estava quase recuperado dos sintomas. No 20 o paciente se
tornou muito mais agressivo, inquieto e ativo, com excesso de pensamento
sexual, insbnia e comportamento megalomaniaco. No dia 21, os sintomas
catatonicos foram totalmente recuperados. Ele recebeu alta com haloperidol 10

mg, 1200 mg de litio e amantadina 200mg por dia.

PACIENTE 3
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Uma mulher de 45 anos foi internada apresentando acinesia, mutismo, rigidez,
catalepsia, postura fixa, negativismo e autismo. A familia ndo autorizou ECT.
Este paciente precisou de alimentagcéo nasogastrica. Amantadina foi iniciado 72h
apos a internacao. No final do protocolo, o paciente teve uma melhora boa e
notavel: ela falou no momento da consulta, chorou durante a visita da familia,
era capaz de comer refeicbes sozinha e nao tinha postura, flexibilidade cérea,
acinesia ou olhar fixo. Paciente permaneceu com leve sintomas negativos e

cognitivos. Recebeu alta com olanzapina 10mg e Amantadina 400mg

PACIENTE 4

Um homem de 20 anos de idade foi levado ao hospital por alguns amigos, que o
acharam confuso, parandico, as vezes bizarro / desorientado, e gritando por sua
mae. Ele tinha ecolalia e ecopraxia durante a admissdo. No dia seguinte, o
mesmo paciente estava olhando fixamente para o teto, em mutismo e
flexibilidade cérea. Familia ndo autorizou a ECT. Amantadina em protocolo foi
iniciado e o paciente teve uma resposta excelente, com recuperagao completa
no dia 8. Ele foi capaz de falar sobre sua experiéncia e disse: "Eu tinha medo de
falar ou mover meus musculos, porque alguém estava me controlando”. Ele

recebeu alta com zuclopentixol 20mg/dia.

PACIENTE 5
Uma mulher de 36 anos foi internada. Seu comportamento era completamente

bizarro e sem proposito. Ela intercalava comentos com acinesia, mutismo,



rigidez, olhando fixamente ao longo de varias horas. Amantadina em protocolo
foi iniciado e a paciente teve uma resposta excelente, com recuperagao
completa no dia 20. Seu comportamento era mais aceitavel, mas ela seguia com
alucinagbes auditivas. Risperidona 6mg/dia foi acrescentado e paciente recebeu
alta hospitalar ap6s 45 dias de internagdo com risperidona 6mg e amantadina

400mg por dia sem sintomas catatdnicos ou positivos.

Patie | Age |lliness| Sex |DSM-IV| Medications at third Nasogastric

nt (years)|duratio diagnos| week of amantadine feeding at SAS BFCRS
n is treatment baseline
(years) (mg/day)
WO |W1|wW2|W4|wWo|W1|w2|W4
1 42 1 Female| Sz Chlorpromazine (400) Yes 20181 3|5 |32|20(|10]| 4
2 21 7 Male SZA |Haloperidol (10), lithium No 12151 11]|31]25|5 1|5
(1200)
3 45 1 Female| Sz Yes 241151 9 | 7 |44|25]15]10
Olanzapine (10)
4 20 2 Male Sz No 810|000 |47]|10| 4|1
Zuclopentixol (20)
5 36 12 |Female| Sz No 12112 4 | 0 |38 9 | 11| 4
Risperidone (6)

Table 1 — Patients with acute catatonia and DSM-IV schizophrenia (SZ) or schizoaffective disorder

(SZA) treated with amantadine

SAS: Simpson-Angus Scale for extra-pyramidal side effects; BFCRS: 23-item Bush-Francis Catatonia Rating Scale
WO: baseline; W1: week 1; W2: week 2; W3: week 3; W4: week 4



Discussao

Relatamos a eficacia terapéutica da amantadina em cinco pacientes com SZ ou
SZA e catatonia. Algumas linhas de evidéncia sugerem que a amantadina é
eficiente para tratar os sintomas negativos e cognitivos da SZ (9,11). Amantadina
aumenta o tdbnus monoaminérgico através de aumento da liberacdo de
dopamina, noradrenalina e serotonina na amigdala e hipocampo (15).
Amantadina e seu analogo, a memantina, atuam tambem modificando as vias de
glutamato através de agonismo parcial dos receptores NMDA e tém um papel
importante na cogni¢cdo, aprendizagem e recuperagdo da memodria recente.
Memantina e amantadina estabilizam a membrana neuronal, reduzindo o
estresse oxidativo em pacientes com SZ (16), e aumentam a disponibilidade
cerebral BDNF, reduzindo a morte neuronal por apoptose (15,17).

Catatonia é conhecido por ser uma sindrome heterogénea, mais freqientemente
observada em associacdo com transtornos afetivos, principalmente depressao
maior e transtorno bipolar. Quando associados com transtornos afetivos,
catatonia responde melhor aos tratamentos disponiveis, principalmente ECT (6).
No entanto, pacientes catatébnicos com SZ n&o responder prontamente ao
lorazepam ou ECT como relatado (18). A maioria destes pacientes também tém
altas pontuagdes nas escalas de sintomas negativos e disfungédo cognitiva, que
persistem apos a remissao catatonia (19).

Nossos resultados estdo em linha com a hipétese de que a homeostase do

sistema glutamatérgico e dopaminérgico em areas do cérebro, incluindo o
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cortex pré-frontal, talamo, regides limbicas e vias cerebelares mediada pela
ativacao dos receptores NMDA de forma parcial seria responsavel pela melhora
dos sintomas negativos e catatbnicos, e também s&o consistentes com
resultados anteriores de nosso grupo e outros que a amantadina e memantina
tém efeitos terapéuticos em SZ (7,8,9, 10,11,12,13).

Semelhancas sintomaticas entre catatonia e doenga de Parkinson em relagao a
acinesia, rigidez e comportamento estranho podem sugerir que uma hiperfungao
glutamatérgica ocorre nas projegdes do nucleo sub-talamico para o globo palido
interno, e do talamo para vias corticais (12) Além disso, a doenga de Parkinson e
catatonia também compartilham hipofungdo dopaminérgica estriatal e fronto-
cortical (4,12).

No que diz respeito ao mecanismo molecular de agdo, amantadina e memantina
parecem agir por contraregular a neurotransmissao disfuncional associado com
a catatonia, embora ainda ndo fomos capazes de nomear os caminhos precisos
onde isso ocorre. A literatura sugere que as concentragdes terapeuticamente
relevantes da amantadina podem ser mais ativas no estriato, enquanto que a
memantina € provavel que seja mais ativa nas estruturas nao estriatais. Isto
explicaria o melhor perfil clinico da amantadina, em comparagdo com memantina
na doenga de Parkinson e SZ catatonica (19,20).

Amantadina parece ser uma molécula com propriedades uUnicas, capaz de atuar
em diferentes areas cerebrais, constituido de uma opg¢do promissora para o
tratamento farmacolégico da catatonia na SZ. No entanto, estudos duplo-cegos

controlados sdo necessarios para confirmar estas observacoes.

74



References

1. Fink M, Taylor MA. The catatonia syndrome: forgotten but not gone. Archives
of general psychiatry 2009;66(11):1173-7.

2. Bush G, Fink M, Petrides G et al. Catatonia. Treatment with lorazepam and
electroconvulsive therapy. Acta psychiatrica Scandinavica 1996;93(2):137-43.

3. Rosebush PI, Mazurek MF. Catatonia and its treatment. Schizophrenia bulletin

2010;36(2):239-42.

SN

. England ML, Ongur D, Konopaske GT et al. Catatonia in psychotic patients:
clinical features and treatment response. The Journal of Neuropsychiatry and
Clinical Neurosciences 2011;23(2):223-6.

5. Zisselman MH, Jaffe RL. ECT in the treatment of a patient with catatonia:
consent and complications. American journal of psychiatry 2010;167(2):
127-32.

6. Kornhuber J, Weller M. Amantadine and the glutamate hypothesis of
schizophrenia. Experiences in the treatment of neuroleptic malignant
syndrome. Journal of Neural Transmission. General Section 1993;92(1):
57-65.

7. Weder ND, Muralee S, Penland H, Tampi et al. Catatonia: a review. Annals of

clinical psychiatry 2008; 20(2):97-107.

75



8. Lucena D De, Fernandes BS, Berk M et al. Improvement of negative and

positive symptoms in treatment-refractory schizophrenia: a double-blind,
randomized, placebo-controlled trial with memantine as add-on therapy to

clozapine. Journal of clinical psychiatry. 2009;70(10):1416-23.

9. Gama CS, Lucena D De, Cruz C et al. Improvement of schizophrenia negative

10.

11.

12.

13.

14.

and positive symptoms with amantadine as add-on therapy to antipsychotics:
a case series. Revista brasileira de psiquiatria 2010;32(2):193-4.

Muneoka K, Shirayama Y, Kon K et al. Improvement of mutism in a catatonic
schizophrenia case by add-on treatment with amantadine.
Pharmacopsychiatry 2010;43(4):151-2.

Carpenter SS, Hatchett AD, Fuller MA. Catatonic schizophrenia and the use
of memantine. The Annals of Pharmacotherapy 2006;40(2):344-6.

Kornhuber J, Weller M. Amantadine and the glutamate hypothesis of
schizophrenia. Experiences in the treatment of neuroleptic malignant
syndrome. Journal of neural transmission 1993;92(1):57-65.

Northoff G, Eckert J, Fritze J. Glutamatergic dysfunction in catatonia?
Successful treatment of three acute akinetic catatonic patients with the
NMDA antagonist amantadine. Journal of neurology, neurosurgery, and
psychiatry 1997;62(4):404-6.

Simpson GM, Angus JW. A rating scale for extrapyramidal side effects. Acta

psychiatrica scandinavica 1970;212:11-9.

76



15.

16.

17.

18.

19.

20.

Peeters M, Page G, Maloteaux JM, Hermans E. Hypersensitivity of dopamine
transmission in the rat striatum after treatment with the NMDA receptor
antagonist amantadine. Brain Research 2002;949(1-2):32.

Gama CS, Berk M, Andreazza AC et al. Serum levels of brain-derived
neurotrophic factor and thiobarbituric acid reactive substances in chronically
medicated schizophrenic patients: a positive correlation. Revista Brasileira de
Psiquiatria 2008;30(4):337-40.

Morvanova M, Lakso M, Pirhonen J et al. The neuroprotective agent
memantine induces brain-derived neurotrophic factor and trkB receptor
expression in rat brain. Molecular and Cellular Neuroscience 2001;18: 247—
258.

Carroll BT. Kahlbaum's catatonia revisited. Psychiatry and clinical
neurosciences 2001;55(5):431-6.

Kirkhart R, Ahuja N, Lee JW et al. The detection and measurement of
catatonia. Psychiatry 2007;4(9):52-6.

Danysz W, Parsons CG, Kornhuber J et al. Aminoadamantanes as NMDA
receptor antagonists and antiparkinsonian agents--preclinical studies.

Neuroscience and biobehavioral reviews 1997;21(4):455-68.

77



6.3 Artigo 2 - Inglés

EFFECTS OF AMANTADINE ON BEHAVIOR, RESPIRATORY CHAIN
ENZYMES AND CREATINE KINASE IN AN ANIMAL MODEL OF
SCHIZOPHRENIA

David F. de Lucena, Gabriel R Fries, Camila Lersch, Leila Canever, Renata de
Luca, Giseli Daiane Bez, Isabela Casagrande Jeremias, Emilio L Streck,

Alexandra L Zugno, Clarissa S Gama

Introduction

Schizophrenia is a highly debilitating psychiatric disorder with an
estimated prevalence of approximately 1-1.5% [Stefan et al., 2002]. Its
presentation includes positive symptoms (hallucinations and delusions), negative
symptoms (social withdrawal, affective flattening, avolition and blunted affect)
and cognitive impairments [Bowie and Harvey 2006]. Treatment of schizophrenic
patients includes acute and maintenance management, including a wide range of
typical and atypical antipsychotics whose efficacy is not generalized among
patients [Jones & Buckley, 2006]. Effective maintenance treatment can decrease
the frequency and the severity of the iliness episodes, reduce its morbidity and
mortality, and maximize the psychosocial functioning and the quality of life of
patients [Jones & Buckley, 2006]. Nevertheless, several patients are refractory to

medication, and some of the symptoms persists even when the adherence is
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considered good [Lindenmayer 2000]. In this sense, further studies are
warranted in the search for novel and more effective drugs for the maintenance
treatment of schizophrenia.

Despite several studies attempting to search the neurobiological
underpinnings of schizophrenia, its pathophysiology is not completely
understood. It seems to include a wide range of mechanisms, from genetic
markers to oxidative stress [Ross et al., 2006; Bray et al., 2010; Bitanihirwe et al.,
2011]. Neuroanatomical findings report a decrease in whole brain and grey
matter volume [Haren et al., 2011; Cahn et al.,, 2002; DelLisi et al., 2004;
Lieberman et al., 2001], as well as a progressive increase in ventricular and
cortical cerebrospinal fluid volumes in first-episode schizophrenic patients [Cahn
et al., 2002; DelLisi et al., 2004; Ho et al., 2003; Lieberman et al., 2001]. Taken
together, these findings suggest the occurrence of neuronal death in patients.

Among possible mechanisms leading to neuronal damage, disturbs in
brain energy metabolism have been reported as important factors [Beal, 1992].
Impaired energy metabolism can lead to neuronal death by decreasing ATP
levels and ultimately leading to apoptosis [Kaur et al., 2007]. Of note,
mitochondrial dysfunction with subsequent alterations in respiratory chain
complexes has been implied in the pathophysiology of schizophrenia [Clay et al.,
2011; Ben-Shachar, 2002]. Energy metabolism parameters include the
assessment of mitochondrial respiratory chain enzymes and creatine kinase (CK)
activity, which participate in energy homeostasis and indicate the level of ATP

demand in a sample.
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Given the complexity of the disorder and the need for further
understanding its neurobiology, different animal models of schizophrenia have
been employed [Geyer and Moghaddam, 2002]. In rats and monkeys,
noncompetitive NDMA antagonists, including phencyclidine and ketamine (KET),
produce a range of behavioral abnormalities that resemble schizophrenia
symptoms in humans [Allen and Young, 1978; Becker et al., 2004]. Treatment
with  KET has been shown to cause individual psychoses in remitted
schizophrenic patients [Lahti et al., 1995a; Lahti et al., 1995b; Lahti et al., 2001],
and the use of this substance is also used to assess positive and negative
symptoms in healthy volunteers [Newcomer et al., 1999]. We and others have
used a chronic treatment with subanesthetic doses of KET in rats as an animal
model of schizophrenia [de Oliveira et al., 2011; Canever et al., 2010;
Bubenikova-Valesova et al., 2008; Becker et al., 2004]. In this model, KET has
been shown to induce stereotypic movements and significant social deficits in
different treatment schemes [Canever et al., 2010; Bubenikova-Valesova et al.,
2008; Lipska and Weinberger, 2000]. Altogether, this model has been shown to
present predictive, construct and face validity [de Oliveira et al., 2009; Becker
and Grecksch, 2004; Becker et al., 2003], and allows for its use in testing novel
potential drugs for schizophrenia.

Among newly tested drugs, memantine, a weak non-selective NMDA
receptor antagonist, has been reported to improve cognition and positive and
negative symptoms on a randomized placebo-controlled clinical trial as

adjunctive to clozapine for treatment-refractory patients with schizophrenia [de
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Lucena et al., 2009]. More recently, amantadine (AMA), a memantine’s derivate,
has improved clinical response to negative symptoms in a case series [Gama et
al., 2010], and was effective in the treatment of five patients with schizophrenia,
schizoaffective disorder (SZA) and acute catatonia [de Lucena et al., 2011]. AMA
may act like memantine by chronically reducing neuronal oxidative stress of
treated patients, thus decreasing aggression to neurons and neuronal death.

Based on previous findings, AMA may be a promising drug to be further
tested in schizophrenia. A better understanding of its mechanism of action in
preclinical studies may point to relevant targets in schizophrenia and the
proposal of novel potential drugs for its treatment. To that end, we evaluated the
efficacy of AMA in preventing the effects of KET on behavior, mitochondrial
respiratory chain and CK activity in an animal model of schizophrenia.
Materials and methods

This study was approved by our local ethics committee and performed in
accordance with the recommendations of NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals and Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento (SBNeC).
Animals

Adult male Wistar rats (weight 250-300 g) were obtained from our
breeding colony (Central Animal House of Universidade do Extremo Sul
Catarinense) and caged in groups of five with food and water available ad
libitum. They were maintained on a 12-h light/dark cycle (lights on at 7:00 am), at

a temperature of 22°C + 1°C.
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Treatment

AMA was administered ip at 10 mg/kg for 10 days, followed by 7 days of
subanesthetic ip administrations of 25 mg/kg KET (Hunt et al., 2006; de Oliveira
et al., 2011). Saline (SAL) injections were performed as controls for both AMA
and KET, totalizing four experimental groups: SAL+SAL, SAL+KET, AMA+SAL,
and AMA+KET. Thirty minutes after the last injection, rats were placed in an

open-field apparatus and evaluated as described below.

Behavioral evaluation
Open-field task

Locomotor activity was assessed in a 50 x 25 x 50 cm open-field
surrounded by walls made of brown plywood with a frontal glass wall. The floor of
the arena was divided into 12 equal rectangles by black lines. The animals were
gently placed on the left rear rectangle and were allowed to explore the arena for

Number of crossings, rearings and grooming were counted.

Stereotipy

Stereotipy was defined as rapid, repetitive head and forelimb movements.
This parameter was analyzed at the same time and place as the locomotor
activity. Stereotipy is considered by the software as an instable movement any

time when repetitive movements are recorded in sequel readings, without
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alteration in animals’s mass center. The possible units of measurement to be

considered are mm (millimeters), cm (centimeters) and in (inches).

Tissue and homogenate preparation

Animals were killed by decapitation 60 min after the behavioral analyses.
Brain were removed and hippocampus, prefrontal cortex, striatum and amygdala
were homogenized (1:10, w/v) in SETH buffer, pH 7.4 (250 mM sucrose, 2 mM
EDTA, 10 mM Trizma base, 50 IU/ml heparin). Homogenates were centrifuged at
800 x g for 10 minutes and the supernatants were kept at -70°C until they were

used for enzyme activity determination.

Creatine kinase activity assay

Creatine kinase activity was measured in brain homogenates pre-treated
with 0.625 uM lauryl maltoside. The reaction mixture consisted of 60 uM Tris-HCI,
pH 7.5, containing 7 uM phosphocreatine, 9 mM MgSO4 and approximately
0.4-1.2 mg protein in a final volume of 100 pL. After 15 min of pre-incubation at
37°C, the reaction was started by the addition of 0.3 mmol of ADP plus 0.08 uymol
of reduced glutathione. The reaction was stopped after 10 min by the addition of
1 umol of p-hydroxymercuribenzoic acid. The creatine formed was estimated
according to the colorimetric method of Hughes et al (1962). The color was
developed by the addition of 100 uL 2% p-naphtol and 100 yL 0.05% diacetyl in a
final volume of 1 pL and read spectrophotometrically after 20 min at 540 nm.

Results were expressed as units (min x mg protein)-.
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Respiratory chain enzyme activity

Complex |, or NADH dehydrogenase, was evaluated using the method
described by Cassina and Radi (1996) by the rate of NADH-dependent
ferricyanide reduction at 420 nm. Complex Il activity was determined by the
method described by Fischer and colleagues (1985), and it was measured by
following the decrease in absorbance due to the reduction of 2,6-DCIP at 600
nm. Complex I-lll activity was measured as cytochrome c¢ reduction from
succinate at 550 nm and 37°C according to the method of Birch-Machin and
colleagues (1994). The activity of cytochrome c oxidase (complex V) was
assayed according to the method described by Rustin and colleagues (1994), in
which the decrease in absorbance due to the oxidation of previously reduced
cytochrome c at 550 nm is followed. The activity of the mitochondrial respiratory

chain complexes were calculated as nmol/min.mg protein.

Protein content
Protein content was determined by the method described by Lowry and

colleagues (1951) using bovine serum albumin as a standard.

Statistical analysis
Data were analyzed using the software SPSS 18 (Statistical Package for
the Social Sciences). Number of crossings and rearings, grooming, creatine

kinase activity, and the activity of the respiratory chain complexes were all fitted
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to a standard curve distribution, and were therefore subjected to parametric
analyses. Groups were compared by one-way ANOVA, followed by post-test of
Tukey. P-values < 0.05 were considered statistically significant. Stereotipy data
were not fitted into a standard curve distribution, and were analyzed by Kruskal-
Wallis test, followed by Mann-Whitney comparisons between groups. After
Bonferroni corrections, P-values < 0.0125 were considered statistically

significant.

Results
Open-field task

KET significantly increased the number of crossings (F(3, 44) = 26.089, p
< 0.001) when compared to the control group. This increase was not prevented
by AMA on the AMA+KET group (p < 0.001), even though there seemed to be a
tendency to decrease this parameter (p = 0.07, SAL+KET vs. AMA+KET).

The number of rearings was significantly decreased in SAL+KET and

AMA+KET groups (F(3, 44) = 5.245, p = 0.004), when compared to the control

groups. AMA per se induced no changes in the number of crossings or rearings.
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Number of rearnngs

Stereotipic movements

Stereotipy was significantly altered in relation to treatment (H(3) = 13.601,
p = 0.04). KET significantly increased stereotypic movements when compared to
control (U = 24, Z = -3.323, p = 0.001), and AMA treatment partially prevented
this behavior, since AMA+KET did not significantly differ from the control group

(U=42,Z2=-2.44, p = 0.015) of from SAL+KET (U =58, Z =-0.965, p = 0.335).
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Grooming
Grooming was significantly reduced in SAL+KET and AMA+KET groups
when compared to control (F(3, 44) = 4.701, p = 0.006). No difference was found

between SAL+KET and AMA+KET.

Grooming

Creatine kinase activity

Treatment with KET increased CK activity in the prefrontal cortex (F(3, 18)
= 8.253, p = 0.001), striatum (F(3, 19) = 8.251, p = 0.001) and amygdala (F(3,
17) = 10.983), p < 0.001). This increase was prevented by AMA in prefrontal
cortex and striatum, but not in the amygdala (p = 0.323, when compared to SAL
+KET). In hippocampus, no differences could be found between groups. AMA

treatment per se did not alter CK activity when compared to control.
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Complex |

KET treatment per se did not alter complex | activity. However, when
combined to AMA, it increased the enzyme activity in the striatum (F(22, 3) =
2.948, p = 0.045) and in the amygdala (F(3, 15) = 13.995, p <0.001). No further
differences were found between groups in the hippocampus or in the prefrontal

cortex.
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Complex Il

KET treatment increased the activity of complex Il in the striatum (F(3, 21)
=7.153, p = 0.002), whereas the combination of AMA+KET increased this activity
in hippocampus (F(3, 23) = 5.171, p = 0.007), prefrontal cortex (F(3, 18) = 5.041,
p = 0.01), and striatum (F(3, 21) = 7.153, p = 0.002). No differences were found

between groups in the amygdala.
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Complex I-1ll

Whereas KET alone did not change complex I-lll activity in any of the
brain regions, AMA+KET increased its activity in the hippocampus (F(3, 22) =

5.166, p = 0.007) and in the amygdala (F(3, 18) = 5.54, p = 0.07). No differences

were found between groups in the prefrontal cortex and in the striatum.
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Complex IV

AMA+KET treatment increased complex IV activity in the hippocampus
(F(3, 16) = 8.31, p = 0.001) and in the striatum (F(3, 14) = 5.087, p = 0.014),
whereas KET treatment per se had no effect on the enzyme activity. No

differences between groups were found in the prefrontal cortex and in the

amygdala.
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Discussion

Among several newly tested drugs for schizophrenia, nonselective NMDA
antagonists appear to have an important potential for its successful treatment. In
an animal model of schizophrenia induced by KET treatment, AMA partially
prevented the KET-induced stereotypy as well as the increase in CK activity in
prefrontal cortex and in striatum. However, AMA did not prevent KET-induced
increase in complex Il activity, and acted in a synergic way with KET to increase
the activities of other respiratory chain enzymes in different brain regions. In
summary, these results suggest that AMA is not fully effective in preventing KET
effects, and indicate a synergic action of both drugs in the modulation of
respiratory chain enzymes activities.

Sub-anesthetic KET administrations have been consistently employed as

a valid animal model of schizophrenia. Given its function as a NMDA antagonist,
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it can produce hallucinations and paranoia in humans [Malhotra et al., 1997],
which are similar to positive symptoms characteristic of schizophrenic patients.
As discussed elsewhere, this model reproduces both positive and negative
symptoms of the disorder, as well as its cognitive impairments [Hunt et al., 2006,
Littlewood et al., 2006; Takeyama et al., 2006], which makes it suitable to test
potential new drugs for the treatment of schizophrenia. Of note, KET effects
include changes in dopaminergic, glutamatergic and serotoninergic systems,
which ultimately lead to increased hippocampal D2 receptos, decreased
glutamatergic receptors in the PFC, and increased density of dopamine and
serotonin transporters in hippocampus, striatum and PFC [Becker, 2003]. Each of
these effects may differentially influence KET-induced behavioral features, and
may be responsible for the modulation of mitochondrial functions, as previously
shown [de Oliveira et al., 2011].

Behavioral testing showed that KET significantly increased the number of
crossings assessed by the open-field test, as well as reduced grooming behavior.
These KET-induced features have also been reported in other studies [de
Oliveira et al., 2011; Canever et al., 2010], and suggest a relevant face validity
for this animal model. However, our results show that AMA could not prevent
these behavioral effects, which could suggest a lack of predictive validity for this
model. KET also significantly increased stereotypic movements, which was
partially prevented by AMA. Clinical data points to an efficacy of memantine and
amantadine in improving positive and negative symptoms in refractory

schizophrenic patients stabilized with clozapine for at least 10 years [de Lucena
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et al., 2009, 2011], which suggests that the effects of AMA might be more related
to reversal of symptoms in a adjuntive treatment with neuroleptics, rather than
prevention (maintenance treatment), as assessed in our study.

There are also some clinical data showing that memantine and
amantadine acts in very unique and instable way in the glutamatergic,
dopaminergic and serotoninergic pathway, and their use in monotherapy in
patients with neuropsychiatric disorders such as schizophrenia, Parkinson
disease, bipolar disorders could indeed worse some psychotic symptoms. On the
other hand, AMA appears to act via several pharmacological mechanisms, none
of them being identified as the chief mode of action. Moreover, AMA exhibits
dopaminergic, noradrenergic and serotonergic activities, blocks monoamine
oxidase A and NMDA receptors, and probably elevates b-endorphin/ b-lipotropin
levels [De Lucena,2011]. It is still not clear which of these mechanisms are
relevant at the therapeutic dose of the drug. All these actions may be crucial for
its properties, hence, it has been suggested that AMA is likely to act as an
antidepressant and antioxidant through not one, but several mechanisms thought
to be related to antidepressant activity

The major clinical studies with positive impact in these psychotic diseases
appears when memantine and amantadine are use combined with neuroleptics.
Ergo, we need more studies to evaluate the efficacy of NMDA antagonist in
adjuvant treatment in the ketamine model of schizophrenia. (Canan, 2010;

Seeman, 2007; Fusar-Poli, 2007, Huey, 2005 and Riederer, 1991)
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Moreover, KET treatment mimics mostly the acute phase of the disease,
and it is possible that AMA may be more efficient in treatment chronic
schizophrenia. Further studies are warranted evaluating the efficacy of AMA in
reversing KET-induced behavioral effects.

The lack of efficacy of AMA in preventing KET effects could also be seen
in the respiratory chain complexes, where in most cases the alteration was found
only in the combined AMA+KET group, and not in rats treated only with KET.
Interestingly, there seems to be a synergic effect of both drugs in all of the
enzymes. This might be explained by the fact that both drugs are NMDA
antagonists, and it is possible that this effect might be an important modulator of
the respiratory chain enzyme activities assessed in this model. Of note, AMA
present other mechanisms of action that account for its neuroprotective effects,
which include inhibition of the release of microglial pro-inflammatory factors like
TNF Alpha, interleucines , an increase in the expression of neurotrophic factors
such as GDNF from astroglia and BDNF among others [Ossola et a., 2011]. In
fact, it has been reported that the AMA-induced NMDA receptor inhibition is
independent for its neuroprotective effects [Ossola et a., 2011]. These data
emphasizing other AMA mechanisms of action justify its use in preventing KET-
induced effects, even though they are both NMDA antagonists, and awaits further
experiments to clarify the relevance of those different effects on its efficacy for
the treatment of schizophrenia.

Mitochondria dysfunction has been reported as a major patophysiological

aspect of schizophrenia [Clay et al., 2011; Ben-Shachar and Laifenfeld, 2004;
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Ben-Shachar, 2002]. Briefly, it includes mitochondrial hypoplasia, altered
mitochondrial-related gene expression, and impairment of the oxidative
phosphorilation system in patients [Karry et al., 2004]. Moreover, abnormal
mitochondrial morphology, proportion and density have already been found in the
brain of schizophrenic individuals [Ben-Shachar, 2002]. Likewise, mitochondrial
dysfunction has been investigated after KET administration to rats [de Oliveira et
al., 2011]. A previous study from our group has shown that KET treatment per se
not only increases complex | activity in the striatum, hippocampus and in PFC,
but also increases complex I-ll activity in the striatum, and also complex IV
activity in the hippocampus and striatum [de Oliveira et al., 2011]. However, our
results showed no such differences between groups. We found a synergic effect
of KET+AMA in increasing complex | activity in the amygdala and striatum, as
well as complex Il and IV in the hippocampus and in the striatum, and complex I-
[Il in the hippocampus and in the amygdala. Treatment of KET per se only
increased complex Il activity in striatum, which was not seen in our previous
study [de Oliveira et al., 2011]. In general, the enhanced activity of mitochondrial
respiratory chain complexes found in our samples may reflect an increased
supply of energetic demand of cellular functions on these situations.

Such an increased energetic demand is also reflected by our CK results.
CK reversibly catalyzes the conversion of creatine and consumes ATP to create
phosphocreatine and ADP, thus acting to maintain energy homeostasis. Our
results showing increased CK activity in PFC, striatum and amygdala are in

accordance with previous studies [Canever et al., 2010], and suggests a higher
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ATP demand on these tissues. Moreover, AMA successfully prevented this
increase in PFC and striatum, not presenting this effect on amygdala. It is
possible that this AMA-induced prevention in CK activity may be associated with
the prevention of stereotypic movements, but so far we cannot rule out other
possible mechanisms by which it could interfere on KET effects.

Some limitations need to be taken into account when analyzing our data.
First of all, even though KET treatment has been successfully employed as an
animal model of schizophrenia, it presents obvious limitations when considering
the complexity of the disorder and the simplicity of mimicking it with a NDMA
antagonist administration. Nonetheless, such a limitation is common to almost
every animal model there is, and warrants further research on the development
of novel and more reliable animal models of human disorders. Moreover, the
efficacy of AMA on preventing schizophrenic-like behaviors would be better
assessed in other animal models of schizophrenia, rather than in one induced by
a NMDA antagonist. In this case, we considered that other mechanisms of action
from KET and AMA are crucial for their effects, thus justifying their combined use
in this study.

In summary, we showed that AMA prevented KET-induced stereotypic
movements and the increase of CK activity, whereas it had no effect on the
locomotor activity and on the activity of mitochondrial chain complexes. Based
on clinical data pointing to an efficacy of AMA in treating patients, our results
suggest that other animal models of schizophrenia should be employed in the

study of AMA as a potential therapeutic drug for this disorder.
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6.4 Artigo 2 - Portugués

Effects of amantadine on behavior, respiratory chain enzymes and creatine

kinase in an animal model of schizophrenia

Gabriel R Fries, David Freitas de Lucena, Camila Lersch, Leila Canever, Renata
de Luca, Giseli Daiane Bez, Isabela Casagrande Jeremias, Emilio L Streck,

Alexandra L Zugno, Clarissa S Gama

A esquizofrenia € uma doenca psiquiatrica altamente debilitante com uma
prevaléncia estimada de cerca de 1-1,5% [Stefan et al., 2002]. Sua
apresentacdo inclui sintomas positivos (alucinagbes e delirios), sintomas
negativos (retraimento social, avolicdo, achatamento e embotamento afetivo) e
cognitivas [Bowie e Harvey 2006]. O tratamento de pacientes com esquizofrenia
envolve o inicio agudo e de manutengdo de farmacos, incluindo uma ampla
gama de antipsicéticos tipicos e atipicos cuja eficacia ndo é generalizada entre
os pacientes [Jones & Buckley, 2006]. O tratamento de manutencgao eficaz pode
diminuir a freqiéncia e a gravidade dos episédios de doencga, reduzir a sua
morbidade e mortalidade, e maximizar o funcionamento psicossocial e a
qualidade de vida dos pacientes [Jones & Buckley, 2006]. No entanto, muitos

pacientes séo refratarios a medicagéo, e alguns dos sintomas persiste mesmo
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quando a adesdo é considerada boa [Lindenmayer 2000]. Neste sentido, mais
estudos sao necessarios na busca de rotinas e drogas mais eficazes para o
tratamento de manutengao da esquizofrenia.

Apesar de varios estudos tentando pesquisar os fundamentos
neurobioldgicos da esquizofrenia, sua fisiopatologia ndo é completamente
compreendida. Parece incluir uma ampla gama de mecanismos, de marcadores
genéticos ao estresse oxidativo [Ross et al, 2006;. Bray et al, 2010;. Bitanihirwe
et al, 2011.]. Achados neuroanatdémicos indicam um decréscimo volumétrico no
cérebro como um todo, e principalmente diminuicdo do volume de massa
cinzenta [Haren et al, 2011;. Cahn et al, 2002;. DeLisi et al, 2004;.. Lieberman et
al, 2001], bem como um aumento progressivo dos ventriculos corticais e
volumes do liquido cefalorraquidiano em pacientes com primeiro episédio de
esquizofrenia [Cahn et al, 2002;. DeLisi et al, 2004;. Ho et al, 2003;.. Lieberman
et al, 2001]. Tomados em conjunto, estes resultados sugerem a ocorréncia de
morte neuronal em pacientes.

Entre os possiveis mecanismos levando ao dano neuronal, perturbacdes
no metabolismo energético do cérebro tém sido relatados como fatores
importantes [Beal, 1992]. Metabolismo energético prejudicado pode levar a
morte neuronal, diminuindo os niveis de ATP e, finalmente, levando a apoptose
[Kaur et al., 2007]. De nota, a disfuncdo mitocondrial, com alteragdes posteriores
nos complexos da cadeia respiratoria tem sido implicada na fisiopatologia da
esquizofrenia [Clay et al, 2011;. Ben-Shachar, 2002]. Os parametros do

metabolismo de energia incluem a avaliacdo de enzimas da cadeia respiratéria

105



mitocondrial e atividade da creatina quinase (CK), que participam na
homeostase de energia e indicam o nivel de demanda ATP em uma amostra.
Dada a complexidade da doenca e a necessidade de uma maior
compreensao da sua neurobiologia, diferentes modelos animais de esquizofrenia
tém sido empregados [Geyer e Moghaddam, 2002]. Em ratos e macacos, 0s
antagonistas ndo competitivos NDMA, incluindo fenciclidina e a cetamina (KET),
podem produzir uma seérie de anormalidades comportamentais que se
assemelham aos sintomas de esquizofrenia em humanos [Allen e Young, 1978;.
Becker et al, 2004]. Tratamento com KET foi mostrado capaz de causar psicose
em pacientes esquizofrénicos remetidos de sintomas [Lahti et al, 1995a;. Lahti et
al, 1995b;. Lahti et al, 2001.], E o uso desta substincia também ¢é usada para
avaliar sintomatologia positiva e sintomas negativos em voluntarios saudaveis
[Newcomer et al., 1999]. N6s e outros autores utilizamos um tratamento crénico
com doses de subanestésicas de KET em ratos como modelo animal de
esquizofrenia [de Oliveira et al, 2011;. Canever et al, 2010;. Bubenikova-
Valesova et al, 2008;. Becker et al. , 2004]. Neste modelo, KET foi capaz de
induzir movimentos estereotipados e significativos déficits sociais em diferentes
esquemas de tratamento [Canever et al, 2010;.. Bubenikova-Valesova et al,
2008; Lipska e Weinberger, 2000]. Ao todo, este modelo tem se mostrado com
valor preditivo, e possuidor de validade [de Oliveira et al, 2009;. Becker e
Grecksch, 2004;. Becker et al, 2003], e permite seu uso em testes de novos

medicamentos em potencial para a esquizofrenia .
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Entre as drogas recém testadas, a memantina, um fraco antagonista nao-
seletivo do receptor NMDA, tem sido relatada capaz de melhorar a cognicéo e
sintomas positivos e negativos em um ensaio randomizado controlado por
placebo como adjuvante a clozapina para pacientes refratarios ao tratamento
com esquizofrenia [de Lucena et al., 2009]. Mais recentemente, a amantadina
(AMA), uma molécula analoga a memantina, melhorou a resposta clinica aos
sintomas negativos em uma série de casos [Gama et al., 2010], e foi eficaz no
tratamento de cinco pacientes com esquizofrenia, transtorno esquizoafetivo
(SZA) e catatonia aguda [de Lucena et al., 2011]. AMA pode agir como a
memantina, cronicamente reduzindo o estresse oxidativo neuronal dos pacientes
tratados, diminuindo a agresséao aos neurdnios e morte neuronal.

Com base em resultados anteriores, AMA pode ser uma droga promissora
para ser testada na esquizofrenia. Uma melhor compreenséo do seu mecanismo
de acdo em estudos pré-clinicos podem apontar para metas relevantes na
esquizofrenia e a proposta de novas drogas potenciais para seu tratamento.
Para o efeito, foi avaliada a eficacia da AMA na prevencao dos efeitos da KET
sobre o comportamento, cadeia respiratéria mitocondrial e atividade CK em um

modelo animal de esquizofrenia.

Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pelo nosso comité de ética local e realizada de

acordo com as recomendacgdes do NIH Guia para o Cuidado e Uso de Animais
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de Laboratério e Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento

(SBNeC).

Animais

Ratos Wistar machos adultos (peso 250-300 g) foram obtidos a partir de
nossa colénia de reproducdo (Animal House Central da Universidade do
Extremo Sul Catarinense) e enjaulado em grupos de cinco com alimentos e agua
ad libitum disponiveis. Eles foram mantidos em uma luz de 12 h / ciclo escuro

(luzes acesas as 07:00), a uma temperaturade 22°C £ 1 °C.

Tratamento

AMA foi administrado ip em 10 mg / kg por 10 dias, seguidos de 7 dias da
administragao ip subanestésicas de 25 mg / kg KET (Hunt et al, 2006;.. De
Oliveira et al, 2011). Salina (SAL) injecbes foram realizadas como controles para
ambas AMA e KET, totalizando quatro grupos experimentais: SAL + SAL, SAL +
KET, AMA + SAL, e AMA + KET. Trinta minutos apds a ultima injegao, os ratos
foram colocados em um aparelho de campo aberto e avaliados conforme

descrito abaixo.

Avaliagao comportamental
Teste do Campo Aberto
Atividade locomotora foi avaliada em 25 x de 50 x 50 cm de campo aberto

cercado por paredes feitas de madeira marrom com uma parede de vidro frontal.
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O piso da arena foi dividido em 12 retangulos iguais por linhas pretas. Os
animais foram delicadamente colocados no retangulo esquerdo traseiro e foram
autorizados a explorar a arena por 60 minutos. Atividade locomotora foi
constantemente monitorada por um sistema instalado na arena com seis barras
paralelas, cada uma das quais continha 16 sensores infravermelhos que
detectam a posicao exata do rato e do movimento, permitindo uma analise
detalhada do comportamento de cada animal. Informagdes detectadas pelos
sensores sao transmitidos para um computador em que a atividade do animal é
registrado a cada 5 minutos por um software dedicado (banco de dados: verséo
Open Source do Interbase 6.01). Numero de cruzamentos, rearings e limpeza

foram contados.

Estereotipia

Estereotipia foi definida como os movimentos repetitivos e rapidos da
cabeca, e patas superioes. Este parametro foi analisado ao mesmo tempo e
lugar junto a atividade locomotora. Estereotipia € considerado pelo software
como um movimento instavel, a qualquer momento, quando os movimentos
repetitivos sdo registrados nas leituras sequénciais, sem alteragdo no centro de
animais em massa. As unidades de medida possivel a ser considerados sao mm

(milimetros), cm (centimetros) e em polegadas.

Tecidos e preparagdo homogeneizado
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Animais foram sacrificados por decapitacdo 60 min apdés as analises
comportamentais. Os cérebro foram removidos e o hipocampo, cortex pré-
frontal, estriado e amigdala foram homogeneizadas (1:10, w / v) em tampao
SETH, pH 7,4 (250 mM de sacarose, 2 mM EDTA, 10 mM Trizma base, 50 Ul de
heparina / ml). Homogeneizados foram centrifugados a 800 xg por 10 minutos e
os sobrenadantes foram mantidos a -70 °© C até serem utilizados para a

determinacao da atividade enzimatica.

Ensaio de atividade de creatina quinase

Atividade da creatina quinase cerebral foi medida em homogenatos pré-
tratados com 0,625 mM maltosideo lauril. A mistura de reacado consistiu de 60
mM Tris-HCI, pH 7,5, contendo 7 fosfocreatina mM, 9 mM MgSO4 e cerca de
0,4-1,2 mg de proteina em um volume final de 100 mL. Apds 15 min de pré-
incubacao a 37 ° C, a reacéo foi iniciada pela adicdo de 0,3 mmol de ADP mais
0,08 mmol de glutationa reduzida. A reacao foi interrompida apés 10 min pela
adicao de 1 mmol de p-hydroxymercuribenzoico acido. A creatina formada foi
estimada de acordo com o método colorimétrico de Hughes et al (1962). A cor foi
desenvolvida pela adigado de 100 L 2% u-naftol e 100% 0,05 mL de diacetil em
um volume final de 1 mL e lido espectrofotometricamente apés 20 min a 540 nm.

Resultados foram expressos em unidades (min x mg de proteina) -1.

Atividade da enzima da cadeia respiratoria
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Complexo | ou NADH desidrogenase, foi avaliada utilizando o método
descrito por Cassina e Radi (1996) pela taxa de NADH-dependente redugao de
ferricianeto em 420 nm. O complexo de atividade Il foi determinado pelo método
descrito por Fischer e colegas (1985), e foi medido seguindo a queda na
absorvancia devido a reducao de 2,6-DCIP em 600 nm. O complexa de atividade
I-111 foi medido pelo citocromo ¢ e redugéo de succinato a 550 nm a 37 ° C de
acordo com o método de Birch-Machin e colegas (1994). A atividade da
citocromo c¢ oxidase (complexo IV) foi ensaiada de acordo com o método
descrito por Rustin e colegas (1994), em que a diminuicdo da absorvancia
devido a oxidagao do citocromo c¢ anteriormente reduzido a 550 nm é seguido. A
atividade da cadeia respiratoria mitocondrial e seus complexos foram calculados

como nmol / min.mg proteina.

Teor de proteina

Teor de proteina foi determinada pelo método descrito por Lowry e

colaboradores (1951) usando soro albumina bovina como padrao.

Analise estatistica
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Os dados foram analisados utilizando o software SPSS 18 (Statistical
Package for the Social Sciences). Numero de cruzamentos e levantamentos,
grooming, atividade da creatina quinase, e a atividade dos complexos da cadeia
respiratéria foram todos equipados com uma distribuicdo curva padrao, e,
portanto, submetidos a analises paramétricas. Grupos foram comparados por
ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey. P-valores <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Estereotipia e seus dados nao foram instalados
em uma curva de distribuicdo normal, e foram analisados por Kruskal-Wallis,
seguido de Mann-Whitney comparag¢des entre os grupos. Apds as corregdes de

Bonferroni, P-valor <0,0125 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados

Teste do campo aberto

KET aumentou significativamente o numero de cruzamentos (F (3, 44) =
26,089, p <0,001) quando comparado ao grupo controle. Este aumento nao foi
impedido pela AMA no grupo AMA + KET (p <0,001), embora parecia haver uma
tendéncia para diminuir este parametro (p = 0,07, SAL + KET vs AMA + KET).

O numero de levantamentos foi significativamente diminuido em SAL + KET e
grupos AMA + KET (F (3, 44) = 5,245, p = 0,004), quando comparado ao grupo
controle. AMA per se ndo induziu alteragdes no numero de cruzamentos ou

rearings (levantamentos).
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Number of crossings

Number of reanngs

Movimentos de estereotipia

Estereotipia foi significativamente alterada em relagédo ao tratamento (H
(3) = 13,601, p = 0,04). KET aumentou significativamente movimentos
estereotipados, quando comparado ao grupo controle (U = 24, Z = -3,323, p =
0,001) e AMA tratamento preveniu parcialmente esse comportamento, pois AMA
+ KET néo diferiram significativamente do grupo controle (U =42, Z=-2,44,p =

0,015) a partir de SAL + KET (U = 58, Z =-0,965, p = 0,335).
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Stereotypic Movements

Grooming

Grooming foi significativamente reduzido em SAL + KET e grupos AMA +
KET, quando comparado ao grupo controle (F (3, 44) = 4,701, p = 0,006). Nao foi

encontrada diferenca entre SAL + KET e AMA + KET.

Grooming

Atividade da creatina quinase

Tratamento com KET aumento da atividade CK no cortex pré-frontal (F (3,

18) = 8,253, p = 0,001), striatum (F (3, 19) = 8,251, p = 0,001) e amigdala (F (3,
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17) = 10,983), p <0,001). Este aumento foi impedido pela AMA no cértex pré-
frontal e striatum, mas ndo na amigdala (p = 0,323, quando comparado a SAL +
KET). No hipocampo, nenhuma diferenga foi encontrada entre os grupos. AMA
como tratamento por si sé ndo alterou a atividade CK quando comparado ao

grupo controle.
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Complexo |

KET como tratamento por si s6 n&o alterou a atividade do complexo |. No
entanto, quando combinada a AMA, aumentou a atividade da enzima no estriado
(F (22, 3) = 2,948, p = 0,045) e na amigdala (F (3, 15) = 13,995, p <0,001). Nao
mais diferengas foram encontradas entre os grupos no hipocampo ou do cértex

pré-frontal.
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Complexo I

O tratamento com KET aumentou a atividade do complexo Il no estriado

(F (3, 21) = 7,153, p = 0,002), enquanto que a combinagcdo de AMA + KET

resultou em aumento dessa atividade no hipocampo (F (3, 23) = 5,171, p

0,007), cortex pré-frontal (F (3, 18) = 5,041, p = 0,01), e striatum (F (3, 21)
7,153, p = 0,002). Nao foram encontradas diferengas entre os grupos na

amigdala.
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Complexo I-1ll

Considerando KET por si s, esta n&o alterou a atividade de complexos I-1ll em
nenhuma das regides do cérebro, AMA + KET aumentou a sua actividade no
hipocampo (F (3, 22) = 5,166, p = 0,007) e na amigdala (F (3, 18) = 5,54, p =
0,07). Nao foram encontradas diferengas entre os grupos no cértex pré-frontal e

no estriado.
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Complexo IV

O tratamento AMA + KET resultou em aumento da atividade do complexo IV no
hipocampo (F (3, 16) = 8,31, p = 0,001) e no estriado (F (3, 14) = 5,087, p =
0,014), enquanto tratamento de KET per se teve nenhum efeito sobre a
atividade enzimatica. Nao houve diferengas entre os grupos foram no cortex pré-

frontal e na amigdala.
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Discussao

Entre varias drogas recém testadas para o tratamento da esquizofrenia,
os antagonistas néo seletivos NMDA parecem ter um potencial importante para
uma resposta adjuvante bem sucedida. Em um modelo animal de esquizofrenia
induzido por tratamento com KET, AMA impediu parcialmente a estereotipia
induzida KET, bem como o aumento da atividade da CK no cértex pré-frontal e
striatum. No entanto, AMA n&o impediu o aumento na atividade do complexo I
induzido por KET, e agiu de forma sinérgica com KET para aumentar as
atividades das enzimas da cadeia respiratéria em outras regides diferentes do
cérebro. Em resumo, estes resultados sugerem que a AMA ndo é totalmente
eficaz na prevencéao de efeitos da KET, e indicam uma agao sinérgica de ambas

as drogas na modulagéo de enzimas atividades da cadeia respiratoria.
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Administracdes sub-anestésica de KET tém sido constantemente utilizado
como um modelo animal de esquizofrenia valido. Dada a sua fungcdo como um
antagonista NMDA potente, esta droga pode produzir alucinagdes e delirios
paranoides em seres humanos [Malhotra et al., 1997], que sdo semelhantes aos
sintomas positivos caracteristicos de pacientes esquizofrénicos. Como discutido
em outro lugar, este modelo reproduz os sintomas positivos e negativos da
doenga, bem como a sua deficiéncia cognitiva [Hunt et al, 2006, Littlewood et al,
2006;.. Takeyama et al, 2006.], Que o torna adequado para teste potencial de
novos medicamentos para o tratamento da esquizofrenia. De nota, efeitos KET
incluem mudangas no sistemas dopaminérgico, glutamatérgico e
serotoninérgico, que em ultima analise irdo ocasionar o aumento de receptores
D2 no hipocampo, diminuicdo dos receptores glutamatérgicos no PFC, e
aumento da densidade de transportadores de dopamina e serotonina no
hipocampo, estriado e PFC [Becker, 2003] . Cada um desses efeitos podem
influenciar diferencialmente caracteristicas comportamentais induzidas por KET,
e pode ser responsavel pela modulagédo, como demonstrado anteriormente [de

Oliveira et al., 2011] de fungdes mitocondriais.

Testes comportamentais mostraram que KET aumentou significativamente
0 numero de travessias avaliadas pelo teste de campo aberto, bem como
reduziu o comportamento de limpeza. Estas caracteristicas induzidas por KET
foram relatadas em outros estudos [de Oliveira et al, 2011;. Canever et al, 2010],

e parecem sugerir uma validade relevante para este modelo animal. No entanto,
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nossos resultados mostram que AMA nao foi capaz de evitar esses efeitos
comportamentais, o que poderia sugerir uma falta de validade preditiva para este
modelo. KET também aumentou significativamente movimentos estereotipados,
que foram parcialmente controlados pela AMA. Ensaios clinicos colocam pontos
para uma eficacia da amantadina e memantina na melhora dos sintomas
positivos e negativos em pacientes esquizofrénicos [de Lucena et al., 2009 and
2011], o que sugere que os efeitos da AMA pode estar mais relacionado a
reversao dos sintomas ao invés de prevencao (tratamento de manutengao),
avaliado em nosso estudo. Além disso, o tratamento KET corresponde
principalmente a fase aguda da doencga, e é possivel que AMA pode ser mais
eficiente na esquizofrenia durante o tratamento crénico. Mais estudos sao
necessarios avaliando a eficacia da AMA em reverter os efeitos
comportamentais induzidos por KET.

A falta de eficacia na prevencao da AMA efeitos KET também pode ser
visto nos complexos da cadeia respiratéria, onde na maioria dos casos, a
alteragao foi encontrada apenas no combinado AMA + KET grupo, € ndo em
ratos tratados somente com KET. Curiosamente, parece haver um efeito
sinérgico de ambos os farmacos em todas as enzimas. Isto pode ser explicado
pelo fato de que ambas as drogas sao antagonistas NMDA, e é possivel que
esse efeito poderia ser um importante modulador das atividades da cadeia
respiratoria enzima avaliada neste modelo. De nota, AMA apresentam outros
mecanismos de acado que conta para seus efeitos neuroprotetores, que incluem

a inibicdo da liberagdo de microglial fatores pro-inflamatérios, um aumento na
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expressao de fatores neurotréficos como o GDNF de astroglia, entre outros
[Ossola et a. , 2011]. De fato, foi relatado que a inibicao do receptor NMDA néo é
crucial para os efeitos neuroprotetores da AMA [Ossola et a., 2011]. Estes dados
enfatizando outros mecanismos de agcao AMA justificar seu uso na prevengao
KET efeitos induzidos, mesmo que ambos sao antagonistas NMDA, e aguarda
novas experiéncias para esclarecer a relevancia desses efeitos diferentes sobre
a sua eficacia para o tratamento da esquizofrenia.

Disfuncao da mitocdndrial tem sido relatada como um importante aspecto
fisiopatolégico da esquizofrenia [Clay et al, 2011;. Ben-Shachar e Laifenfeld,
2004; Ben-Shachar, 2002]. Resumidamente, ele inclui hipoplasia mitocondrial, a
expressao alterada de genes mitocondria-relacionados, e comprometimento do
sistema de fosforilagdo oxidativa em pacientes [Karry et al., 2004]. Além disso, a
morfologia mitocondrial anormal e propor¢dao e densidade fora do padréao
especificado ja foram encontrados no cérebro de individuos esquizofrénicos
[Ben-Shachar, 2002]. Da mesma forma, a disfungdo mitocondrial foi investigada
apos administracao de KET a ratos [de Oliveira et al., 2011]. Um estudo anterior
do nosso grupo demonstrou que o tratamento KET per se, ndo s6 aumenta a
atividade do complexo | no estriado, hipocampo e no PFC, mas também
aumenta a atividade I-ll complexo no striatum, e também ele a atividade do
complexo IV no hipocampo e estriado [de Oliveira et al., 2011]. No entanto,
nossos resultados ndo mostraram diferengas entre tais grupos. Encontramos
um efeito sinérgico de KET + AMA no aumento da atividade do complexo | na

amigdala e no striatum, bem como do complexo Il e IV no hipocampo e no
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estriado, e complexo I-lll no hipocampo e na amigdala. Tratamento de KET per
se apenas gerou o aumento da atividade do complexo Il no striatum, que nao foi
observado em nosso estudo anterior [de Oliveira et al., 2011]. Possiveis razbes
para esta discrepancia é o efeito sinérgico entre estes farmacos nos receptores
NMDA, sem o uso profilatico de neurolepticos para estabilizar os sistemas
dopaminergicos e glutamatergicos. Em geral, o aumento da actividade da cadeia
respiratéria nos complexos mitocondriais que foram encontrados nas amostras
podem refletir um aumento da oferta de demanda energética de funcgdes
celulares nessas situagoes.

Tal aumento da demanda energética também ¢é refletida por nossos
resultados de CK. CK catalisa a conversdo reversivel da creatina ATP e
consome para criar fosfocreatina e ADP, assim agindo para manter a
homeostase energética. Nossos resultados mostram que o aumento da atividade
da CK no PFC, estriado e amigdala estdo em conformidade com estudos
anteriores [Canever et al., 2010], e sugere uma maior demanda ATP nestes
tecidos. Além disso, AMA impediu com sucesso esse aumento no PFC e
estriado, ndo apresentando este efeito sobre amigdala. E possivel que esta
prevencao induzida pela AMA na atividade CK podem estar associados com a
prevencdo de movimentos estereotipados, mas até agora nao podemos
descartar outras possiveis mecanismos pelos quais isso poderia interferir nos
efeitos KET.

Algumas limitagcdes devem ser levadas em conta ao analisar os nossos

dados. Em primeiro lugar, embora o tratamento KET tem sido empregado com
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sucesso como modelo animal de esquizofrenia, ela apresenta limitagdes dbvias
quando se considera a complexidade da doenga sendo impossivel mimetizar
esta patologia simplesmente com uma administracdo de antagonista NDMA
durante 07 dias em ratos. No entanto, tal limitagdo € comum a quase todos os
modelos animais que existem, e no momento, € o que garante mais pesquisas
sobre o desenvolvimento de novas drogas e tratamentos confidveis para as
doengas humanas. Além disso, a eficacia da AMA sobre a prevencao de
sintomas esquizofréniformes seria melhor avaliada em outros modelos animais
de esquizofrenia, em vez deste nosso modelo utilizado (por um antagonista
NMDA). Neste caso, considerou-se que outros mecanismos de acado de KET e
AMA séao cruciais para os seus efeitos, justificando assim a sua utilizagao
combinada neste estudo.

Em resumo, mostramos que a AMA foi capaz de impedir movimentos
estereotipados induzidos por KET e impediu o aumento da atividade CK, ao
passo que AMA nao teve efeito sobre a atividade locomotora e na atividade dos
complexos da cadeia mitocondrial. Baseado em dados clinicos apontando para
uma eficacia de AMA no tratamento de pacientes, nossos resultados sugerem
que outros modelos animais de esquizofrenia devem ser empregadas no estudo

da AMA como uma droga de potencial terapéutico para esta doenca.
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6.5 Artigo 3 Anexo
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Improvement of schizophrenia negative and positive symptoms with
amantadine as add-on therapy to antipsychotics.

David De Lucena, Clarissa Severino Gama, Cintia Cruz, Maria Inés Lobato, Paulo Silva
Belmonte-de-Abreu

Dear Editor,

It has been suggested that glutamate deregulation may be involved in the
neuropathology of schizophrenia (SZ), mainly through N-methyl-d-aspartate receptor
(NMDA) dysfunction.1 Memantine, a drug approved by the FDA for the treatment of
moderate to severe Alzheimer's disease, acts as weak non-selective NMDA receptor
antagonist. Our group conducted the first randomized placebo-controlled clinical trial
with memantine adjunctive to clozapine for the treatment-refractory SZ.2 Surprisingly,
the improvement was not only on negative symptoms domain, we also found
improvement on positive symptoms and cognition. We report the results of Amantadine,
a memantine’s derivate, as adjunctive therapy to antipsychotics in four cases of DSM-IV
SZ. The four subjects were clinically stabilized, but presented with a pronounced motor

retardation, blunted affect, emotional withdrawal and anxiety, scoring at least 3 for each
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of these items at The Brief Psychiatric Rating Scale (BPRS). The subjects gave
informed consent for experimental use of amantadine with the dose increased up to
400mg/day over 6 weeks. Clinical response was assessed by BPRS on baseline and at
sixth week and, Clinical Global Impression scale for Improvement (CGI-l) at the sixth
week: - 3 = very much worse, - 2 = much worse, - 1 = slightly worse, 0 = unchanged, +
1 = slightly improved, + 2 = much improved, + 3 = very much improved. The case

series are described in Table 1.

Table 1, Patients with schizophrenia treated with amantadine

These cases illustrate a clinical response to negative symptoms beyond positive

symptoms improvement. Some lines of evidence suggest that amantadine would be
helpful for SZ positive, negative and cognitive symptom domains treatment. It is capable
to increase monoaminergic tonus, through dopamine, noradrenaline and serotonine
increasement in amygdala and hippocampus conferring an antidepressant profile.3 Its

direct modulation of glutamate, through partial agonism of NMDA receptors has and
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important role on cognition, learning and new memories recall, contributing for Brain
derived neurotrophic factor (BDNF) cerebral increase and neuronal membrane
stabilization.4 There is evidence that oxidative stress is increased in patients with SZ .5
As previously reported, memantine may be considered a neuroprotective drug, by
increasing BDNF levels and preventing dopamine deficit.2 Thus, amantadine may act
like memantine by chronically reducing neuronal oxidative stress of treated patients,
decreasing aggression to neurons and neuronal death. Our findings need to be
replicated in a larger sample size and over a longer follow-up in order to better evaluate
the potential benefits of this adjunctive treatment. However, this report adds to the

evidence base supporting a key role of glutamate in the pathophysiology of SZ.

1. Bressan RA, Pilowsky LS. The Glutamatergic Hypothesis of Schizophrenia. Rev Bras
Psiquiatr 2003;25(3):177-183.

2. De Lucena D, Fernandes B, Berk M, Dodd S,; Medeiros D, Pedrini M, Kunz M,
Gomes F, Giglio L, Lobato MI, Belmonte-de-Abreu PS, GAMA CS. Improvement of
schizophrenia negative and positive symptoms: A double-blind, randomized, placebo-
controlled trial with memantine as add-on therapy to clozapine. J Clin Psychiatry.
2009;70(10):1416-23.

3. Peeters M, Page G, Maloteaux JM, Hermans E. Hypersensitivity of dopamine
transmission in the rat striatum after treatment with the NMDA receptor antagonist

amantadine. Brain Res. 2002;949(1-2):32-41.
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4. Morvanova M, Lakso M, Pirhonen J, Nawa H, Wong G, Castren E: The
neuroprotective agent memantine induces brain-derived neurotrophic factor and trkB
receptor expression in rat brain. Mol Cell Neurosci 2001;18: 247-258.

5. Gama CS, Berk M, Andreazza AC, Kapczinski F, Belmonte-de-Abreu P. Serum levels
of brain-derived neurotrophic factor and thiobarbituric acid reactive substances in
chronically medicated schizophrenic patients: a positive correlation. Rev Bras Psiquiatr.

2008:30(4):337-40.
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7. Conclusodes e Consideragoes Finais

No presente momento ainda ndo ha possibilidade terapéutica de prevencéo na

esquizofrenia e a maior parte das medicagdes sao utilizadas da tentativa da
reabilitacdo dos pacientes que ja se encontram psicoticos. O futuro do tratamento
destes pacientes esta justamente da descoberta de novas moléculas capazes de tratar,
e até prevenir a progressdo da patologia para estagios de sintomas graves
comparaveis a uma deméncia, conforme descrito por Kraepelin.

Paulatinamente, o tratamento da esquizofrenia tem saindo do foco sintomatico,
onde a regra € o bloqueio dopaminérgico, e esta rumando para um foco integrador,
onde a desregulacdo de conectividade neuronal, desregulacdo glutamatérgica e
ativacao patoldgica de vias inflamatdrias tornam-se de grande importancia. (Ver Anexo
01)

A amantadina mostra-se, neste contexto, um farmaco de propriedades
compativeis com este novo entendimento da esquizofrenia. Sua acao nos sistemas
serotoninérgicos, dopaminérgicos, noradrenégicos, glutamatérgico e por fim na
regulacdo da microglia mostra sua capacidade de agir em diferentes perfis e fases da
doencga, contribuindo tanto para o esbatimento de sintomas residuais, como para o
prevencao da morte neuronal.

Como perspectivas futuras deste estudo, fica a utilizagdo e seguimento da
amantadina em pacientes em alto risco para desenvolvimento de esquizofrenia, o teste

em diferentes doses em outros modelos animais para aventar a utilizacdo de doses
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superiores com seguranca e a realizagdo de um ensaio clinico duplo-cego (em

realizagao) para consolidar esta nova terapéutica.
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8. Anexos

Anexo 1.

serum cerebrospinal fluid
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Adaptado de Nature Review - Direitos Reservados.
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Anexo 2.
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Modelo integrador fisiopatologico da Esquizofrenia ( Adaptado de Tandon 2012)
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Anexo 3.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES
Numero do estudo: Nome do sujeito:
Data de nascimento: Céd. de identidade do sujeito:
Médico supervisor:

Gostariamos de convidar o Sr./Sra a ler este termo e, se for do seu consentimento, participar
neste estudo.

Esta folha informativa tem o objetivo de fornecer a informagédo minima para quem considerar participar
neste estudo. Ela ndo elimina a necessidade do pesquisador de explicar, e se necessario, ampliar as informagées
nela contidas.

Antes de participar deste estudo, gostariamos que vocé tomasse conhecimento do que ele envolve.
Damos abaixo alguns esclarecimentos sobre duvidas que vocé possa ter. Em caso de qualquer duvida quanto ao
estudo, o que ele envolve e sobre os seus direitos, vocé devera contatar a Dra. Clarissa Severino Gama pelo
telefone (51) 3359-8845 (Pesquisadora Responsavel).

. L o 5

Com este estudo buscamos identificar se a amantadina quando usada juntamente com o tratamento
habitual que o Sr./Sra esta recebendo, traz beneficios no tratamento da esquizofrenia. Caso haja esta relagao, esta
substancia podera ser util para ajudar no tratamento desta doenga.

L - N

A amantadina j& é uma medicagdo comercializada no Brasil. As indicacbes atuais do seu uso s&o
quadros de deméncias (Alzheimer, vascular, Wernick-Korsakoff). Ndo existem relatos de prejuizo com o uso
juntamente com clozapina e/ou amantadina. Os efeitos colaterais mais comuns causados pela amantadina sao
tontura, dor de cabega e cansago. Existe o risco da pungéo venosa, que € um procedimento corriqueiro e de
baixissimo risco. Os riscos da pungéo venosa sdo um mal-estar passageiro ou mancha roxa no local da coleta
de sangue. Serao retirados 10 ml de sangue, o que ndo compromete a saude do paciente. O procedimento sera
feito com material esterilizado e descartavel por profissionais da area de saide com competéncia técnica para
tal. Nao sera feita nenhuma alteragdo na medicagao em uso pelo paciente.

Itens importantes

Vocé tem a liberdade de desistir do estudo a qualquer momento, sem fornecer um motivo, assim como

pedir maiores informagdes sobre o estudo e o procedimento a ser feito.
?

Sua colaboragdo neste estudo visa aumentar o conhecimento cientifico sobre o tratamento da
esquizofrenia. Caso os resultados do estudo sejam positivos, em curto prazo vocé podera dispor deste tratamento,
pois a amantadina ja é comercializada no Brasil.

Como serd o estudo?

Caso vocé concorde em participar do estudo, além do tratamento usual que esta recebendo agora,
havera a possibilidade de receber a medicacdo amantadina ou uma substancia inativa (placebo). A sua chance de
receber amantadina ou placebo sera feita por sorteio, sendo que cada participante tem igual chance de rebeber um
ou outro (50%).0 seu tratamento atual ndo sera modificado. Nao ha necessidade de interrupgédo do tratamento para
esquizofrenia ou qualquer outra medicagdo. O numero de consultas ndo sera alterado, e o tratamento seguira
normalmente. Em algumas consultas — a cada 4 semanas aproximadamente — vocé devera responder a algumas
perguntas a fim de avaliar o tratamento. O tempo total de duragéo do estudo é de 12 semanas.

Quais s3 lireitos?

Os pesquisadores do Servigo de Psiquiatria e os representantes da Comisséo de Etica do HCPA podem
necessitar examinar os seus registros a fim de verificar as informagdes para o objetivo deste estudo. No entanto, os
seus registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente. Os resultados deste estudo poderdo ser
publicados em jornais cientificos ou submetidos a autoridade de medicamento competente, mas vocé ndo sera
identificado por nome. Sua participagdo neste estudo € voluntaria, de forma que caso vocé decida nao participar,
isso n&o afetara o tratamento normal ao qual vocé tem direito.
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DECLARACAO:

=L TR declaro que:
Concordo total e voluntariamente em fazer parte deste estudo.
Recebi uma explicagdo completa do objetivo do estudo, dos procedimentos envolvidos e o que se
espera de mim. O médico me explicou os possiveis problemas que podem surgir em consequiéncia
da minha participagédo neste estudo.
Informei o médico sobre medicamentos que estou tomando.
Concordo em cooperar inteiramente com o médico supervisor.
Estou ciente de que tenho total liberdade de desistir do estudo a qualquer momento e que esta
desisténcia nao ira, de forma alguma, afetar meu tratamento ou administragdo médica futura.
Estou ciente de que a informagdo nos meus registros médicos € essencial para a avaliagdo dos
resultados do estudo. Concordo em liberar esta informagdo sob o entendimento de que ela sera
tratada confidencialmente.
Estou ciente de que nao serei referido por nome em qualquer relatério relacionado a este estudo. Da
minha parte, ndo devo restringir, de forma alguma, os resultados que possam surgir neste estudo.

Assinatura do Paciente

Ass:

Data:

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Ass:

Data:

Assinatura do Familiar Responsavel pelo Paciente

Ass:

Data:

Sintese de Adamantanos.
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Anexo 4

Dicionario Farmacéutico

SYMMETREL®
(Amantadine Hydrochloride, USP) Tablets and Syrup

SYMMETREL (Amantadine Hydrochloride, USP) is designated generically as amantadine hydrochloride
and chemically as 1-adamantanamine hydrochloride.

NH2
* HCI

Amantadine hydrochloride is a stable white or nearly white crystalline powder, freely soluble in water and
soluble in alcohol and in chloroform.

Amantadine hydrochloride has pharmacological actions as both an anti-Parkinson and an antiviral drug.
SYMMETREL is available in tablets and syrup.

Each tablet intended for oral administration contains 100 mg amantadine hydrochloride and has the
following inactive ingredients: hydroxypropyl methylcellulose, magnesium stearate, microcrystalline
cellulose, sodium starch glycolate, FD&C Yellow No. 6.

SYMMETREL syrup contains 50 mg of amantadine hydrochloride per 5 mL and has the following inactive
ingredients: artificial raspberry flavor, citric acid, methylparaben, propylparaben, and sorbitol solution.

CLINICAL PHARMACOLOGY Pharmacodynamics Mechanism of Action: Antiviral

The mechanism by which amantadine exerts its antiviral activity is not clearly understood. It appears to
mainly prevent the release of infectious viral nucleic acid into the host cell by interfering with the function
of the transmembrane domain of the viral M2 protein. In certain cases, amantadine is also known to
prevent virus assembly during virus replication. It does not appear to interfere with the immunogenicity of
inactivated influenza A virus vaccine.

Antiviral Activity

Amantadine inhibits the replication of influenza A virus isolates from each of the subtypes, i.e., HI1N1,
H2N2 and H3N2. It has very little or no activity against influenza B virus isolates. A quantitative
relationship between the in vitro susceptibility of influenza A virus to amantadine and the clinical response
to therapy has not been established in man. Sensitivity test results, expressed as the concentration of
amantadine required to inhibit by 50% the growth of virus (ED50) in tissue culture vary greatly (from 0.1
pg/mL to 25.0 pg/mL) depending upon the assay protocol used, size of virus inoculum, isolates of
influenza A virus strains tested, and the cell type used. Host cells in tissue culture readily tolerated
amantadine up to a concentration of

100 pg/mL.

Drug Resistance
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Influenza A variants with reduced in vitro sensitivity to amantadine have been isolated from epidemic
strains in areas where adamantane derivatives are being used. Influenza viruses with reduced in vitro
sensitivity have been shown to be transmissible and to cause typical influenza illness. The quantitative
relationship between the in vitro sensitivity of influenza A variants to amantadine and the clinical response
to therapy has not been established.

Mechanism of Action: Parkinson’s Disease

The mechanism of action of amantadine in the treatment of Parkinson’s disease and drug- induced
extrapyramidal reactions is not known. Data from earlier animal studies suggest that SYMMETREL may
have direct and indirect effects on dopamine neurons. More recent studies have demonstrated that
amantadine is a weak, non-competitive NMDA receptor antagonist (Ki = 10uM). Although amantadine has
not been shown to possess direct anticholinergic activity in animal studies, clinically, it exhibits
anticholinergic-like side effects such as dry mouth, urinary retention, and constipation.

Pharmacokinetics

SYMMETREL is well absorbed orally. Maximum plasma concentrations are directly related to dose for
doses up to 200 mg/day. Doses above 200 mg/day may result in a greater than proportional increase in
maximum plasma concentrations. It is primarily excreted unchanged in the urine by glomerular filtration
and tubular secretion. Eight metabolites of amantadine have been identified in human urine. One
metabolite, an N-acetylated compound, was quantified in human urine and accounted for 5-15% of the
administered dose. Plasma acetylamantadine accounted for up to 80% of the concurrent amantadine
plasma concentration in 5 of 12 healthy volunteers following the ingestion of a 200 mg dose of
amantadine. Acetylamantadine was not detected in the plasma of the remaining seven volunteers. The
contribution of this metabolite to efficacy or toxicity is not known.

There appears to be a relationship between plasma amantadine concentrations and toxicity. As
concentration increases, toxicity seems to be more prevalent, however, absolute values of amantadine
concentrations associated with adverse effects have not been fully defined.

Amantadine pharmacokinetics were determined in 24 normal adult male volunteers after the oral
administration of a single amantadine hydrochloride 100 mg soft gel capsule. The mean + SDmaximum
plasma concentration was 0.22 £ 0.03 pg/mL (range: 0.18 to 0.32 pg/mL). The time to peak concentration
was 3.3 = 1.5 hours (range: 1.5 to 8.0 hours). The apparent oral clearance was 0.28 + 0.11 L/hr/kg
(range: 0.14 to 0.62 L/hr/kg). The half-life was 17 £ 4 hours (range: 10 to 25 hours). Across other studies,
amantadine plasma half-life has averaged 16 + 6 hours (range: 9 to 31 hours) in 19 healthy volunteers.

After oral administration of a single dose of 100 mg amantadine syrup to five healthy volunteers, the
mean + SD maximum plasma concentration Cmax was 0.24 + 0.04 ug/mL and ranged from 0.18 to 0.28
pg/mL. After 15 days of amantadine 100 mg b.i.d., the Cmax was 0.47 £ 0.11 yg/mL in four of the five
volunteers. The administration of amantadine tablets as a 200 mg single dose to 6 healthy subjects
resulted in a Cmax of 0.51 + 0.14 ug/mL. Across studies, the time to Cmax (Tmax) averaged about 2 to 4
hours.

Plasma amantadine clearance ranged from 0.2 to 0.3 L/hr/kg after the administration of 5 mg to 25 mg
intravenous doses of amantadine to 15 healthy volunteers.

In six healthy volunteers, the ratio of amantadine renal clearance to apparent oral plasma clearance was
0.79 £ 0.17 (mean % SD).

The volume of distribution determined after the intravenous administration of amantadine to 15 healthy
subjects was 3 to 8 L/kg, suggesting tissue binding. Amantadine, after single oral 200 mg doses to 6
healthy young subjects and to 6 healthy elderly subjects has been found in nasal mucus at mean + SD
concentrations of 0.15 + 0.16, 0.28 + 0.26, and 0.39 + 0.34 pg/g at 1, 4, and 8 hours after dosing,
respectively. These concentrations represented 31 + 33%, 59 + 61%, and 95 + 86% of the corresponding
plasma amantadine concentrations. Amantadine is approximately 67% bound to plasma proteins over a
concentration range of 0.1 to 2.0 yg/mL. Following the administration of amantadine 100 mg as a single
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dose, the mean + SD red blood cell to plasma ratio ranged from 2.7 + 0.5 in 6 healthy subjects to 1.4 +
0.2 in 8 patients with renal insufficiency.

The apparent oral plasma clearance of amantadine is reduced and the plasma half-life and plasma
concentrations are increased in healthy elderly individuals age 60 and older. After single dose
administration of 25 to 75 mg to 7 healthy, elderly male volunteers, the apparent plasma clearance of
amantadine was 0.10 + 0.04 L/hr/kg (range 0.06 to 0.17 L/hr/kg) and the half-life was 29 + 7 hours (range
20 to 41 hours). Whether these changes are due to decline in renal function or other age related factors is
not known.

In a study of young healthy subjects (n=20), mean renal clearance of amantadine, normalized for body
mass index, was 1.5 fold higher in males compared to females (p<0.032).

Compared with otherwise healthy adult individuals, the clearance of amantadine is significantly reduced in
adult patients with renal insufficiency. The elimination half-life increases two to three fold or greater when
creatinine clearance is less than 40 mL/min/1.73 m2 and averages eight days in patients on chronic
maintenance hemodialysis. Amantadine is removed in negligible amounts by hemodialysis.

The pH of the urine has been reported to influence the excretion rate of SYMMETREL. Since the
excretion rate of SYMMETREL increases rapidly when the urine is acidic, the administration of urine
acidifying drugs may increase the elimination of the drug from the body.

INDICATIONS AND USAGE

SYMMETREL is indicated for the prophylaxis and treatment of signs and symptoms of infection caused
by various strains of influenza A virus. SYMMETREL is also indicated in the treatment of parkinsonism
and drug-induced extrapyramidal reactions.

Influenza A Prophylaxis

SYMMETREL (Amantadine Hydrochloride, USP) is indicated for chemoprophylaxis against signs and
symptoms of influenza A virus infection when early vaccination is not feasible or when the vaccine is
contraindicated or not available. In the prophylaxis of influenza, early vaccination on an annual basis as
recommended by the Centers for Disease Control’'s Immunization Practices Advisory Committee is the
method of choice. Because SYMMETREL does not completely prevent the host immune response to
influenza A infection, individuals who take this drug may still develop immune responses to natural
disease or vaccination and may be protected when later exposed to antigenically related viruses.
Following vaccination during an influenza A outbreak, SYMMETREL prophylaxis should be considered for
the 2- to 4-week time period required to develop an antibody response.

Influenza A Treatment

SYMMETREL is also indicated in the treatment of uncomplicated respiratory tract illness caused by
influenza A virus strains especially when administered early in the course of iliness. There are no well-
controlled clinical studies demonstrating that treatment with SYMMETREL will avoid the development of
influenza A virus pneumonitis or other complications in high risk patients.

There is no clinical evidence indicating that SYMMETREL is effective in the prophylaxis or treatment of
viral respiratory tract illnesses other than those caused by influenza A virus strains.

Parkinson’s Disease/Syndrome
SYMMETREL is indicated in the treatment of idiopathic Parkinson’s disease (Paralysis Agitans),
postencephalitic parkinsonism, and symptomatic parkinsonism which may follow injury to the nervous

system by carbon monoxide intoxication. It is indicated in those elderly patients believed to develop
parkinsonism in association with cerebral arteriosclerosis. In the treatment of Parkinson’s disease,
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SYMMETREL is less effective than levodopa, (-)-3-(3,4- dihydroxyphenyl)-L-alanine, and its efficacy in
comparison with the anticholinergic antiparkinson drugs has not yet been established.

Drug-Induced Extrapyramidal Reactions

SYMMETREL is indicated in the treatment of drug-induced extrapyramidal reactions. Although
anticholinergic-type side effects have been noted with SYMMETREL when used in patients with drug-
induced extrapyramidal reactions, there is a lower incidence of these side effects than that observed with
the anticholinergic antiparkinson drugs.

CONTRAINDICATIONS

SYMMETREL is contraindicated in patients with known hypersensitivity to amantadine hydrochloride or to
any of the other ingredients in SYMMETREL.

WARNINGS
Deaths

Deaths have been reported from overdose with SYMMETREL. The lowest reported acute lethal dose was
1 gram. Acute toxicity may be attributable to the anticholinergic effects of amantadine. Drug overdose has
resulted in cardiac, respiratory, renal or central nervous system toxicity. Cardiac dysfunction includes
arrhythmia, tachycardia and hypertension (see OVERDOSAGE).

Suicide Attempts

Suicide attempts, some of which have been fatal, have been reported in patients treated with
SYMMETREL, many of whom received short courses for influenza treatment or prophylaxis. The
incidence of suicide attempts is not known and the pathophysiologic mechanism is not understood.
Suicide attempts and suicidal ideation have been reported in patients with and without prior history of
psychiatric illness. SYMMETREL can exacerbate mental problems in patients with a history of psychiatric
disorders or substance abuse. Patients who attempt suicide may exhibit abnormal mental states which
include disorientation, confusion, depression, personality changes, agitation, aggressive behavior,
hallucinations, paranoia, other psychotic reactions, and somnolence or insomnia. Because of the
possibility of serious adverse effects, caution should be observed when prescribing SYMMETREL to
patients being treated with drugs having CNS effects, or for whom the potential risks outweigh the benefit
of treatment.

CNS Effects

Patients with a history of epilepsy or other “seizures” should be observed closely for possible increased
seizure activity.

Patients receiving SYMMETREL who note central nervous system effects or blurring of vision should be
cautioned against driving or working in situations where alertness and adequate motor coordination are
important.

Other

Patients with a history of congestive heart failure or peripheral edema should be followed closely as there
are patients who developed congestive heart failure while receiving SYMMETREL.

Patients with Parkinson’s disease improving on SYMMETREL should resume normal activities gradually
and cautiously, consistent with other medical considerations, such as the presence of osteoporosis or
phlebothrombosis.
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Because SYMMETREL has anticholinergic effects and may cause mydriasis, it should not be given to
patients with untreated angle closure glaucoma.

PRECAUTIONS

SYMMETREL should not be discontinued abruptly in patients with Parkinson’s disease since a few
patients have experienced a parkinsonian crisis, i.e., a sudden marked clinical deterioration, when this
medication was suddenly stopped. The dose of anticholinergic drugs or of SYMMETREL should be
reduced if atropine-like effects appear when these drugs are used concurrently. Abrupt discontinuation
may also precipitate delirium, agitation, delusions, hallucinations, paranoid reaction, stupor, anxiety,
depression and slurred speech.

Neuroleptic Malignant Syndrome (NMS)

Sporadic cases of possible Neuroleptic Malignant Syndrome (NMS) have been reported in association
with dose reduction or withdrawal of SYMMETREL therapy. Therefore, patients should be observed
carefully when the dosage of SYMMETREL is reduced abruptly or discontinued, especially if the patient is
receiving neuroleptics.

NMS is an uncommon but life-threatening syndrome characterized by fever or hyperthermia; neurologic
findings including muscle rigidity, involuntary movements, altered consciousness; mental status changes;
other disturbances such as autonomic dysfunction, tachycardia, tachypnea, hyper- or hypotension;
laboratory findings such as creatine phosphokinase elevation, leukocytosis, myoglobinuria, and increased
serum myoglobin.

The early diagnosis of this condition is important for the appropriate management of these patients.
Considering NMS as a possible diagnosis and ruling out other acute illnesses (e.g., pneumonia, systemic
infection, etc.) is essential. This may be especially complex if the clinical presentation includes both
serious medical illness and untreated or inadequately treated extrapyramidal signs and symptoms (EPS).
Other important considerations in the differential diagnosis include central anticholinergic toxicity, heat
stroke, drug fever and primary central nervous system (CNS) pathology.

The management of NMS should include: 1) intensive symptomatic treatment and medical monitoring,
and 2) treatment of any concomitant serious medical problems for which specific treatments are available.
Dopamine agonists, such as bromocriptine, and muscle relaxants, such as dantrolene are often used in
the treatment of NMS, however, their effectiveness has not been demonstrated in controlled studies.

Renal disease

Because SYMMETREL is mainly excreted in the urine, it accumulates in the plasma and in the body
when renal function declines. Thus, the dose of SYMMETREL should be reduced in patients with renal
impairment and in individuals who are 65 years of age or older (see DOSAGE AND ADMINISTRATION;
Dosage for Impaired Renal Function).

Liver disease

Care should be exercised when administering SYMMETREL to patients with liver disease. Rare instances
of reversible elevation of liver enzymes have been reported in patients receiving SYMMETREL, though a
specific relationship between the drug and such changes has not been established.

Melanoma

Epidemiological studies have shown that patients with Parkinson’s disease have a higher risk (2- to
approximately 6-fold higher) of developing melanoma than the general population. Whether the increased

risk observed was due to Parkinson’s disease or other factors, such as drugs used to treat Parkinson’s
disease, is unclear.
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For the reasons stated above, patients and providers are advised to monitor for melanomas frequently
and on a regular basis when using SYMMETREL for any indication. Ideally, periodic skin examinations
should be performed by appropriately qualified individuals (e.g., dermatologists).

Other

The dose of SYMMETREL may need careful adjustment in patients with congestive heart failure,
peripheral edema, or orthostatic hypotension. Care should be exercised when administering
SYMMETREL to patients with a history of recurrent eczematoid rash, or to patients with psychosis or
severe psychoneurosis not controlled by chemotherapeutic agents.

Serious bacterial infections may begin with influenza-like symptoms or may coexist with or occur as
complications during the course of influenza. SYMMETREL has not been shown to prevent such
complications.

Information for Patients

Patients should be advised of the following information:

Blurry vision and/or impaired mental acuity may occur.

Gradually increase physical activity as the symptoms of Parkinson’s disease improve.

Avoid excessive alcohol usage, since it may increase the potential for CNS effects such as dizziness,
confusion, lightheadedness and orthostatic hypotension.

Avoid getting up suddenly from a sitting or lying position. If dizziness or lightheadedness occurs, notify
physician.

Notify physician if mood/mental changes, swelling of extremities, difficulty urinating and/or shortness of
breath occur.

Do not take more medication than prescribed because of the risk of overdose. If there is no improvement
in a few days, or if medication appears less effective after a few weeks, discuss with a physician.

Consult physician before discontinuing medication.
Seek medical attention immediately if it is suspected that an overdose of medication has been taken.

There have been reports of patients experiencing intense urges to gamble, increased sexual urges, and
other intense urges while taking one or more of the medications generally used for the treatment of
Parkinson’s disease, including SYMMETREL. Although it is not proven that the medications caused these
events, these urges were reported to have stopped in some cases when the dose was reduced or the
medication was stopped. Prescribers should ask patients about the development of new or increased
gambling urges, sexual urges or other urges while being treated with SYMMETREL. Patients should
inform their physician if they experience new or increased gambling urges, increased sexual urges or
other intense urges while taking SYMMETREL. Physicians should consider dose reduction or stopping
the medication if a patient develops such urges while taking SYMMETREL.

Drug Interactions

Careful observation is required when SYMMETREL is administered concurrently with central nervous
system stimulants.

Agents with anticholinergic properties may potentiate the anticholinergic-like side effects of amantadine.
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Coadministration of thioridazine has been reported to worsen the tremor in elderly patients with
Parkinson’s disease, however, it is not known if other phenothiazines produce a similar response.
Coadministration of Dyazide (triamterene/hydrochlorothiazide) resulted in a higher plasma amantadine
concentration in a 61-year-old man receiving SYMMETREL (Amantadine Hydrochloride, USP) 100 mg
TID for Parkinson’s disease.1 It is not known which of the components of Dyazide contributed to the
observation or if related drugs produce a similar response.

Coadministration of quinine or quinidine with amantadine was shown to reduce the renal clearance of
amantadine by about 30%.

The concurrent use of SYMMETREL with live attenuated influenza vaccine (LAIV) intranasal has not been
evaluated. However, because of the potential for interference between these products, LAIV should not
be administered within 2 weeks before or 48 hours after administration of SYMMETREL, unless medically
indicated. The concern about possible interference arises from the potential for antiviral drugs to inhibit
replication of live vaccine virus. Trivalent inactivated influenza vaccine can be administered at any time
relative to use of SYMMETREL.

Carcinogenesis and Mutagenesis

Long-term in vivo animal studies designed to evaluate the carcinogenic potential of SYMMETREL have
not been performed. In several in vitro assays for gene mutation, SYMMETREL did not increase the
number of spontaneously observed mutations in four strains of Salmonella typhimurium (Ames Test) or in
a mammalian cell line (Chinese Hamster Ovary cells) when incubations were performed either with or
without a liver metabolic activation extract. Further, there was no evidence of chromosome damage
observed in an in vitro test using freshly derived and stimulated human peripheral blood lymphocytes
(with and without metabolicactivation) or in an in vivo mouse bone marrow micronucleus test (140-550
mg/kg; estimated human equivalent doses of 11.7-45.8 mg/kg based on body surface area conversion).

Impairment of Fertility

The effect of amantadine on fertility has not been adequately tested, that is, in a study conducted under
Good Laboratory Practice (GLP) and according to current recommended methodology. In a three litter,
non-GLP, reproduction study in rats, Symmetrel at a dose of 32 mg/kg/day (equal to the maximum
recommended human dose on a mg/m2 basis) administered to both males and females slightly impaired
fertility. There were no effects on fertility at a dose level of 10 mg/kg/day (or 0.3 times the maximum
recommended human dose on a mg/m2 basis); intermediate doses were not tested.

Failed fertility has been reported during human in vitro fertilization (IVF) when the sperm donor ingested
amantadine 2 weeks prior to, and during the IVF cycle.

Pregnancy Category C

The effect of amantadine on embryofetal and peri-postnatal development has not been adequately tested,
that is, in studies conducted under Good Laboratory Practice (GLP) and according to current
recommended methodology. However, in two non-GLP studies in rats in which females were dosed from
5 days prior to mating to Day 6 of gestation or on Days 7-14 of gestation, Symmetrel produced increases
in embryonic death at an oral dose of 100 mg/kg (or 3 times the maximum recommended human dose on
a mg/m2 basis). In the non-GLP rat study in which females were dosed on Days 7-14 of gestation, there
was a marked increase in severe visceral and skeletal malformations at oral doses of 50 and 100 mg/kg
(or 1.5 and 3 times, respectively, the maximum recommended human dose on a mg/m2 basis). The no-
effect dose for teratogenicity was 37 mg/kg (equal to the maximum recommended human dose on a mg/
m2 basis). The safety margins reported may not accurately reflect the risk considering the questionable
quality of the study on which they are based. There are no adequate and well- controlled studies in
pregnant women. Human data regarding teratogenicity after maternal use of amantadine is scarce.
Tetralogy of Fallot and tibial hemimelia (normal karyotype) occurred in an infant exposed to amantadine
during the first trimester of pregnancy (100 mg P.O. for 7 days during the 6th and 7th week of gestation).
Cardiovascular maldevelopment (single ventricle with pulmonary atresia) was associated with maternal
exposure to amantadine (100 mg/d) administered during the first 2 weeks of pregnancy. SYMMETREL
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should be used during pregnancy only if the potential benefit justifies the potential risk to the embryo or
fetus.

Nursing Mothers
SYMMETREL is excreted in human milk. Use is not recommended in nursing mothers.
Pediatric Use

The safety and efficacy of SYMMETREL in newborn infants and infants below the age of 1 year have not
been established.

Usage in the Elderly

Because SYMMETREL is primarily excreted in the urine, it accumulates in the plasma and in the body
when renal function declines. Thus, the dose of SYMMETREL should be reduced in patients with renal
impairment and in individuals who are 65 years of age or older. The dose of SYMMETREL may need
reduction in patients with congestive heart failure, peripheral edema, or orthostatic hypotension (see
DOSAGE AND ADMINISTRATION).

ADVERSE REACTIONS

The adverse reactions reported most frequently at the recommended dose of SYMMETREL (5- 10%) are:
nausea, dizziness (lightheadedness), and insomnia.

Less frequently (1-5%) reported adverse reactions are: depression, anxiety and irritability, hallucinations,
confusion, anorexia, dry mouth, constipation, ataxia, livedo reticularis, peripheral edema, orthostatic
hypotension, headache, somnolence, nervousness, dream abnormality, agitation, dry nose, diarrhea and
fatigue.

Infrequently (0.1-1%) occurring adverse reactions are: congestive heart failure, psychosis, urinary
retention, dyspnea, skin rash, vomiting, weakness, slurred speech, euphoria, thinking abnormality,
amnesia, hyperkinesia, hypertension, decreased libido, and visual disturbance, including punctate
subepithelial or other corneal opacity, corneal edema, decreased visual acuity, sensitivity to light, and
optic nerve palsy.

Rare (less than 0.1%) occurring adverse reactions are: instances of convulsion, leukopenia, neutropenia,
eczematoid dermatitis, oculogyric episodes, suicidal attempt, suicide, and suicidal ideation (see
WARNINGS).

Other adverse reactions reported during postmarketing experience with SYMMETREL usage include:
Nervous System/Psychiatric

coma, stupor, delirium, hypokinesia, hypertonia, delusions, aggressive behavior, paranoid reaction, manic
reaction, involuntary muscle contractions, gait abnormalities, paresthesia, EEG changes, and tremor.
Abrupt discontinuation may also precipitate delirium, agitation, delusions, hallucinations, paranoid
reaction, stupor, anxiety, depression and slurred speech;

Cardiovascular

cardiac arrest, arrhythmias including malignant arrhythmias, hypotension, and tachycardia;

Respiratory

acute respiratory failure, pulmonary edema, and tachypnea;
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Gastrointestinal

dysphagia;

Hematologic

leukocytosis; agranulocytosis
Special Senses

keratitis and mydriasis;

Skin and Appendages
pruritus and diaphoresis;
Miscellaneous

neuroleptic malignant syndrome (see WARNINGS), allergic reactions including anaphylactic reactions,
edema, and fever;

Laboratory Test
elevated: CPK, BUN, serum creatinine, alkaline phosphatase, LDH, bilirubin, GGT, SGOT, and SGPT.
OVERDOSAGE

Deaths have been reported from overdose with SYMMETREL. The lowest reported acute lethal dose was
1 gram. Because some patients have attempted suicide by overdosing with amantadine, prescriptions
should be written for the smallest quantity consistent with good patient management.

Acute toxicity may be attributable to the anticholinergic effects of amantadine. Drug overdose has resulted
in cardiac, respiratory, renal or central nervous system toxicity. Cardiac dysfunction includes arrhythmia,
tachycardia and hypertension. Pulmonary edema and respiratory distress (including adult respiratory
distress syndrome - ARDS) have been reported; renal dysfunction including increased BUN, decreased
creatinine clearance and renal insufficiency can occur. Central nervous system effects that have been
reported include insomnia, anxiety, agitation, aggressive behavior, hypertonia, hyperkinesia, ataxia, gait
abnormality, tremor, confusion, disorientation, depersonalization, fear, delirium, hallucinations, psychotic
reactions, lethargy, somnolence and coma. Seizures may be exacerbated in patients with prior history of
seizure disorders. Hyperthermia has also been observed in cases where a drug overdose has occurred.

There is no specific antidote for an overdose of SYMMETREL. However, slowly administered intravenous
physostigmine in 1 and 2 mg doses in an adult2 at 1- to 2-hour intervals and 0.5 mg doses in a child3 at
5- to 10-minute intervals up to a maximum of 2 mg/hour have been reported to be effective in the control
of central nervous system toxicity caused by amantadine hydrochloride. For acute overdosing, general
supportive measures should be employed along with immediate gastric lavage or induction of emesis.
Fluids should be forced, and if necessary, given intravenously. The pH of the urine has been reported to
influence the excretion rate of SYMMETREL. Since the excretion rate of SYMMETREL increases rapidly
when the urine is acidic, the administration of urine acidifying drugs may increase the elimination of the
drug from the body. The blood pressure, pulse, respiration and temperature should be monitored. The
patient should be observed for hyperactivity and convulsions; if required, sedation, and anticonvulsant
therapy should be administered. The patient should be observed for the possible development of
arrhythmias and hypotension; if required, appropriate antiarrhythmic and antihypotensive therapy should
be given. Electrocardiographic monitoring may be required after ingestion, since malignant
tachyarrhythmias can appear after overdose.
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Care should be exercised when administering adrenergic agents, such as isoproterenol, to patients with a
SYMMETREL overdose, since the dopaminergic activity of SYMMETREL has been reported to induce
malignant arrhythmias.

The blood electrolytes, urine pH and urinary output should be monitored. If there is no record of recent
voiding, catheterization should be done.
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