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RESUMO

A esquizofrenia é um importante transtorno psiquiatrico e geralmente associado a
danos sociais e ocupacionais, envolvendo episédios de psicose crbnica ou
recorrente. A prevaléncia varia entre 0,6 a 1,9% na populacdo, com o inicio dos
sintomas ocorrendo antes dos 25 anos de idade e persistindo durante toda a vida. O
objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do haloperidol sobre parametros
epigenéticos e fatores neurotréficos no cérebro de ratos submetidos ao modelo
animal de esquizofrenia induzida por cetamina. Foram utilizados 32 ratos Wistar,
divididos em 4 grupos experimentais, tratados com cetamina ou solucdo salina por
14 dias do experimento. Entre o 8° e 14° dias, foram administrados agua ou
haloperidol. Configurando, dessa forma, os grupos: Controle (Solugdo salina +
agua); Haloperidol (Solucdo salina + haloperidol), Cetamina (Cetamina + agua) e
Cetamina + Haloperidol (Cetamina + haloperidol). Decorridos 30 minutos apés a
ultima aplicagdo das drogas, os animais foram submetidos ao teste de campo
aberto. Imediatamente apds, foram eutanasiados e as estruturas cerebrais, como
cortex frontal, hipocampo e estriado, foram cuidadosamente dissecadas. As
amostras cerebrais foram congeladas para andlises das atividades de enzimas
epigenéticas e niveis de fatores neurotroficos. A cetamina aumentou a atividade
locomotora e as doses de haloperidol n&o foram eficazes contra essas modificagdes.
As atividades da DNA MetilTransferase (DNMT) e Histona Desacetilase (HDAC)
aumentaram no cortex frontal e estriado nos grupos Haloperidol, Cetamina e
Cetamina + Haloperidol. O haloperidol diminuiu os niveis dos fatores neurotroficos
analisados (BDNF, NGF, NT-3 e GDNF), praticamente, em todas as estruturas
cerebrais avaliadas. Em sintese, examinando os resultados de nosso trabalho,
observa-se que a administracdo de haloperidol é capaz de alterar os niveis de
fatores neurotroficos e a atividade das enzimas epigenéticas, o que pode ser um
fator no desenvolvimento de efeitos colaterais em pacientes com esquizofrenia. Os
mecanismos precisos envolvidos nas alteracdes observadas no presente estudo
ainda nao estdo bem esclarecidos, mas uma possivel disfuncdo epigenética ou um
efeito priméario do haloperidol em enzimas como DNMT e HDAC e a interrupcéo da
expressao génica de fatores neurotréficos nos neurénios ndo deve ser descartada.

Palavras-chave: esquizofrenia; haloperidol; enzimas epigenéticas; DNMT; HDAC,;
BDNF.



ABSTRACT

Schizophrenia is an important psychiatric disorder and is usually associated with
social and occupational damage, involving episodes of chronic or recurrent
psychosis. The prevalence ranges from 0.6 to 1.9% in the population, with the onset
of symptoms occurring before the age of 25 and persisting throughout life. The aim of
this study was to evaluate the effects of haloperidol on epigenetic parameters and
neurotrophic factors in the brain of rats submitted to the animal model of ketamine-
induced schizophrenia. Thirty-two Wistar rats were used, divided into 4 experimental
groups, treated with ketamine or saline solution for 14 days of the experiment.
Between the 8th and 14th days, water or haloperidol were administered. Thus
configuring the groups: Control (Saline + water); Haloperidol (Saline + haloperidol),
Ketamine (Ketamine + water) and Ketamine + Haloperidol (Ketamine + haloperidol).
Elapsed 30 minutes after the last drug application, the animals were submitted to an
open field test. Immediately afterwards, they were euthanized and the brain
structures, such as frontal cortex, hippocampus and striatum, were carefully
dissected. Brain samples were frozen for analysis of epigenetic enzyme activities and
levels of neurotrophic factors. Ketamine increased locomotor activity and haloperidol
doses were not effective against these changes. DNA MethylTransferase (DNMT)
and Histone Deacetylase (HDAC) activities increased in the frontal and striated
cortex in the Haloperidol, Ketamine and Ketamine + Haloperidol groups. Haloperidol
decreased the levels of the neurotrophic factors analyzed (BDNF, NGF, NT-3 and
GDNF), in practically all brain structures evaluated. In summary, examining the
results of our work, it is observed that the administration of haloperidol is able to alter
the levels of neurotrophic factors and the activity of epigenetic enzymes, which may
be a factor in the development of side effects in patients with schizophrenia. The
precise mechanisms involved in the alterations observed in the present study are still
not well understood, but a possible epigenetic dysfunction or a primary effect of
haloperidol in enzymes such as DNMT and HDAC and the interruption of gene
expression of neurotrophic factors in neurons should not be ruled out.

Key words: schizophrenia; haloperidol; epigenetic enzymes; DNMT; HDAC; BDNF.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (do inglés Brain-derived
neurotrophic factor)

Acido Desoxirribonucleico (do inglés Deoxyribonucleic acid)

DNA MetilTransferases

Acido Gama-Aminobutirico (do inglés Gamma-aminobutyric acid)

Fator Neurotréfico Derivado da linha celular Glial (do inglés Glial cell-
derived neurotrophic factor)

Histona AcetilTransferases

Histona Desacetilases

Acido Ribonucleico mensageiro (do inglés messenger Ribonucleic acid)
Fator de Crescimento Neural (do inglés Nerve growth factor)
N-Metil-D-Aspartato

Receptor de N-Metil-D-Aspartato

NeuroTrofina-3

Primeira Geracao de medicamentos Antipsicoticos

Segunda Geracéo de medicamentos Antipsicoéticos

Sistema Nervoso Central
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1 INTRODUCAO

A esquizofrenia é um importante transtorno psiquiatrico e geralmente
associado a danos sociais e ocupacionais (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION [APA], 2013), envolvendo episodios de psicose crbnica ou
recorrente. Segundo Murray e Lopez (1996), a esquizofrenia é classificada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma das dez principais doencas
mundiais, sendo um transtorno profundamente incapacitante e com enormes
prejuizos econémicos. O transtorno tem caracteristica heterogénea, principalmente
manifestada através de perturbacdes da linguagem, percepcdo, pensamento,
atividade social, afeto e tomada de decisbes, ndo havendo caracteristicas clinicas
exclusivas do transtorno. Geralmente, seu inicio ocorre no final da adolescéncia de
forma insidiosa, tendo muitas vezes um prognostico reservado devido a evolugao
com prejuizo social e distorcdo da realidade, com delirios e alucinacdes (KASPER et
al., 2017).

Segundo Kaplan e Sadock (2007), a prevaléncia da esquizofrenia varia entre
0,6 a 1,9% na populacdo em geral, com o inicio dos sintomas na maior parte das
vezes ocorrendo antes dos 25 anos de idade, sem preferéncia por classes sociais e
persistindo durante toda a vida do paciente. Abel, Drake e Goldstein (2010) afirmam
gue na incidéncia da doenca ha uma predilecdo pelo sexo masculino no diagndstico
da esquizofrenia, com uma razao de 1,4 em relacdo ao sexo feminino, sendo que as
mulheres sdo diagnosticadas mais tarde que os homens. No sexo masculino, a
idade de maior prevaléncia do diagnostico é entre 18 e 25 anos, enquanto nas
mulheres ocorrem de forma bimodal, com um pico entre os 25 e 35 anos e um
segundo pico por volta da menopausa.

Uma adversidade significativa com relacdo a esquizofrenia, tanto para os
pacientes quanto para seus familiares, € referente ao pouco conhecimento sobre o
transtorno, ja que muitas vezes pode ocorrer 0 isolamento ou exclusdo dos mesmos
das atividades sociais assim como a adocao de cuidados insuficientes (KAPLAN;
SADOCK, 2007).

De forma geral a esquizofrenia é tida como uma sindrome em que 0S
pacientes apresentam diversos dominios de sintomas podendo estes se
manifestarem como sintomas positivos, sintomas negativos, comprometimento

cognitivo e sintomas de humor e ansiedade. De acordo com Fischer e Buchanan
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(2017), os sintomas positivos incluem distorcdo da realidade, alucinacdes, delirios,
pensamentos e comportamentos desorganizados. J& os sintomas negativos podem
incluir anedonia, expressdo emocional diminuida, prejuizo da concentracdo e
redugéo da atividade social. O comprometimento cognitivo na esquizofrenia ocorre
em diversas areas incluindo velocidade do pensamento, memdria-aprendizagem,
raciocinio e compreensédo, sendo que, segundo Bora e Murray (2013), geralmente
sintomas cognitivos ocorrem anteriormente ao aparecimento de sintomas positivos.
Outro importante sintoma na esquizofrenia é referente ao humor e ansiedade devido
a uma maior prevaléncia destes quando comparados a populacdo em geral
(FISCHER; BUCHANAN, 2017).

Em alguns quadros de esquizofrenia, podem ocorrer também manifestaces
fisicas associadas, dentre elas disturbios neurologicos envolvendo deficiéncias leves
relacionadas a integracdo sensorial, coordenacdo motora e sequenciamento das
atividades (HEINRICHS; BUCHANAN, 1988) e até disturbios metabdlicos, incluindo
diabetes, dislipidemia e hipertensdo, morbidades estas que reduzem a expectativa
de vida dos pacientes (HENNEKENS et al., 2005).

1.1 FISIOPATOLOGIA DA ESQUIZOFRENIA E EPIGENETICA

A patogénese da esquizofrenia ocorre, provavelmente, através de uma
interacdo complexa entre fatores genéticos e ambientais, porém, a compreensao
total da fisiopatologia ainda € desconhecida e por ter caracteristicas heterogéneas, o
disturbio possui fatores etioldgicos e fisiopatoldgicos que sdo de dificil explicacédo
(FISCHER; CARPENTER, 2009).

Com relacdo ao risco genético, alguns estudos foram baseados em gémeos
buscando avaliar a taxa de concordancia da doenca entre eles. Segundo Kringlen
(2000), entre gémeos monozigoéticos que possuem 100% de seus genes iguais, a
taxa de concordancia € de 40 a 50%, enquanto em gémeos dizigoticos
(compartilham 50% dos genes) é de 10 a 15%. Sendo assim, 0 aumento da taxa de
concordancia, quando comparados 0s gémeos monozigoticos e dizigoticos, sugere
importante fator genético para a esquizofrenia. Outro importante fator que colabora
com a influéncia genética € percebido através de descendentes de individuos
monozigéticos ndo afetados terem maior risco para o desenvolvimento da
esquizofrenia (CANNON et al., 1998; CARDNO et al., 1999).
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Apesar das fortes evidéncias da influéncia genética na esquizofrenia, os
genes especificos que compdem a etiologia ainda ndo foram identificados. A partir
do mapeamento do Genoma Humano e estudos correlacionados, verificou-se um
possivel modelo poligénico na patogénese do distlrbio, o qual numerosos genes
com diminutos efeitos que em associacdo promovem um carater aditivo, favorecem
o aparecimento do disturbio (RIPKE et al., 2014). Outro importante estudo que
buscou evidéncias genéticas para o distarbio da esquizofrenia foi realizado por
Stefansson e colegas (2008), o qual encontrou taxas maiores de uma alteracao
genética especifica em pacientes com esquizofrenia, a dele¢cdo no braco longo do
cromossomo 22 (22q11).

A literatura sugere possivel heranca genética atravées de mdultiplas
associacbes genbmicas para a explicacdo da fisiopatologia da esquizofrenia.
Estudos recentes também apontam que fatores genéticos e epigenéticos estao
envolvidos na etiologia da esquizofrenia, mas a interacdo entre eles é desconhecida
(NEED; GOLDSTEIN, 2014; HARRISON, 2015). Epigenética é a ciéncia que estuda
as transformacdes transmitidas para o genétipo durante a divisdo celular, porém sem
implicar em modificacdes na sequéncia do DNA (acido desoxirribonucleico, do inglés
deoxyribonucleic acid). Alteracdes epigenéticas, como metilacdo do DNA,
modificacdes de histonas e RNAs (acido ribonucleico, do inglés ribonucleic acid) ndo
codificadores, desempenham o controle na expressdo genética (SHORTER;
MILLER, 2015; MATRISCIANO et al., 2018). Um dos mecanismos epigenéticos mais
estudados é a metilacdo do DNA, que regula a expressédo génica, desempenhando
um papel essencial ha maturacao, funcionamento do cérebro e neurogénese (FENG
et al., 2005; GUO et al., 2011; MOORE; LE; FAN, 2013; CHOLEWA-WACLAW et al.,
2016).

A metilacio do DNA é modulada pelas enzimas chamadas DNA
Metiltransferases (DNMTSs), que transferem um grupo metil para a posicdo C5 da
citosina para formar a 5-metilcitosina, silenciando a expressao génica (CHAROSTAD
et al.,, 2019). Modificacdes de histonas podem influenciar a expressdo génica.
Portanto, as Histona Acetiltransferases (HATs) e Histona Desacetilases (HDACS),
responsaveis pelo processo de acetilacdo/desacetilacdo das histonas, também estao
envolvidas nos mecanismos epigenéticos. A acetilagdo de histonas catalisadas por
HATs induz o relaxamento da cromatina e, consequentemente, um aumento na

transcricao de genes. Por sua vez, as HDAC catalisam o processo oposto, causando
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condensacdo da cromatina, diminuindo a expressao génica (MITCHELMORE;
GEDE, 2014).

Segundo Valvassori e colegas (2014, 2016), a compreensdo dos mecanismos
epigenéticos envolvidos na expressédo dos fatores neurotroficos pode ser um papel
fundamental na fisiopatologia e no tratamento de transtornos mentais. De fato,
estudos demonstraram que existe uma relacao entre disturbios psiquiatricos e esses
fatores. Fatores neurotréficos, como Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro
(BDNF), Neurotrofina-3 (NT-3), Fator de Crescimento Neural (NGF) e Fator
Neurotrofico Derivado da Linha Celular Glial (GDNF) desenvolvem um papel
essencial no Sistema Nervoso Central (SNC), incluindo excitabilidade neuronal e
liberacdo de neurotransmissores (SCOLA; ANDREAZZA, 2015; WIENER et al.,
2015, 2017; SAFARI et al., 2017). Alteracbes nos fatores neurotroficos, como BDNF
e NT-3, surgem também como novas hipdteses na fisiopatologia da esquizofrenia
(CASTREN, 2014).

Com relacdo aos fatores de riscos ambientais destacam-se diversas
condicBes. Dentre elas, as complicacdes obstétricas para o aumento do risco de
desenvolver o distarbio esquizofrénico, as quais incluem hemorragia, trabalho de
parto prematuro, incompatibilidades materno-fetais de grupos sanguineos, hipdxia
fetal e infeccbes (CLARKE; HARLEY; CANNON, 2006). Reforcando o fator de risco
obstétrico para o desenvolvimento da doenca, foram realizados estudos na Holanda
e na China a qual, durante as décadas de 40 no primeiro pais e entre os anos de
1959 a 1961 no segundo, houve um periodo de escassez de alimentos que foi
associado com um risco duas vezes maior do desenvolvimento de esquizofrenia nos
descendentes, mostrando que o estado nutricional materno € um fator de risco para
o desenvolvimento do transtorno (SUSSER et al., 1996; ST CLAIR et al., 2005; XU et
al., 2009), assim como uma gravidez indesejada (MYHRMAN et al., 1996) ou morte
pré-natal do pai (HUTTUNEN; NISKANEN, 1978).

Outra condicédo significante verificada através de estudos epidemioldgicos € a
viabilidade da contribuicdo de determinados agentes infecciosos como fator de risco
na patogénese da esquizofrenia. Um relevante estudo de Brown e Derkits (2009)
evidenciou o aumento na prevaléncia de esquizofrenia em pacientes que nasceram
ao longo de epidemias de gripe, ao encontro de tal condicdo observou-se um
aumento no risco de desenvolvimento da doenca naqueles que nasceram entre as

estacdes de inverno e primavera, reforcando a hipotese de que a exposi¢cao ao virus
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da gripe pode ter influéncia no desenvolvimento neuronal pré-natal. Outros
consideraveis agentes infecciosos que foram relacionados com o aumento do risco
para o desenvolvimento da esquizofrenia sdo o parasita Toxoplasma gondii
(MORTENSEN et al.,, 2007), Herpes simplex virus tipo 2 (BUKA et al., 2008),
Measles morbillivirus (DICKERSON et al.,, 2010) e infec¢cdes bacterianas que
necessitaram de hospitalizagdo para sua resolugdo (NIELSEN; BENROS;
MORTENSEN, 2013).

A fisiopatologia para o desencadeamento e/ou aumento do risco de
desenvolver esquizofrenia a partir de infeccdes ainda ndo estd totalmente
esclarecido. Uma possivel explicacdo ocorre a partir do desencadeamento de uma
resposta imune materna a partir de determinados agentes etioldgicos, sendo que 0s
componentes imunes atravessam a barreira hematoenceféalica e promovem uma
reacdo cruzada com componentes do SNC prejudicando o seu desenvolvimento.
Estudos mais recentes propdem que esses fatores ambientais, como complicacbes
obstétricas e agentes infecciosos, anteriormente citados, levam a disturbios em
mecanismos epigenéticos, que somados a pré-disposicao genética, sdo capazes de
colaborar como gatilhos para transtornos neuropsiquiatricos, como a esquizofrenia
(BENROS et al., 2011; MATRISCIANO et al., 2018).

Outro marcante componente na patogénese da esquizofrenia € o aumento
dos niveis de citocinas pro-inflamatérias (MILLER et al., 2011). A elevacdo de
componentes inflamatorios periféricos pode modificar a permeabilidade da barreira
hematoencefalica ou serem produzidos no proprio SNC a partir da ativacdo de
células fagocitarias neuronais denominadas micréglias, promovendo ou
exacerbando sintomas psicoticos ou comprometimento cognitivo (MONJI; KATO;
KANBA, 2009). Ao encontro de tal condicdo, alguns disturbios inflamatérios de
carater autoimune tém sido associados com uma maior taxa de desenvolvimento da
esquizofrenia, como a anemia hemolitica, doenca celiaca e cistite intersticial
(EATON et al., 2006). Um importante estudo de A Kato e colegas (2011) com
relacdo as propriedades anti-inflamatérias dos antipsicoticos através de modulacdes
de células neuronais na esquizofrenia revela um papel indiscutivel da ativacdo da
microglia na patogénese da esquizofrenia além de um provavel processo
neurodegenerativo, sugerindo que os medicamentos antipsicéticos possuem efeito
anti-inflamatorio, reforcando assim o componente inflamatério na patogénese da

doenca.
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Além dos fatores descritos, outros componentes estdo envolvidos na
patogénese da esquizofrenia. O uso de Cannabis, descrito por Andréasson e
colegas (1987), revelou ser um fator de risco independente para o desenvolvimento
da doenca, além do tabagismo materno durante o periodo gestacional (NIEMELA et
al., 2016) e a imigragdo (WERBELOFF; LEVINE; RABINOWITZ, 2012) também
elevam o risco para o desenvolvimento do disturbio.

Com relacdo ao estudo da patogénese da esquizofrenia tem-se observado
gue o bloqueio de receptores dopaminérgicos, através de medicamentos como o
haloperidol, melhora os sintomas da doenca. Por este motivo acredita-se que a
dopamina exibe um papel fundamental na patogénese da doenca, porém nem todos
0s sintomas séo aliviados com uso de medicamentos antagonistas de receptores
dopaminérgicos, a vista disto, acredita-se que haja uma disfuncdo de outros
neurotransmissores para a manifestacao clinica (GOLDMAN-RAKIC et al., 2004).

Outro neurotransmissor essencial envolvido na fisiopatologia da doencga inclui
o glutamato, o principal neurotransmissor excitatério do SNC que interage com
receptores denominados NMDA (N-metil-D-aspartato). Evidéncias clinicas de
pacientes que utilizaram antagonistas do receptor de NMDA (cetamina e fenciclidina)
e estudos pos-morte demonstraram a contribuicdo deste neurotransmissor para
patologia da esquizofrenia (LAHTI et al., 2001; GEDDES; HUANG; NEWELL, 2011).
Além dos ja citados, outro neurotransmissor que pode estar envolvido na
patogénese da esquizofrenia é o principal neurotransmissor inibitério do SNC,
denominado GABA (acido gama-aminobutirico, do inglés gamma-aminobutyric acid).
Através de estudos poOs-morte, pacientes com diagnostico de esquizofrenia
apresentaram uma reducéo dos niveis de expressio do mRNA (Acido Ribonucleico
mensageiro, do inglés messenger Ribonucleic acid) do transportador de recaptacao
de GABA (KINON, et al., 2011).

1.2 CETAMINA E MODELO FARMACOLOGICO DE ESQUIZOFRENIA

A cetamina ou quetamina € um anestésico dissociativo sintético, nao
barbitlrico e injetavel sintetizado pela primeira vez em 1962 (LIU et al., 2016).
Devido ao seu rapido inicio de acdo e curta duragcdo de agdo com apenas leve
depresséo cardiorrespiratoria em comparagcdo com outros anestésicos gerais e a

possibilidade de inalagdo para manter o estado anestésico, a cetamina € uma droga
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preferida para procedimentos cirdrgicos de curta duracdo em medicina veterinaria e
humana, especialmente em criangas (HIJAZI; BOLON; BOULIEU, 2001). De fato, em
adultos, induz reacbes psicomiméticas severas, como alucinagbes, delirios,
pesadelos, alteracdes da cognicdo e memoria de curto prazo. Também tem sido
proposto como analgésico, para o tratamento do alcoolismo e para o tratamento da
depresséo, devido ao seu rapido inicio de acao e efeitos duradouros (4 horas apos a
administracao) (COYLE; LAWS, 2015).

Ela produz um estado de anestesia dissociativa, com uma sensagao de
dissociacdo do corpo e do ambiente. Representa um estado cataléptico
caracterizado por analgesia profunda e completa e amnésia total com preservacao
dos reflexos protetores das vias aéreas (intubacdo desnecessaria), respiracoes
espontaneas e estabilidade cardiovascular (ou seja, a presséo arterial e a pulsacao
nao diminuem e podem até aumentar ligeiramente). O estado dissociativo parece
resultar de uma dissociacdo funcional: inibicdo das vias talamocorticais e
estimulacéo das regides limbicas do cérebro. Esses sistemas neuronais ajudam a
manter as conexdes neuronais necessarias para a consciéncia (ROBERTS et al.,
2013).

A cetamina é principalmente um antagonista estereosseletivo ndo competitivo
do receptor ionotrépico do NMDA, reduzindo o influxo de ions célcio através desse
canal e, portanto, previne a ativacdo neuronal requerida para o estado consciente.
Este efeito nos receptores NMDA € capaz de reverter a maior sensibilidade a dor
gue esta frequentemente presente em grandes traumatismos ou ferimentos
cirargicos e aumenta os efeitos antinociceptivos dos anti-inflamatérios ndo-opioides
e convencionais. Além disso, a cetamina também exerce efeitos ndo relacionados
com o NMDA, interagindo com varios receptores, nomeadamente: (1) receptores
opidides 4, K e O, que contribuem para seus efeitos analgésicos; (2) efeito
anticitocina; (3) inibicdo dos receptores muscarinicos e nicotinicos da acetilcolina; (4)
inibicdo da corrente dos canais de calcio e sodio tipo L; (5) receptores adrenérgicos;
(6) receptores de serotonina; (7) receptores dopaminérgicos D,; e (8) inibicdo dos
canais de sodio neuronais (produzindo uma modesta acdo anestésica local). Em
oposicdo a varios outros anestésicos, ele nao afeta os receptores do acido y-
aminobutirico em concentragbes clinicamente relevantes (SMITH; LARIVE;
ROMANELLI, 2002).

Embora, a terapia com cetamina seja geralmente considerada segura, varias
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consequéncias toxicologicas podem ser destacadas: (1) em doses menores, causa
intoxicagdo leve, pensamento sonhador, alteracdes de fala, audicdo e viséo,
descoordenagdo muscular, desorientacdo, ansiedade, desinibicdo, euforia, ver o
mundo de maneira diferente e irracional; (2) doses mais elevadas causam grande
dificuldade de movimentacao, distlrbios respiratorios, convulsdes e nauseas; (3)
doses extremas produzem completa dissociagdo da realidade e perda de
consciéncia, alucinagdes, experiéncias fora do corpo e as chamadas “experiéncias
de quase morte” ou o “buraco K”; (4) na auséncia de outras drogas, as mortes por
overdose (por exemplo, devido a depressao respiratdria) sao raras, uma vez que as
doses utilizadas por dependentes quimicos séo tipicamente menores do que 0O
necessario para a anestesia terapéutica. Mortes acidentais tém sido relatadas como
consequéncia de queda, hipotermia, acidente de transito ou afogamento; e (5) o uso
frequente de cetamina pode levar a dependéncia. As vezes a cetamina é misturada
com outras drogas, como cocaina, metanfetamina, 3,4-metilenodioximetanfetamina e
benzodiazepinicos (MUETZELFELDT et al., 2008).

Como a cetamina impede as ac¢des do glutamato sobre os receptores de
NMDA (NMDAR), a hipotese do glutamato da esquizofrenia € baseada em achados
de aumento da gravidade dos sintomas em pacientes com esquizofrenia e o
surgimento de sintomas positivos e negativos semelhantes a esquizofrenia em
individuos saudaveis evocados por antagonistas do NMDAR (KRYSTAL, 1994).

Os modelos farmacoldgicos da esquizofrenia, como os estados semelhantes
a psicose induzida por drogas, poderiam facilitar a pesquisa e o desenvolvimento de
medicamentos, fornecendo uma maneira de verificar o envolvimento do alvo
funcional e a capacidade de priorizar os medicamentos candidatos. Antagonistas da
neurotransmissao glutamatérgica, como a cetamina, sdo substancias promissoras
nessa abordagem. Além disso, a cetamina piorou 0s sintomas positivos, negativos e
cognitivos em pacientes ndo medicados com esquizofrenia (JAVITT et al., 2011).

Em nivel molecular, a cetamina tem demonstrado afetar a interacao
dopamina-glutamato na densidade pods-sindptica das sinapses excitatorias
glutamatérgicas. De modo a avaliar os efeitos de farmacos candidatos a novas
estratégias de tratamento na esquizofrenia, existe uma necessidade urgente de
identificar outros biomarcadores encontrados como estando alterados tanto em
pacientes com esquizofrenia como em modelos farmacologicos da doenca tais como

0 modelo da esquizofrenia com cetamina. Isto pode oferecer a oportunidade de
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avaliar os efeitos de drogas pré-clinicas/clinicas sobre alteracdes patologicas
induzidas pela cetamina de tais biomarcadores para identificar farmacos candidatos
para o tratamento da esquizofrenia. O modelo da cetamina em si, apesar de oferecer
um forte valor explicativo, tem varias deficiéncias. Mais importante ainda, o modo de
acdo de cetamina ndo é restrita a NMDAR, mas envolve varios sistemas
neurotransmissores, tais como a dopamina (agonismo parcial dos receptores D) e a
serotonina (agonismo dos receptores 5-HT2A) (TOMASETTI et al., 2017).

1.3 SINTOMATOLOGIA E TRATAMENTO DA ESQUIZOFRENIA

Com relagéo as principais manifestagdes clinicas da esquizofrenia, Fischer e
Buchanan (2017) enfatizam os sintomas positivos e negativos. Dentre os sintomas
positivos, podemos destacar alucinacbes e delirios, assim como pensamentos e
comportamentos desorganizados. Por definicdo, temos que as alucinacbes ocorrem
através de uma distorcdo da percepcdo de um processo sensorial desde que néo
haja uma causa externa que justifique o quadro. Nos quadros esquizofrénicos, as
alucinacdes auditivas sdo as formas mais comuns ocorrendo em até 80% dos
pacientes. Segundo Thomas e colegas (2007), de uma forma geral tais alucinacdes
ocorrem no formato de vozes, porém podem ocorrer também outros sons como, por
exemplo, musicas. Além das alucinacfes auditivas os pacientes também podem
apresentar alucinacdes visuais, olfativas, gustativas ou até mesmo somaticas as
guais os pacientes sentem ser tocados ou a uma percepc¢ao de dor.

Outra séria manifestacdo demonstrada como sintoma positivo sdo os delirios.
Ocorrendo em aproximadamente 80% dos pacientes os delirios sdo definidos como
fixos, ou seja, mesmo com evidéncias contraditérias ha uma resisténcia a mudanca
de falsas crencas (ANDREASEN; FLAUM, 1991). Teoricamente os delirios podem
ser categorizados em ilusdes bizarras ou ndo bizarras, sendo o primeiro com total
impossibilidade de ser verdadeiro (como exemplo, ilusBes alienigenas), ja o
segundo, hd uma compreenséao e possibilidade de veracidade, porém nao é um fato
real. A tematica dos delirios também pode ser categorizada, sendo divididas em
ideias de referéncia, delirios grandiosos, alusdes paranoicas, alusdes niilistas e
delirios erotomaniacos (CERMOLACCE; SASS; PARNAS, 2010).

Distinto dos sintomas anteriores, no paciente esquizofrénico pode ocorrer

também um distirbio de pensamento, caracterizado pela desorganizacdo em seu
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comportamento e o pensamento. A principal manifestacdo desta sintomatologia &
relacionada a padrdes de fala desconectados e desconexos, demonstrando uma
descontinuidade na organizagdo dos processos mentais do paciente. Tais
demonstracdes podem ocorrer através de uma fala tangencial, um discurso
circunstancial, mudancas de assuntos repentinas sem ldgica, neologismos ou uma
fala com palavras dietas sem sensatez (ANDREASEN et al., 2012).

Nos sintomas negativos, por definicdo, temos uma auséncia ou diminuicao
dos processos considerados normais. Estes sintomas podem ser classificados como
primarios ou secundarios. Os priméarios refletem uma caracteristica tipica da
esquizofrenia, sendo ditos como sintomas de déficit (STRAUSS et al.,, 2013).
Segundo Blanchard e Cohen (2005), ha uma resisténcia ao tratamento quando o
paciente apresenta sintomas negativos primarios, sendo 0s sintomas negativos
independentes dos positivos. Por outro lado, tais sintomas podem ser secundarios a
outras situacdes, por exemplo, ocorrer isolamento social devido paranoia ou um
guadro depressivo maior que leve a perda da capacidade de sentir prazer.

Outra importante questdo referente aos sintomas negativos, de acordo com
Blanchard e Cohen (2005) e Strauss e colegas (2013), é reconhecer a presenca de
dois componentes de sintomas negativos: a expressao diminuida e a apatia. Estes
sintomas podem ser abordados através de diversas manifestacdes. Referente a
expressdo diminuida temos uma subdivisdo em uma reducdo afetiva e outra
denominada alogia, sendo a primeira manifestada através de poucos movimentos,
reducdo do contato visual, ndo responsividade afetiva ou até mesmo expressao
facial imutavel e a segunda se refere a pobreza no discurso, bloqueio de
pensamento ou até mesmo aumento da laténcia da resposta. Quanto a apatia, esta
pode ser dividida em apatia propria ou anedonia, a primeira manifestada através de
ma higiene, anergia ou falha de responsabilidades. Ja a anedonia ocorre através de
pouco ou nenhum interesse em atividades, pouco interesse em relagdes sexuais,
pouca ou nenhuma intimidade com outros ou falha em se envolver.

O diagnéstico de esquizofrenia requer a presenga de “sintomas
caracteristicos” do transtorno (delirios, alucinagbes, fala ou comportamento
desorganizado e/ou sintomas negativos) associados a disfuncdo social e/ou
ocupacional por pelo menos seis meses na auséncia de outro diagndéstico que
melhor explicaria a apresentacdo. As perturbagbes encontradas nao podem ser

causadas pelos efeitos fisioldgicos diretos de uma substancia (por exemplo, uma
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droga de abuso ou medicacéo) ou de uma condicdo médica geral. (APA, 2013).

Desde a sintese da clorpromazina em 1950 e do haloperidol em 1958 e seus
respectivos usos terapéuticos, os antipsicéticos sdo a primeira escolha para o
tratamento efetivo desse transtorno, porém 50 a 70% dos pacientes com
esquizofrenia manifesta recuperagcdo dos sintomas (KAPLAN; SADOCK, 2007;
BRUNTON, 2012; OVENDEN et al., 2018). Essa primeira geracdo de medicamentos
antipsicoticos (PGAs), como o haloperidol, diminui os sintomas positivos da
esquizofrenia, através do antagonismo aos receptores D, poés-sinapticos da
dopamina (SEEMAN et al., 1976; CITROME, 2010). No entanto, os PGAs induzem
efeitos colaterais extrapiramidais, como sintomas fisicos, incluindo tremor, fala
arrastada, acatisia, distonia, ansiedade, angustia, parandia e bradifrenia (NORD;
FARDE, 2010). Além disso, o haloperidol ndo melhora os déficits cognitivos e
sintomas negativos observados em pacientes esquizofrénicos (TODA; ABI-
DARGHAM, 2007). No entanto, as evidéncias mostraram que a segunda geracéo de
medicamentos antipsicéticos (SGAs), como a clozapina, poderia melhorar as
funcdes cognitivas em pacientes com esquizofrenia (KANE, 1988; MELTZER;
HORIGUCHI; MASSEY, 2011). Embora o tratamento com SGAs seja preferivel, pois
pode melhorar os sintomas negativos e resultados em longo prazo, os PGAs ainda
sdo prescritos em muitos casos de esquizofrenia e transtorno bipolar. Os motivos
gue fazem o médico testar outro antipsicético de classe diferente ou até da mesma
classe € que os SGAs nao sao 100% efetivos na remissao dos sintomas positivos da
esquizofrenia, além dos efeitos colaterais, o que faz diminuir a adeséao ao tratamento
(BUHAGIAR; GHAFOURI; DEY, 2019).

Apesar de ser um dos antipsicoticos mais antigos usados no tratamento da
esquizofrenia e com efeitos colaterais importantes, o Haloperidol continua sendo
umas das principais op¢des no arsenal farmacolégico contra esse transtorno. Com
as recentes descobertas de estudos, a farmacogenética, baseada em achados da
epigenética, torna-se uma consideravel possibilidade para aprimorar os desfechos
do tratamento da esquizofrenia, assim como na intervencdo ou diminuicdo dos
efeitos colaterais desse antipsicético, pois a diversidade dos sintomas e resultados
dos tratamentos € muito associada as variedades genéticas e epigenéticas dos
pacientes (OVENDEN et al.,, 2018) e um melhor entendimento dos efeitos do
haloperidol sobre a atividade das enzimas epigenéticas e niveis de fatores

neurotréficos no cérebro pode contribuir para esse aperfeicoamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do haloperidol sobre parédmetros epigenéticos e fatores
neurotroficos no cérebro de ratos submetidos ao modelo animal de esquizofrenia

induzida por cetamina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade locomotora de ratos Wistar submetidos ao modelo animal
de esquizofrenia induzida por cetamina;

Avaliar a atividade das enzimas epigenéticas DNMT, HDAC e HAT nas
estruturas cerebrais, cortex frontal, hipocampo e estriado de ratos Wistar submetidos
ao modelo animal de esquizofrenia induzida por cetamina;

Avaliar os fatores neurotroficos BDNF, NGF, NT-3 e GDNF nas estruturas
cerebrais, cortex frontal, hipocampo e estriado de ratos Wistar submetidos ao

modelo animal de esquizofrenia induzida por cetamina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados no Laboratério Translacional de Psiquiatria
da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Todos os procedimentos
experimentais foram realizados seguindo as Recomendacdes Internacionais para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratério, propostas pela Sociedade Brasileira de
Neurociéncia e Comportamento (SBNeC). Este projeto (numero) foi iniciado apés a
aprovacao pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNESC. No presente
estudo foram utilizados 32 ratos Wistar adultos do sexo masculino, com 60 dias de
idade, peso médio entre 250g e 300g. Os animais foram obtidos da col6nia da
UNESC, mantidos em gaiolas com ciclo de 12 horas claro/escuro. Comida e agua

estavam disponiveis ad libitum, e a temperatura foi mantida a 22 + 1° C.

3.2 DROGAS

No presente estudo, foi utilizada uma solugcédo salina (Sal, NaCl 0,09%, 10
mL/kg), cetamina (CU ChemieUetikon, Alemanha), usada em solucdo aquosa de
19/100mL preparada usando porcentagem em peso (p/v) (BECKER; GRECKSCH,
2004; IMRE et al., 2006), e haloperidol (Sigma—Aldrich, Oakville, ON, Canada).

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais (n = 8 por grupo):
Solucéo salina + agua (Grupo Controle);
Solucéo salina + haloperidol (0,1 mg/kg) (Grupo Haloperidol);
Cetamina (25 mg/kg) + agua (Grupo Cetamina);
Cetamina (25 mg/kg) + haloperidol (0,1 mg/kg) (Grupo Cetamina + Haloperidol).
As injecbes de cetamina ou solucdo salina foram administradas via
intraperitoneal (i.p.) (uma vez ao dia) entre o 1° e o 14° dias do experimento. Agua e
haloperidol foram administradas via gavagem entre o 8° e 14° dias experimentais.
Ap6s 30 minutos da ultima injecdo de cetamina ou soro fisiolégico, os animais foram

submetidos ao teste comportamental (atividade locomotora).
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3.4 TESTE COMPORTAMENTAL

A atividade locomotora foi pontuada usando um Monitor de Atividade (Insight
Equipment Laboratory) para medir as mudangas comportamentais nos animais que
foram induzidas pela cetamina e que podem ter sido evitadas pelo haloperidol. Os
animais foram avaliados 30 minutos ap6s a Ultima injecdo de cetamina ou salina.
Essa atividade foi realizada em um gabinete de 45x45 cm de acrilico, cercado por
paredes com aproximadamente 50 cm de altura. O monitor é cercado por seis barras
paralelas, cada uma contendo 16 sensores infravermelhos que detectam a posi¢éo e
0Ss movimentos exatos do sujeito, avaliando o comportamento detalhado do animal
em teste. Os animais foram avaliados por um periodo de 15 minutos (DE OLIVEIRA
et al., 2009). As informacfes detectadas pelos sensores foram entdo transmitidas
para um computador através da versdo Open Source do Interbase 6:01 software
(Activity Monitor, Ribeirdo Preto - SP - Brasil). Foram analisados a distancia

percorrida e o tempo gasto na area central.
3.5 AMOSTRAS DO CEREBRO

Imediatamente apo0s o teste comportamental, os animais foram mortos por
decapitacao. Os cérebros foram entdo dissecados cuidadosamente no cortex frontal,
hipocampo e estriado. As amostras cerebrais foram congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para analises bioquimicas das atividades
DNMT, HDAC e HAT e niveis de BDNF, NGF, NT-3 e GDNF.

3.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS

As medidas bioquimicas do presente estudo foram normalizadas de acordo

com o método de Lowry e colegas (1951).

3.7 ANALISE MOLECULAR E BIOQUIMICA

3.7.1 Atividade de DNMT, HDAC e HAT

As amostras foram submetidas primeiro a extracdo de conteddo nuclear
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através do EpiQuik Nuclear Extraction Kit (PIGENTEK®), de acordo com as
instrucbes do fabricante. O teor de proteinas dos extratos nucleares foi analisado
pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). A atividade DNMT foi avaliada através
do Kit de Ensaio de Atividade/Inibicdo do EpiQuik DNA Metiltransferase (DNMT)
(PIGENTEK®), a atividade HDAC foi avaliada através do Kit de Ensaio de
Atividade/Inibicdo EpiQuik HDAC (Colorimétrico) (PIGENTEK®) e a atividade do
HAT foi avaliada através da Atividade EpiQuik HAT/Kit de teste de inibicdo
(PIGENTEK®) de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.7.2 Niveis de BDNF, NGF, NT-3 e GDNF

As amostras cerebrais foram homogeneizadas em uma solugcdo tamponada
com fosfato (PBS) com fluoreto de fenilmetilsulfonil 1 mM (PMSF) e etileno glicol bis
(éter 2-aminoetiletilico) 1 mM (éter 2-aminoetiletilico) -N, N, N'N'-tetraacético
(EGTA). Os sobrenadantes foram coletados apos centrifugacdo a 10.000 x g por 20
minutos para quantificacdo dos niveis de fatores neurotréficos. Os niveis de BDNF,
NGF, NT-3 e GDNF no cortex frontal, hipocampo e estriado foram avaliados por
ensaio imunoabsorvente ligado a enzima sanduiche usando kits comerciais de
acordo com as instrucbes do fabricante [NGF e BDNF: kit da Chemicon (EUA);
Niveis de GDNF e NT-3: kit da Biosensis (EUA)].

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram analisadas de acordo com sua distribuicdo através do teste
de normalidade de Shapiro Wilk. O teste de Levene avaliou a homogeneidade das
variacfes entre os grupos. Todos os dados sdo expressos como a meédia £ erro
padrdo da média (S.E.) e foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Tukey, se necesséario. O software Statistica 7® foi utilizado para realizar
todas as analises. As diferencas entre o0s grupos foram consideradas

estatisticamente significantes quando p=<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 TESTE COMPORTAMENTAL

A Figura 1 demonstra que a administragdo de cetamina aumentou a distancia
percorrida (1A) e o tempo gasto na area central (1B) dos animais quando comparado
ao grupo controle. O tratamento com haloperidol ndo reverteu essas alteracdes
comportamentais. Dados da ANOVA bidirecional revelaram efeitos significativos da
administracao de cetamina [Distancia percorrida: F (1,20) = 7,72240, p <0,01; Tempo
gasto na area central: F (1,20) = 13,3516, p <0,001] tratamento [Distancia percorrida:
F (1,20) = 0,06276, p = 0,804744; Tempo gasto na area central: F (1,20) = 4,33379,
p = 0,050319] e administracdo de cetamina x interacdo com o tratamento [Distancia
percorrida: F (1,20) = 0,69728, p = 0,413563; Tempo gasto na area central: F (1,20)
= 0,6580, p <0,426808].
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Figura 1. Teste de campo aberto. Esta figura mostra a comparagdo das distancias percorridas (1A) e
do tempo gasto na area central entre os grupos experimentais. Foram utilizados 32 ratos Wistar adultos do
sexo masculino, divididos em 4 grupos experimentais (n = 8 por grupo). Dados da ANOVA bidirecional
revelaram efeitos significativos da administragdo de cetamina [Distancia percorrida: F (1,20) = 7,72240, p
<0,01 (*); Tempo gasto na area central: F (1,20) = 13,3516, p <0,001 (*)] tratamento [Distancia percorrida:
F (1,20) = 0,06276, p = 0,804744; Tempo gasto na area central: F (1,20) = 4,33379, p = 0,050319] e
administracdo de cetamina x interacdo com o tratamento [Distancia percorrida: F (1,20) = 0,69728, p =
0,413563; Tempo gasto na area central: F (1,20) = 0,6580, p <0,426808]. Todos os dados sao expressos
como a média + erro padrdo da média (S.E.). Figura elaborada pelo autor.

4.2 ANALISES BIOQUIMICAS

4.2.1 Atividade das enzimas epigenéticas

Pode-se observar nas figuras 2, 3 e 4, a seguir, os resultados dos efeitos da

cetamina, bem como do haloperidol e da combinacdo de ambos nas atividades das
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enzimas epigenéticas no cérebro de ratos submetidos ao modelo animal de
esquizofrenia induzida por cetamina.

A Figura 2 mostra que a administracdo de cetamina aumentou a atividade da
DNMT no cortex frontal e estriado, mas ndo no hipocampo, quando comparado ao
grupo controle. No entanto, o haloperidol ndo afetou as alteracdes da atividade da
DNMT induzidas pela cetamina em nenhuma estrutura cerebral. Os tratamentos com
haloperidol, por si s6, aumentaram a atividade da DNMT em todas as estruturas
avaliadas. Dados da ANOVA de duas vias para administracdo de cetamina [cOrtex
frontal: F (1,16) = 53,3654, p <0,01; hipocampo: F (1,16) = 5,2650, p <0,05; estriado:
F (1,16) = 25,079, p <0,01], tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 46,45991, p = 0,01;
hipocampo: F (1,16) = 13,2101, p <0,01; estriado: F (1,16) = 28,461, p <0,01] e
administracdo de cetamina x interacdo com o tratamento [cOrtex frontal: F (1,16) =
28,0638, p <0,01; hipocampo: F (1,16) = 5,2301, p <0,05; estriado: F (1,16) =
20,955, p <0,01].
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Figura 2. Atividade da DNMT. Esta figura mostra a comparagdo das atividades da DNA
metiltransferase em diferentes areas cerebrais entre os grupos experimentais. Foram utilizados 32 ratos
Wistar adultos do sexo masculino, divididos em 4 grupos experimentais (n = 8 por grupo). Dados da
ANOVA de duas vias para administracdo de cetamina [cortex frontal: F (1,16) = 53,3654, p <0,01 (*);
hipocampo: F (1,16) = 5,2650, p <0,05; estriado: F (1,16) = 25,079, p <0,01 (*)], tratamento [cOrtex frontal:
F (1,16) = 46,45991, p = 0,01 (*); hipocampo: F (1,16) = 13,2101, p <0,01 (*); estriado: F (1,16) = 28,461, p
<0,01 (*)] e administracdo de cetamina x interagdo com o tratamento [cértex frontal: F (1,16) = 28,0638, p
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<0,01 (*); hipocampo: F (1,16) = 5,2301, p <0,05; estriado: F (1,16) = 20,955, p <0,01 (*)]. Todos os dados
s8o expressos como a média + erro padrdo da média (S.E.). Figura elaborada pelo autor.

Na Figura 3, observa-se que a administracdo de cetamina aumentou a
atividade da HDAC no cértex frontal e estriado, mas ndo no hipocampo, em
comparacao ao grupo controle. O haloperidol ndo afetou as alteracdes da HDAC
induzidas por cetamina no cortex frontal; no entanto, esta droga potencializou o
aumento da atividade da HDAC induzida pela cetamina no estriado. O haloperidol
por si sé aumentou a atividade da HDAC em todas as estruturas cerebrais avaliadas.
Dados da ANOVA de duas vias para administracdo de cetamina [cértex frontal: F
(1,16) = 14,8862, p <0,01; hipocampo: F (1,16) = 15,9430, p <0,01; estriado: F (1,15)
= 32,6706, p <0,01], tratamento [cértex frontal: F (1,16) 29,9416, p = 0,01;
hipocampo: F (1,16) = 21,4549, p <0,01; estriado: F (1,15) = 32,2803, p <0,01] e,
administracdo de cetamina x interacdo com o tratamento [cOrtex frontal: F (1,16)
15,7612, p <0,01; hipocampo: F (1,16) = 35,5007, p <0,01; estriado: F (1,15)
0,4119, p = 0,530695].
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Figura 3. Atividade da HDAC. Esta figura mostra a comparagdo das atividades da Histona
desacetilase em diferentes areas cerebrais entre 0s grupos experimentais. Foram utilizados 32 ratos Wistar
adultos do sexo masculino, divididos em 4 grupos experimentais (n = 8 por grupo). Dados da ANOVA de
duas vias para administracdo de cetamina [cortex frontal: F (1,16) = 14,8862, p <0,01 (*); hipocampo: F
(1,16) = 15,9430, p <0,01 (*); estriado: F (1,15) = 32,6706, p <0,01 (*)], tratamento [cortex frontal: F (1,16) =
29,9416, p = 0,01 (*); hipocampo: F (1,16) = 21,4549, p <0,01; estriado: F (1,15) = 32,2803, p <0,01 (*)] e,

Atividade da Histona desacetilase
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administracdo de cetamina x interacdo com o tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 15,7612, p <0,01 (*);
hipocampo: F (1,16) = 35,5007, p <0,01; estriado: F (1,15) = 0,4119, p = 0,530695 (*/#)]. Todos os dados
Ss&80 expressos como a média + erro padrdo da média (S.E.). Figura elaborada pelo autor.

A Figura 4 mostra que a administragéo de cetamina ou haloperidol ndo alterou
a atividade da HAT em nenhuma estrutura cerebral avaliada quando comparada ao
grupo controle. Dados da ANOVA de duas vias para administracdo de cetamina
[cOrtex frontal: F (1,16) = 0,4506, p = 0,511606; hipocampo: F (1,16) = 1,8274, p =
0,195241; estriado: F (1,15) = 0,0564, p = 0,815298], tratamento [cértex frontal: F
(1,16) = 0,0047, p = 0,946094; hipocampo: F (1,16) = 0,0229, p = 0,881701; estriado:
F (1,16) = 0,6208, p = 0,442274] e, administragdo de cetamina x interagcdo com o
tratamento [cOrtex frontal: F (1,16) = 0,1437, p = 0,709653; hipocampo: F (1,16) =
0,1466, p = 0,690344; estriado: F (1,16) = 0,8736, p = 0,363844].
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Figura 4. Atividade da HAT. Esta figura mostra a comparagdo das atividades da Histona
acetiltransferase em diferentes areas cerebrais entre 0s grupos experimentais. Foram utilizados 32 ratos
Wistar adultos do sexo masculino, divididos em 4 grupos experimentais (n = 8 por grupo). Dados da
ANOVA de duas vias para administracdo de cetamina [cortex frontal: F (1,16) = 0,4506, p = 0,511606;
hipocampo: F (1,16) = 1,8274, p = 0,195241; estriado: F (1,15) = 0,0564, p = 0,815298], tratamento [cbrtex
frontal: F (1,16) = 0,0047, p = 0,946094; hipocampo: F (1,16) = 0,0229, p = 0,881701; estriado: F (1,16) =
0,6208, p = 0,442274] e, administracdo de cetamina x interagdo com o tratamento [cortex frontal: F (1,16) =
0,1437, p = 0,709653; hipocampo: F (1,16) = 0,1466, p = 0,690344; estriado: F (1,16) = 0,8736, p =
0,363844]. Todos os dados sdo expressos como a média * erro padrdo da média (S.E.). Figura elaborada
pelo autor.
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4.2.2 Niveis de fatores neurotroéficos

Os resultados demonstrados nas figuras 5, 6, 7 e 8, a seguir, mostram 0s
efeitos da cetamina, bem como do haloperidol e da combinagdo de ambos nos
niveis de fatores neurotréficos no coértex frontal, hipocampo e estriado de ratos
submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzida por cetamina.

Pode ser observado na Figura 5 que a administracdo de cetamina nao teve
efeitos nos niveis de BDNF em nenhuma estrutura avaliada. No entanto, a
administracdo de haloperidol em si diminuiu os niveis de BDNF em todas as
estruturas avaliadas. Além disso, o haloperidol diminuiu os niveis de BDNF no cortex
frontal e no estriado, mas ndo no hipocampo dos animais que receberam cetamina.
Dados da ANOVA de duas vias para administracdo de cetamina [cértex frontal: F
(1,16) = 0,0108, p = 0,918669; hipocampo: F (1,16) = 3,6139, p = 0,075467; estriado:
F (1,16) = 0,5092, p = 0,485750], tratamento [coOrtex frontal: F (1,16) = 67,3939, p
<0,01; hipocampo: F (1,16) = 15,1561, p <0,01; estriado: F (1,16) = 17,4922, p
<0,01] e, administracdo de cetamina x interagcdo com o tratamento [cOrtex frontal: F
(1,16) = 0,7729, p = 0,392339; hipocampo: F (1,16) = 15,1561, p <0,01; estriado: F
(1,16) = 0,3505, p = 0,562081].
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Figura 5. Niveis de BNDF. Esta figura mostra a comparagéo dos niveis de BNDF em diferentes areas
cerebrais entre 0s grupos experimentais. Foram utilizados 32 ratos Wistar adultos do sexo masculino,
divididos em 4 grupos experimentais (n = 8 por grupo). Dados da ANOVA de duas vias para administracao
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de cetamina [cértex frontal: F (1,16) = 0,0108 (*), p = 0,918669; hipocampo: F (1,16) = 3,6139, p =
0,075467; estriado: F (1,16) = 0,5092, p = 0,485750], tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 67,3939, p <0,01
(*); hipocampo: F (1,16) = 15,1561, p <0,01 (*); estriado: F (1,16) = 17,4922, p <0,01 (*)] e, administracao
de cetamina x interagdo com o tratamento [cOrtex frontal: F (1,16) = 0,7729, p = 0,392339; hipocampo: F
(1,16) = 15,1561, p <0,01 (*); estriado: F (1,16) = 0,3505, p = 0,562081]. Todos os dados S0 expressos
como a média + erro padréo da média (S.E.). Figura elaborada pelo autor.

A Figura 6 mostra que a administracdo de cetamina nao alterou os niveis de
NGF no cértex frontal e no hipocampo dos animais quando comparados ao grupo
controle; no entanto, diminuiu os niveis de NGF no estriado. A administracdo de
cetamina associada ao haloperidol (grupo cetamina + haloperidol) diminuiu os niveis
de NGF no cértex frontal e estriado dos animais. O haloperidol per se diminuiu os
niveis de NGF em todas as estruturas cerebrais avaliadas. Dados da ANOVA de
duas vias para administragcdo de cetamina [cortex frontal: F (1,16) = 0,2642, p =
0,614293; hipocampo: F (1,16) = 1,7572, p = 0,203585; estriado: F (1,16) = 7,9906, p
<0,01], tratamento [cértex frontal: F (1,16) = 83,9908, p <0,01; hipocampo: F (1,16) =
5,0794, p <0,05; estriado: F (1,16) = 28,6933, p <0,01] e, administracdo de cetamina
X interacdo com o tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 0,3985, p = 0,536801;
hipocampo: F (1,16) = 5,0794, p <0,05; estriado: F (1,16) = 7,9894, p <0,01].
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Figura 6. Niveis de NGF. Esta figura mostra a comparagdo dos niveis de NGF em diferentes areas
cerebrais entre 0s grupos experimentais. Foram utilizados 32 ratos Wistar adultos do sexo masculino,
divididos em 4 grupos experimentais (n = 8 por grupo). Dados da ANOVA de duas vias para administracao
de cetamina [c6rtex frontal: F (1,16) = 0,2642, p = 0,614293; hipocampo: F (1,16) = 1,7572, p = 0,203585;
estriado: F (1,16) = 7,9906, p <0,01 (*)], tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 83,9908, p <0,01 (*);
hipocampo: F (1,16) = 5,0794, p <0,05 (*); estriado: F (1,16) = 28,6933, p <0,01 (*)] e, administracdo de
cetamina x interacdo com o tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 0,3985, p = 0,536801; hipocampo: F
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(1,16) = 5,0794, p <0,05 (*); estriado: F (1,16) = 7,9894, p <0,01 (*)]. Todos os dados s&do expressos como
a média + erro padrdo da média (S.E.). Figura elaborada pelo autor.

A Figura 7 mostra que a administragdo de cetamina sozinha nao afetou os
niveis de NT-3 em nenhuma estrutura avaliada. Além disso, a administracdo de
cetamina associada ao haloperidol diminuiu os niveis de NT-3 em todas as
estruturas cerebrais avaliadas. O haloperidol per se diminuiu os niveis de NT-3 no
coértex frontal e no hipocampo de ratos. Dados da ANOVA de duas vias para
administracdo de cetamina [coOrtex frontal: F (1,16) = 0,0012, p = 0,973164;
hipocampo: F (1,16) = 0,3810, p = 0,545737; estriado: F (1,16) = 8,4880, p <0,01],
tratamento [cOrtex frontal: F (1,16) = 75,4446, p <0,01; hipocampo: F (1,16) =
35,1466, p <0,01; estriado: F (1,16) = 1,5470, p = 0,231496] e, administracdo de
cetamina x interagdo com o tratamento [cOrtex frontal: F (1,16) = 1,3524, p =
0,261914; hipocampo: F (1,16) = 3,2181, p = 0,091748; estriado: F (1,16) = 3,2874, p
= 0,088616).
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Figura 7. Niveis de NT-3. Esta figura mostra a comparagédo dos niveis de NT-3 em diferentes areas
cerebrais entre 0s grupos experimentais. Foram utilizados 32 ratos Wistar adultos do sexo masculino,
divididos em 4 grupos experimentais (n = 8 por grupo). Dados da ANOVA de duas vias para administracao
de cetamina [cortex frontal: F (1,16) = 0,0012, p = 0,973164; hipocampo: F (1,16) = 0,3810, p = 0,545737;
estriado: F (1,16) = 8,4880, p <0,01 (*)], tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 75,4446, p <0,01 (*);
hipocampo: F (1,16) = 35,1466, p <0,01 (*); estriado: F (1,16) = 1,5470, p = 0,231496] e, administracdo de
cetamina x interacdo com o tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 1,3524, p = 0,261914; hipocampo: F
(1,16) = 3,2181, p = 0,091748 (*); estriado: F (1,16) = 3,2874, p = 0,088616 (*)]. Todos os dados sao
expressos como a média + erro padrdo da média (S.E.). Figura elaborada pelo autor.
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Pode ser observado na Figura 8 que a administracdo de cetamina diminuiu 0s
niveis de GDNF no estriado de ratos, mas ndo no cértex frontal e no hipocampo. A
administracdo de haloperidol per se ou associada a cetamina diminuiu os niveis de
GDNF em todas as estruturas avaliadas. Dados da ANOVA de duas vias para
administracdo de cetamina [cértex frontal: F (1,16) = 0,0603, p = 0,809147;
hipocampo: F (1,16) = 0,7584, p = 0,396694; estriado: F (1,16) = 9,2330, p <0,01],
tratamento [coOrtex frontal: F (1,16) = 51,1453, p <0,01; hipocampo: F (1,16) =
13,6773, p <0,01; estriado: F (1,16) = 12,7391, p <0,01] e, administracdo de
cetamina x interacdo com o tratamento [cOrtex frontal: F (1,16) = 0,0754, p =
0,787117; hipocampo: F (1,16) = 0,7993, p <0,384567; estriado: F (1,16) = 2,5781, p
= 0,127906).
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Figura 8. Niveis de GDNF. Esta figura mostra a comparagdo dos niveis de GDNF em diferentes areas
cerebrais entre 0s grupos experimentais. Foram utilizados 32 ratos Wistar adultos do sexo masculino,
divididos em 4 grupos experimentais (n = 8 por grupo). Dados da ANOVA de duas vias para administracao
de cetamina [cortex frontal: F (1,16) = 0,0603, p = 0,809147 (*); hipocampo: F (1,16) = 0,7584, p =
0,396694 (*); estriado: F (1,16) = 9,2330, p <0,01 (*)], tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 51,1453, p
<0,01 (*); hipocampo: F (1,16) = 13,6773, p <0,01 (*); estriado: F (1,16) = 12,7391, p <0,01 (*)] e,
administracdo de cetamina x interacdo com o tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 0,0754, p = 0,787117,
hipocampo: F (1,16) = 0,7993, p <0,384567; estriado: F (1,16) = 2,5781, p = 0,127906 (*)]. Todos os dados
sdo expressos como a média * erro padrdao da média (S.E.). Figura elaborada pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Em nosso estudo, evidenciamos que o haloperidol modifica parametros
epigenéticos e fatores neurotroficos no cérebro de ratos Wistar submetidos ao
modelo animal de esquizofrenia induzida por cetamina e os principais resultados e
sugestbes de como isso acontece serdo analisadas a seguir.

A administragdo de cetamina aumentou a atividade locomotora de ratos
Wistar e comportamento de riscos, como ficar mais tempo exposto em area central,
0 que ja era sugerido por estudos anteriores que validaram a administracdo dessa
droga como um modelo adequado de esquizofrenia por mimetizar alteracdes
comportamentais observadas em pacientes com esquizofrenia, como hiperatividade
e danos a memoria (BECKER et al., 2003; BECKER; GRECKSCH, 2004; IMRE et
al., 2006; YADAV et al.,, 2018). Entretanto, observou-se que o0 tratamento com
haloperidol, a 0,1 mg/kg, apesar de dimunuir a distancia percorrida e o tempo gasto
na area central, ndo reverteu significativamente as alteracbes comportamentais
induzidas pela cetamina. Validando o presente estudo, Becker e Grecksch (2004)
demonstraram que a dose de 0,025 mg/kg de haloperidol ndo teve efeitos contra
alteracdes comportamentais induzidas pela cetamina nos animais. Por outro lado,
Yadav e colegas (2018) constataram que a dose de 1 mg/kg diminuiu as alteracdes
locomotoras induzidas pela cetamina. Essa discordancia pode ser explicada, em
parte, pela diferenca entre as doses utilizadas nos estudos, sugerindo que doses
menores de haloperidol ndo sdo eficazes contra alteragbes comportamentais
induzidas pela administracdo de cetamina.

Observa-se também que alteragbes comportamentais induzidas por
antagonistas de receptores NMDA, como a cetamina, podem envolver alteracdes na
metilacido do DNA e expressaio de DNMT (KOHRS; DURIEUX, 1998;
MATRISCIANO et al., 2013). Tais mecanismos epigenéticos, como metilacdo do
DNA e expressdo de DNMT, estdo envolvidos no controle da expressao génica,
independentemente de altera¢des na sequéncia do DNA (MOORE; LE; FAN, 2013;
AFONSO-GRUNZ; MULLER, 2015). Alguns estudos demonstraram que essas
diferencas epigenéticas, incluindo modificacdes de histonas, induzidas por fatores
ambientais, podem contribuir para o desenvolvimento de distarbios psiquiatricos,
como a esquizofrenia (MEANEY; SZYF, 2005; BENES et al., 2007, MCGOWAN;
SZYF, 2010; MATRISCIANO et al., 2012, 2013, 2016). O presente trabalho verificou
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gue a administracdo de cetamina aumentou as atividades de DNMT e HDAC no
cortex frontal e estriado de animais e a administracdo de haloperidol ndo afetou esse
aumento. Um ensaio clinico demonstrou que a DNMT é altamente expressa em
neurénios GABAérgicos de pacientes com esquizofrenia (ZHUBI et al., 2009). Outro
estudo determinou que a superexpressdo da DNMT pudesse levar a hipermetilacdo
dos genes GABA e glutamato e regular negativamente a expressdo da DNMT na
esquizofrenia (RUZICKA et al., 2007). Além disso, as alteracdes na DNMT podem
induzir um desequilibrio na interacdo entre o0s neurdnios GABAérgicos,
glutamatérgicos e monoaminérgicos, que pode exacerbar episédios psicoticos
(MELTZER; HORIGUCHI; MASSEY, 2011). A cetamina também pode regular a
atividade do HDAC (CHOI et al., 2015). E descrito que a superexpressdo de HDAC1
em neurdnios do cortex pré-frontal medial pode imitar fendtipos de esquizofrenia
(BAHARI-JAVAN et al., 2017). Juntos, esses dados podem explicar, pelo menos em
parte, que alteracbes comportamentais observadas no presente estudo podem estar
associadas a modificacbes nas atividades de DNMT e HDAC. Portanto, a
neurotransmissdo GABAérgica pode ser um alvo importante no tratamento da
esquizofrenia (GUIDOTTI et al., 2005).

Nosso trabalho também demonstrou que a administracdo de haloperidol
aumentou as atividades de DNMT e HDAC em todas as estruturas avaliadas, mas
nao influenciou a atividade de HAT. Sabe-se que o haloperidol pode alterar as
caracteristicas de metilacdo do DNA, induzindo resposta farmacoepigenética, e essa
gue parece ser regulada pela DNMT. Alguns estudos identificaram o papel
epigenético na esquizofrenia, demonstrando a influéncia dos antipsicéticos no
epigenoma dos individuos (SWATHY; BANERJEE, 2017). Além disso, ensaios
observaram que o haloperidol pode alterar a expressédo génica, resultando em
efeitos colaterais importantes mediados por mecanismos epigenéticos
(MACGIBBON et al.,, 1994; INOUE et al.,, 1998; FERN@ et al., 2005; MINET-
RINGUET et al., 2007). Como relatado anteriormente, o haloperidol atua no sistema
dopaminérgico por antagonismo do receptor D, (SEEMAN et al.,, 1976; TYLER;
ZALDIVAR-DIEZ; HAGGARTY, 2017). Alteracbes no sistema dopaminérgico,
demonstradas em estudos passados, podem levar a alteracbes na atividade e
expressdo da DNMT e HDAC em algumas regides do sistema limbico, como cortex
frontal, hipocampo e estriado, ampliando esses efeitos colaterais. O tratamento com

inibidores de HDAC propicia a conservacdo de neurbnios dopaminérgicos,
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diminuindo fatores inflamatérios e revigorando a sinalizacdo apropriada no receptor
D,, podendo reduzir os efeitos colaterais do haloperidol (MONTALVO-ORTIZ et al.,
2017; ANIER et al., 2018; VALVASSORI et al., 2018).

Apesar do haloperidol, na dosagem administrada, n&do reverter a alteracao
comportamental, conforme os resultados mostrados nesse projeto, ele diminuiu os
niveis de fatores neurotroficos na maioria das estruturas cerebrais avaliadas.
Ensaios demonstraram que modula¢gBes no sistema dopaminérgico por meio da
administracdo de psicoestimulantes, como as anfetaminas, podem alterar os niveis
de fatores neurotréficos, como BDNF, NGF, NT-3 e GDNF (VALVASSORI et al.,
2019). No presente estudo, o haloperidol diminuiu os niveis de BDNF, NGF, NT-3 e
GDNF no cortex frontal, hipocampo e estriado de ratos. Essas modificacbes, em
geral, ndo foram observadas nos animais que receberam cetamina. Considerando
gue a cetamina € um antagonista dos receptores NMDA (NEWPORT et al., 2015),
pode-se sugerir que as reducdes nos niveis de BDNF, NGF, NT-3 e GDNF no
presente estudo possam estar associadas, inicialmente, a modulacdo do sistema
dopaminérgico pelo haloperidol. No entanto, a cetamina diminuiu os niveis de NGF e
GDNF no estriado dos animais quando comparados ao grupo controle. Esses fatores
neurotréficos sdo muito expressos nos astrécitos do estriado (CHEN et al., 2006).
Além disso, variacbes no sistema glutamatérgico podem levar a alteragcbes nos
niveis de fatores neurotréficos, como o GDNF (JINDAL et al., 2017). Logo, essas
informacdes podem explicar, pelo menos em parte, as reduc¢des nos niveis de GDNF
e NGF no estriado induzido pela cetamina. Sugere-se também que a acetilacdo da
histona, que € um mecanismo importante na expressao génica, regule a expressao
de BDNF e GDNF em astrocitos. Da mesma forma, € descrito que a regulacéo da
expressdo de BDNF e GDNF pela inibicdo de HDAC pode proteger 0os neurdnios
dopaminérgicos do cérebro (WU et al., 2008; MONTALVO-ORTIZ et al., 2017).
Juntos, esses dados indicam que o haloperidol pode influenciar a expressédo génica
e regular fatores neurotroficos através da modulacdo do sistema dopaminérgico.

No SNC, alguns fatores neurotréficos, como BDNF, NGF, NT-3 e GDNF,
estdo envolvidos na sobrevivéncia neuronal, excitabilidade, formacdo de memodria e
liberacdo de neurotransmissores (WIENER et al.,, 2015; SCOLA; ANDREAZZA,
2015; WIENER et al., 2017; SAFARI et al., 2017). O BDNF é sintetizado nos
neurbnios dopaminérgicos, um grupo de células envolvidas na esquizofrenia
(GUILLIN; DEMILY; THIBAUT, 2007). Sugestiona-se que o0s neurbnios
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dopaminérgicos sejam sensiveis a sintese de mRNA do BDNF, uma vez que
alteracoes na expressao do mRNA do BDNF podem prejudicar os mesmos
presentes no mesencéfalo em estudos com animais. (FAVALLI et al., 2012; PENG et
al, 2018). Em adicdo, o controle da expressdo do receptor D, pelo BDNF pode
regular as funcdes das vias dopaminérgicas no sistema limbico (GUILLIN; DEMILY;
THIBAUT, 2007; PENG et al, 2018). Além disso, observa-se polimorfismo em genes
de fatores neurotroficos, como o NGF (rs6330, rs4839435) em pacientes com
esquizofrenia. Sabe-se também que os pacientes com esquizofrenia tratados com
haloperidol apresentaram redu¢des nos niveis de NGF no sangue (ZAKHARYAN et
al., 2014). Desse modo, pode-se sugerir que o tratamento com haloperidol possa
desenvolver efeitos colaterais também através da diminuicdo dos niveis dos fatores

neurotroficos.
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6 CONCLUSAO

Em sintese, analisando os resultados de nosso trabalho, observa-se que a
administracéo de haloperidol é capaz de alterar os niveis de fatores neurotréficos e a
atividade das enzimas epigenéticas, o que pode ser um fator no desenvolvimento de
efeitos colaterais em pacientes com esquizofrenia. Os mecanismos precisos
envolvidos nas alteracbes observadas no presente estudo ainda ndo estdao bem
esclarecidos, mas uma possivel disfuncao epigenética ou um efeito priméario do
haloperidol em enzimas como DNMT e HDAC e a interrupcao da expressao génica
de fatores neurotréficos nos neurénios ndo deve ser descartada. No entanto, sdo

necessarios mais estudos para entender melhor esses mecanismos.
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ANEXO A — Ata de Mestrado em Ciéncias da Saude — N° 366
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UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE — UNESC
PRO-REITORIA ACADEMICA - PROACAD
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude (Mestrado e Doutorado)
Recomendado pela CAPES - Homologado pelo CNE - Portaria N° 609 de 14.03.2019

ATA DE MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE - N° 366

Com inicio as 14h (quatorze horas) do dia vinte e nove de setembro de 2020 (dois
mil e vinte), realizou-se, via ferramenta digital Google Meet, o seminario formal de
apresentagao dos resultados da dissertagdo de Mestrado de RICHARD TRAJANO
DA ROSA, sob a orientagdo da Profa. Dra. Alexandra loppi Zugno e coorientagéo
do Prof. Dr. Jodo Luciano de Quevedo intitulada “HALOPERIDOL ALTERA
FATORES NEUROTROFICOS E PARAMETROS EPIGENETICOS EM MODELO
ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA INDUZIDA POR CETAMINA”. A dissertagédo foi
examinada por uma banca examinadora constituida pelos seguintes membros:
Profa. Dra. Cinara Ludvig Gongalves (Universidade do Extremo Sul Catarinense -
UNESC) - Conceito final: Aprovado, Profa. Dra. Vanessa Moraes de Andrade
(Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC) — Conceito final: Aprovado e
Prof. Dr. Guilhian Leipnitz (Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS) -
Conceito final: Aprovado. Com o resultado final: APROVADO, o aluno finalizou seus
estudos em nivel de Mestrado, fazendo jus ao grau de MESTRE EM CIENCIAS DA
SAUDE. Os trabalhos foram concluidos as 15h (quinze horas), dos quais eu,
Fernanda Nunes Peruchi, Assistente Administrativo do Programa de Pds-Graduagéo
em Ciéncias da Saude da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC lavrei
a presente ata, que assino juntamente com o Prof. Dr. Felipe Dal Pizzol,
Coordenador do Programa. Criciuma, 29 (vinte e nove) de setembro de 2020 (dois

mil e vinte).

Prof. Dr. Felipe Dal Pizzol Fernanda Nunes Peruchi
Coordenador do PPGCS Assistente Administrativo
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