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RESUMO

Esquizofrenia é um dos mais debilitantes transtornos mentais,
afetando 1% da populagdo mundial. Experiéncias adversas da vida
precoce influenciam o desenvolvimento do sistema nervoso afetando
0 comportamento durante a vida adulta, e estas experiéncias sdo
consideradas na patogénese de transtornos psiquidtricos como a
esquizofrenia. O presente estudo investigou alteraces bioquimicas em
ratos submetidos a privacdo materna e/ou administracdo de cetamina na
idade adulta. Ratos adultos machos foram submetidos a privagdo
materna durante 180 minutos do primeiro dia pos-natal até o décimo
dia pds-natal. No6s avaliamos os niveis de neurotrofinas, estresse
oxidativo, atividade dos complexos I, I, 1I- Ill e IV da cadeia
respiratoria mitocondrial, atividade de enzimas do ciclo de Krebs e
atividade da creatina cinase no cortex pré-frontal, hipocampo e
estriado de ratos adultos machos privados maternalmente ou nao e
administrados com salina ou doses subanestésicas agudas de cetamina
(5 mg/kg, 15 mg/kg ou 25 mg/kg, i.p.), as quais mimetizam um
modelo animal de esquizofrenia. Os resultados mostram que a
administracdo de cetamina associada a privacdo materna reduziu os
niveis de NGF, mas ndo de BDNF no hipocampo. A privacdo
materna per se induziu aumento de TBARS no coértex pré-frontal e
hipocampo. Privagdo materna per se e em associacdo a cetamina (5,
15 ou 25 mg/kg) induziu diminui¢do das proteinas carboniladas no
hipocampo. Além disso, a privacdo materna per se ou associada a
cetamina provocou aumento da atividade dos complexos mitocondriais
I, 1-111 e IV e alteracdo da enzima envolvida no ciclo de Krebs
(succinato desidrogenase) e creatina cinase em diferentes regides
cerebrais. Nossos dados indicam que a privacdo materna e/ou cetamina
pode induzir alteragbes nos niveis de neurotrofinas (NGF e BDNF),
dano oxidativo (TBARS e proteinas carboniladas), das enzimas
importantes no metabolismo energético (creatina cinase e a succinato
desidrogenase) e dos complexos II, 1I-11l e IV da cadeia respiratdria
mitocondrial. Todos estes resultados sugerem que a privacdo materna
sozinha ou associada com diferentes doses de cetamina (5, 15 e 15
mg/kg) pode ser um fator de risco para alteragdes bioquimicas tipo-
esquizofrenia.

Palavras-chave:  esquizofrenia;  privagdo  materna;  cetaming;
neurotrofinas; estresse oxidativo; cadeia respiratoria mitocondrial






ABSTRACT

Schizophrenia is one of the most disabling mental disorders that
affects up to 1% of the population worldwide. Adverse experiences
in early life profoundly influence the developing nervous system, and
also affect human behaviour during adult life and are considered in
the pathogenesis of psychiatric disorders such as schizophrenia. The
present study investigated biochemical alterations in rats following
maternal deprivation and/or ketamine treatment in adulthood. Male
rats were subjected to maternal deprivation for 180 min from (Postnatal
day) PND-01 to PND-10. We evaluated neurotrophins' levels, oxidative
stress, mitochondrial respiratory chain complex I, I, 1-lIl and IV
activity, Krebs cycle enzymes and creatine kinase activity in the
prefrontal cortex, hippocampus and striatum of adult male rats
deprivated or not that were administered with saline or acute ketamine
sub anesthetic doses (5 mg/kg, 15 mg/kg and 25 mg/kg, i.p.), which
serves as an animal model of schizophrenia. The results showed that
ketamine administration reduced the NGF, but not BDNF levels in
the hippocampus. Maternal deprivation per se induced increase of
TBARS in the prefrontal cortex and hippocampus and it associate with
ketamine (5, 15 or 25 mg/kg) induced reduction of carbonyl protein
levels. Moreover, maternal deprivation per se or associate to
ketamine provoke increase of activity of mitochondrial Il, II-111 and
IV and alteration of Krebs cycle enzyme (succinate dehydrogenase)
and creatine kinase in different regions of brain. Altogether, these
results indicated that maternal deprivation and/or ketamine might
induce alteration in neurotrophins (NGF and BDNF) levels, oxidative
stress (TBARS and carbonyl protein), crucial enzymes in the energetic
metabolism (creatine kinase and succinate dehydrogenase) and
complex II, II-111 and IV activity of mitochondrial respiratory chain.
All these results suggest that maternal deprivation alone or
associated with different doses of ketamine (5, 15 e 15 mg/kg) might
be a risk factor to biochemical schizophrenia- like alterations.

Keywords:  schizophrenia;  maternal ~ deprivation;  ketamine;
neurotrophin; oxidative stress; mitochondrial respiratory chain






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AKT- Proteina cinase B

AMPA- (receptor de) acido alfa-amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazol-
propibnico

APA - American Psychiatric Association — Associagdo Americana de
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ATP - Adenosine Triphosphate - Trifosfato de Adenosina

BDNF- Brain-Derived Neurotrophic Factor/ Fator Neurotrofico
Derivado do Cérebro

Complexo | - NADH-ubiquinona oxidorredutase;

Complexo Il - succinato-ubiquinona oxidorredutase;

Complexo IlI- ubiquinol-citocromo ¢ oxidorredutase;

Complexo IV- citocromo ¢ oxidase

Complexo V- ATPsintetase.

CREB- cAMP response element-binding protein / proteina ligante de
resposta ao AMP ciclico

DISC-1- (gene of) Disrupted in Schizophrenia 1 (protein) /(gene da
proteina) Disfuncionte na Esquizofrenia 1

DSM-1V - Manual de Diagnostico e Estatistica dos Transtornos Mentais
ERK- extracellular-signal-regulated kinase / cinase regulada por sinal
extracelular ERN- Espécies reativas de nitrogénio

ERO - Espécies reativas de oxigénio

GABA - Gamma-amino butyric acid /acido gama-amino butirico GSK-3
- Glycogen synthase kinase 3/ glicogénio sintetase cinase

NADH - Hidreto de nicotinamida adenina dinucleotideo

NGF- Nerve Growth Factor / Fator de Crescimento Neuronal

NMDA- (receptor de) N-metil-D-aspartato

OMS /WHO - Organizagdo Mundial da Saide / World Health
Organization

PI13-Cinase - fosfatidilinositol 3-cinase

Ras -“rat sarcoma” family of proteins —familia de proteinas de “sarcoma
de ratos” SNC - Sistema Nervoso Central

TBARS - thiobarbituric acid reactive substances / espécies reativas ao
acido tiobarbitdrico

TrkB - Tropomyosin receptor kinase B- Receptor cinase tropomiosina B
YLD - Years lost due to disability — anos perdidos por incapacidade
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1 INTRODUCAO
1.1 EPIDEMIOLOGIA, DIAGNOSTICO, TRATAMENTO

A Esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico grave que afeta
em torno de 1% da populagdo mundial (McGrath et al., 2008). Em
2004 a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) listou a Esquizofrenia
como a 14? causa de incapacidade em todo o mundo, com 16,7 milhdes
de pacientes “moderada e severamente” incapacitados (WHO, 2004). A
OMS fornece ainda o indice YLD (years lost due to disability, “anos
perdidos por incapacidade”) que classifica a esquizofrenia como a 62
maior causa de incapacidade no mundo (WHO, 2004). Contudo,
mesmo em paises desenvolvidos a reinsercdo social dos esquizofrénicos
continua uma questdo de salde puablica (Thornicroft, 2004). A
fisiopatologia da doenca ndo estd totalmente elucidada. A
Esquizofrenia, assim como 0s transtornos psiquiatricos em geral, tem
origem multifatorial e seu diagnéstico, at¢ o momento, é clinico, ou
seja: baseia-se na descricdo dos sintomas, e ndo em alteracdes
fisiopatolégicas (Tandon et al., 2008). De acordo com o DSM-IV
(Manual de Diagnostico e Estatistica dos Transtornos Mentais), 0s
sintomas da esquizofrenia podem ser classificados como: sintomas
positivos  (alucinagdes,  delirios, agitacdo  psicomotora e
desconfiangas), negativos (embotamento afetivo, isolamento social,
falta de iniciativa, falta de prazer, discurso empobrecido, além da
desorganizagdo) e desorganizados (comportamento, pensamento, afeto
inapropriado) (APA, 1994).

E importante ressaltar que as alucinacBes (alteracdes da
percepcdo) e os delirios (alteragbes do pensamento) tém amplo
diagnodstico diferencial, estdo presentes em outros transtornos
psiquiatricos e organicos, inclusive podendo ser menos graves e de
melhor prognostico (Verdoux e Van Os, 2002). Além disso, a
esquizofrenia € tdo-somente a mais grave entre as varias condigdes
psiquiatricas com sintomas semelhantes em menor grau, chamadas
em conjunto espectro da esquizofrenia. Entre elas, estdo a Sindrome de
Asperger, o Transtorno Esquizoafetivo, Transtorno de Personalidade
Esquizoide, e outros. Ha indicios de agregacdo familiar das doencas
dentro desse espectro (Tienari et al., 2004).

Devemos fazer a ressalva de que existe grande variabilidade no
curso da doenga e na sua gravidade entre os pacientes: ha pacientes
com inicio na infancia ou na quarta década, nas mulheres a prevaléncia
é ligeiramente menor, a idade de inicio mais tardia e frequentemente a



20

doenca é mais branda (Canuso e Pandina, 2007). O progndstico
guanto aos sintomas negativos costuma depender do funcionamento
pré-morbido (Golembo-Smith, 2012). Atualmente, a melhora dos
desfechos (por exemplo, tempo e frequéncia de internacdes) é
incontestavelmente melhor com uso de antipsicéticos do que sem
tratamento (Leucht et al., 2012). No entanto, ainda assim ocorrem
recaidas em longo prazo (Torgalshoen, 1998).

Os sintomas residuais sdo em geral incapacitantes e tém
impacto consideravel na qualidade de vida tanto de pacientes
quanto de cuidadores (Thornicroft et al., 2004). Os clinicos tentam
prescrever combinagfes de medicamentos em casos refratarios, muitas
vezes sem a devida validacdo em estudos randomizados duplo-cegos
(Janssen et al., 2004). A adesdo ao tratamento é dificultada pelos
efeitos colaterais dos antipsicdticos e pelos sentimentos do paciente
em relacdo ao tratamento e aos profissionais de salde (Murawiec,
1999).

Para explicar a fisiopatologia deste transtorno muitas hipoteses
surgiram. A hip6tese dopaminérgica foi elaborada a partir da
investigacdo do mecanismo de acdo dos primeiros antipsicéticos
chamados de “tipicos” (por exemplo, clorpromazina, haloperidol)
que agem bloqueando o receptor de dopamina D2 (L6pez, 2005).
Existe um déficit de funcdo nos receptores D1 no cértex pré-frontal,
a qual se contrapfe uma acgdo exacerbada dos receptores D2 no
estriado (Laruelle et al., 2003). Em consequéncia, surgem sintomas
psicéticos em decorréncia de hiperatividade do estriado (e do sistema
limbico) e sintomas negativos devido a hipoatividade do cértex pré-
frontal (fig 1). Buscando melhora nos sintomas negativos,
pesquisou-se a agdo dos receptores de serotonina. Desenharam-se a
partir desses estudos o0s antipsicéticos atipicos (em oposicdo aos
tipicos que agem apenas em receptores dopaminérgicos como alvo
terapéutico). Os antipsicéticos atipicos visam bloguear, além do
receptor D2 (em menor grau), os receptores 5-HT2 (Alex et al.,
2005). Parte-se do pressuposto de que o blogueio de 5-HT2
melhoraria os sintomas negativos e bloqueio de receptores D2 com
menor intensidade (ou menor duracdo) aliviaria 0s sintomas
positivos, com menos efeitos colaterais (Keefe et al., 1999). No
entanto, recente ensaio clinico ndo demonstrou diferenca significativa
nos efeitos colaterais extrapiramidais, tais como sindrome
parkinsoniana e discinesia tardia (Peluso et al, 2012).

1.2 FISIOPATOLOGIA
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O conhecimento mais detalhado da fisiopatologia é
fundamental para triar pacientes que terdo diferentes progndsticos (nédo
se sabe quais evoluirdo melhor, ou quais responderdo melhor ao
tratamento) e especialmente para desenvolver tratamentos mais
eficazes. O antagonismo do receptor D2 é propriedade unificadora de
todos os antipsicoticos em uso na Esquizofrenia (Laruelle et al.,
2003). Sdo efetivos em melhorar a psicose, porém, pouco efetivos
em tratar sintomas negativos e cognitivos. Atualmente os estudos
estdo focados na complexa genética deste transtorno, e vias de
sinalizagdo celular implicadas em sua fisiopatologia. Os sistemas de
neurotransmissdo envolvidos, além do dopaminérgico (em associacdo
com serotoninérgico, ja abordado pelos antipsicéticos atipicos) sao:
0 sistema glutamatérgico, neurdnios gabaérgicos e colinérgicos, sendo
estes trés sistemas intimamente associados em suas vias (Carlsson et al.,
2001).

A sequéncia de eventos com dano cerebral que leva a
esquizofrenia é resultado da soma de fatores genéticos e ambientais,
desde a vida intrauterina (fig 3). Fatores como infeccdo materna e
hipéxia perinatal iniciam um processo de insulto cerebral que
compromete o neurodesenvolvimento (Brown, 2011).

Durante o seu crescimento, ainda, a crianca sofre
experiéncias adversas que influenciam o desenvolvimento do sistema
nervoso, afetando o comportamento durante a vida adulta (Bowby,
1951). Esta influéncia é mediada por mudangas protedmicas (nas
proteinas celulares) e genbmicas (na expressdao ou supressdo de
genes) nos neurbnios mediadas pela resposta ao estresse cronico
(Fuchikami, 2010).

O estresse pode ser definido como o processo de adaptacdo de
um organismo a estimulos externos. Em especial no caso de animais
mamiferos, estimulos psicolégicos podem ser percebidos como
agradaveis ou ameacadores a vida; sendo, portanto, uma causa de
estresse (McEwen, 2000). A funcdo do cortisol € facilitar a reagcdo de
“luta ou fuga” através de diversos mecanismos, como a
gliconeogénese e atividade antiinflamatdria (Beatty, 1970; Khani e
Tayek, 2001). As alteragdes do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal
tém sido extensivamente estudadas em transtornos mentais,
especialmente na depressdo (Réus et al., 2011). Na esquizofrenia,
supde-se que estas alteracBes possam ser aditivas ao processo de
dano neuronal ja em curso, contribuindo para a patogénese do
transtorno.
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Figura 1- Disconectividade entre as estruturas cerebrais na
Esquizofrenia.

A esquerda, representacio de um cérebro de individuo controle normal, no qual
o cortex pré-frontal (2) comunica-se reciprocamente com as demais regides do
cortex (3) e com o sistema limbico e estriado (4). A dopamina é
produzida no mesencéfalo (1) e distribuida para o sistema limbico e o
cortex, em vias com funcdes especificas. JA 0 GABA e o glutamato agem
em todo SNC. A direita, representacio das alteracBes na esquizofrenia: hé
diminuicdo de dopamina e disfuncbes de GABA e de glutamato no cortex
pré-frontal, comprometendo sua acgdo regulatéria sobre o sistema
limbico/estriado e o restante do cdrtex (flechas em branco). Existe hiperfuncéo
dopaminérgica no sistema limbico ( flecha em destaque) levando aos surtos
de psicose. Esquema modificado de www.adhd-guides.blogspot.com

1.2.1 Genética

Os genes mais estudados em relagcdo a Esquizofrenia sdo os do
cromossomo 22911, o gene da proteina DISC1, o gene da
Neurorregulina 1/ErbB4, e de componentes da via Akt/GSK-3
(Karam et al. 2010). Centenas de genes, correspondendo a regiGes
de cromossomos, foram estatisticamente associados a esquizofrenia,
mas eles ndo estdo alterados em todos os pacientes esquizofrénicos
(Hovatta et al., 1998). N&o existe, portanto, um Unico padrdo de
alteracGes genéticas que leve a esquizofrenia. Existe uma relacdo
entre padrbes genéticos de pacientes com esquizofrenia e pacientes
com transtornos do humor, e considerdvel sobreposicdo entre esses
padrdes. A heterogeneidade progndstica e variabilidade das associac6es
epidemioldgicas e genéticas parecem na verdade ser manifestacdes de
mais de uma “doenca” convergindo para uma mesma ‘“sindrome”
(Craddock e Owen, 2010).


http://www.adhd-guides.blogspot.com/
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Comparando-se estudos de genética em humanos com modelos
animais de esquizofrenia, faz-se a hip6tese de que a susceptibilidade a
Esquizofrenia seja resultante de alteragdes no sistema glutamatérgico,
nos potenciais de longo prazo, aumento no estresse oxidativo e
viabilidade dos oligodendrdcitos (Carter, 2006).

A regulacdo da expressdo ou supressdo de genes é complexa, e
pode ser modificada conforme as condicdes do ambiente intracelular .
Esta regulacdo, chamada de epigenética, é responsavel pela interagdo
entre 0s genes e 0 meio ambiente durante o neurodesenvolvimento
(Mifsud et al., 2011). Os receptores intracelulares de cortisol (liberado
durante o estresse) e os receptores de membrana de glutamato (como o
NMDA) estdo envolvidos na sinalizagdo de reagbes agudas ao
estresse, intermediado pelo calcio e diversas proteinas que levam
a modificagcBes na transcricdo génica e comportamentos adaptativos
(fig2). Ja no estresse cronico, o aumento repetido do cortisol causa
dano neuronal (Lee et al., 2002).

Figura 2- Resposta ao estresse e alteracdes epigenéticas
A- Condicao Basal

Gluramato B- Apos Estresse Psicolégico

7
1
H o
i
! o
i
i
: NMDAF)
'
@ Metilagio .
o l
Q Fosforilagio

Promotor c-fos condensado O Aceslagio
(inativo) i

Promotor c-fos descondensado
(cromatina ativa)

Interseccdo entre o sistema glutamatérgico e a resposta ao estresse, a qual
pode estar implicada na esquizofrenia. O glutamato se liga ao receptor
NMDA resultando em aumento do célcio intracelular. Este desencadeia uma
série de cascatas de sinalizagdo incluindo a Calcio-Calmodulina Cinase
(CAMKII) e a Cinase Regulada por Sinal Extra-Celular (ERK). A ERK utiliza
o receptor de glicocorticoide (GR) como apoio para fosforilar as demais
enzimas. A ativacdo da ERK ativa a transcricdo de genes que levam a
comportamentos adaptativos ao estresse agudo, tais como a imobilidade em
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resposta ao nado forcado (Chandramohan et al., 2008). Esquema adaptado de
Mafsud et al., 2011.

1.2.2 Neurodesenvolvimento

Os estudos de imagem e a observacdo clinica dos pacientes ao
longo da vida levaram, primeiramente, a uma hipdtese
neurodegenerativa para a esquizofrenia, a qual remonta a Kraepelin
(1921), que a caracterizou como “Deméncia Precoce”.

Estudos em animais, além das inferéncias epidemiolGgicas
em humanos, acrescentaram a ideia de ‘“deméncia” a hipétese
neurodesenvolvimental, que pressupde o surgimento do transtorno por
uma combinacdo de fatores genéticos e ambientais (McGrath et al.,
2003). Observou-se uma série de fatores evitaveis associados com
a esquizofrenia, especialmente relacionados com a gestacdo, o parto,
e diversos fatores ambientais desde a infancia até o final da
adolescéncia, quando comumente pode surgir o primeiro surto psicético
(Brown, 2011). Entre esses fatores, destacam-se infec¢cbes maternas
(Clarke et al.,, 2009; Brown e Derkitis, 2009), fumo durante a
gravidez (Boutwell e Beaver, 2010), menor espago entre as gestacdes
(Gunawardana et al., 2011) hipdxia perinatal (Cannon et al., 2002),
ambiente urbano (Van Os, 2004), maiores niveis de estresse (Brown,
2011) e uso de cannabis na adolescéncia (Henquet et al., 2005).

Outros estudos, ainda, comprovaram que o funcionamento
cognitivo e social pré- morbido é, em média, pior do que o de
controles. Golembo-Smith e colaboradores (2012) demonstraram
concordancia de 73% (24 de 33 pacientes) no algoritmo de progndstico
baseado em caracteres pré-mdrbidos e no desenvolvimento posterior
de transtornos do espectro da esquizofrenia. Tais caracteres incluiam
anormalidades fisicas menores, quociente de inteligéncia, histdria
familiar, coordenacdo da musculatura esquelética e ocular, e
lateralidade cerebral. A hip6tese neurodesenvolvimental postula que a
esquizofrenia € consequéncia de alteragdes no SNC induzidas por
fatores ambientais desde o desenvolvimento embrionério e progredindo
pela infancia, adolescéncia e idade adulta, em combinacdo com um
conjunto de genes predisponentes. Tantos os fatores ambientais quanto
genéticos podem ser diferentes em individuos com semelhantes
transtornos (Tandon, 2008). A sequéncia de eventos no SNC que levaria
ao quadro da esquizofrenia esta para ser elucidada (fig 3). Em modelos
animais, foram reproduzidos eventos que levam a hiperfuncédo
dopaminérgica subcortical, a liberacdo cortical e ao estresse oxidativo,
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0s quais ocorrem na esquizofrenia em humanos (Laruelle et al, 2003).
Neste modelo, predisposi¢cdo genética, aliada a agressfes ambientais
no periodo gestacional, periparto e na infancia, levariam a
hipofungdo do receptor NMDA, em especial em interneurénios
inibitorios, levando a uma grave disconectividade entre as estruturas
cerebrais (Mcquillen e Ferriero, 2004; Do et al., 2009).

Figura 3- Neurodesenvolvimento

Predisposicdo Genética
Infecgdo e Ma-Nutricdo Maternas
Complicagdes Obstétricas

- -~

Neurdnios Piramidais <=

wedecccn

'
'
'
'
'
'
]
|

Vv
2]
L

~ -

S

<
R

Interneurdnios

y

Hipofung¢do do Receptor NMDA em neurdnios
parvalbumina-positivos durante o desenvolvimento

y

Desinibi§§0 Cortical Estresse Oxidativo

Hiperdopaminergia Subcortical

Esquema integrando diversas hipdteses, em modelos animais,
sobre a cadeia de eventos no neurodesenvolvimento em
individuos que desenvolvem esquizofrenia. Traduzido de Nagazawa
etal., 2012.
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1.2.3 Neurotrofinas

As neurotrofinas (fig 4) apresentam papel fundamental em
transtornos psiquiatricos com na esquizofrenia e nos transtornos de
humor. As neurotrofinas sdo substancias que, no SNC, sdo produzidas
por neur6nios pré-sinapticos para agir em receptores pds-sinapticos com
acdo neuroprotetora, inibidora da apoptose, ou mesmo desencadeando
a neurogénese (Chao, 2003). Também tem um papel importante na
consolidacdo da memdria (Bekinschtein et al., 2007).

As Neurotrofinas sdo uma grande familia de polipeptideos
que promovem o crescimento e diferenciacdo de neurdnios em
desenvolvimento no SNC e sistema nervoso periférico, bem como a
sobrevivéncia das células neuronais em resposta ao estresse
(Martinotti et al., 2012). Os receptores das neurotrofinas sdo da classe
das tirosina-cinases, as quais iniciam uma cascata de fosforilacdo de
proteinas, estimulando a via, por exemplo, da PI3-K (fosfoinositol-3
cinase) e da Ras/ERK/CREB (Chao, 2003).

As neurotrofinas também estdo presentes em tecidos
periféricos, e no sangue, sinalizando também para o crescimento e
sobrevivéncia celular (Neveu e Arenas, 1996). Entre elas encontramos
0o BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) e o NGF (Nerve
Growth Factor) ambos peptideos com acdo em receptores de membrana
do tipo tirosina-cinase (fig 4), 0 mesmo tipo de receptor da insulina
(Soppet et al., 1991). O NGF também se encontra alterado em
pacientes esquizofrénicos, considerando que um estudo de Perez-
Polo et al. (1978) demonstrou que a atividade do NGF encontrou-se
reduzida em soro, e um estudo de Klyushnik et al. (1999) demonstrou
aumento de anticorpos anti-NGF em soro de pacientes
esquizofrénicos.
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Figura 4- Sinalizacéo celular e neurotrofinas
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Mecanismo de agdo das neurotrofinas, ativando a transcrigdo génica, e
levando a producdo de proteinas para novas sinapses. O estresse emocional
pode inibir a sua acgao através dos glicocorticoides. Traduzido de Numakawa et
al.,, 2011

1.2.4 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é um desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio
(ERN) e a capacidade de defesa antioxidante do organismo
(Bitanihirwe & Woo, 2011). As mais importantes ERO sdo o

peroxido de hidrogénio (H202), o radical superdxido (02) e o
radical Hidroxila (OH’). Espécies ERN incluem o6xido nitrico (NO) e

peroxinitrito (ONOQ). O excesso de ERO, no entanto, pode ter efeitos
deletérios tais como modificagdo de macromoléculas de 4cidos
nucléicos, proteinas e lipidios (Kohen e Nyska, 2002). A Peroxidacdo
Lipidica ¢ um efeito bem caracterizado das espécies reativas que
resulta em dano para a membrana celular assim como para as organelas
(Horton e Fairhust, 1987). Modificacdo de proteinas por ERO e
ERN pode induzir desnaturacdo de proteinas tornando-as disfuncionais
(Grune et al.,, 1997). Além disso, a morte celular é regulada por
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enzimas que podem ser ativadas pelo excesso de espécies reativas,
associadas a disfungdo mitocondrial (Scherz-Shouval e Eliazar, 2007).

O cérebro é particularmente vulneravel a dano oxidativo, dado
que possui relativamente poucos antioxidantes, mas com alto conteido
de metais que podem catalisar a formacdo das espécies reativas
(McQuillen e Ferriero, 2004). Em seres humanos com esquizofrenia, o
estresse oxidativo também é detectado no soro e em estruturas
cerebrais(Zhang et al., 2010). O Estresse oxidativo ocorre durante o
neurodesenvolvimento, tanto como causa como consequéncia do
processo inflamatdrio, perda de defesas antioxidantes e disfuncédo
mitocondrial (Bitanihirwe e Woo, 2011). Tal processo resulta em
disfungdo das membranas neuronais, levando a perda de acidos
graxos poliinsaturados de membrana (Khan et al., 2002), e afeta a
sinalizagdo celular comprometendo a formacéo de sinapses (Do et al.,
2004; Do et al., 2009).

1.2.5 Disfungdo mitocondrial e anormalidades no metabolismo
energético

Os neurbnios sdo altamente dependentes do ATP (adenosina
trifosfato) mitocondrial anaerébico para a manutencdo de suas
funcdes fisiologicas (fig 5). O Ca2+ (calcio) intracelular, regulado
pelas mitocdndrias, € muito importante para a geracdo de potenciais de
acdo em processos de sinalizacdo, transmissdo sinaptica, dindmica do
citoesqueleto e regulagdo da expressdo génica (Yadava e Nichaols,
2007). As deficiéncias genéticas mais comuns sdo as do complexo |
(Loeffen et al.,2000), e embora raros, ha& casos em que as
manifestacdes psiquiatricas ndo sé estdo presentes como precedem as
alteragbes em outros sistemas, dificultando em muito o diagndstico
(Hughes e Hanna, 1999).

Alteracbes na funcdo mitocondrial foram encontradas em
pacientes com transtornos psicéticos, o que chamou a atencdo para o
papel da disfungdo mitocondrial na génese da esquizofrenia (Manatt e
Chandra, 2011). A disfuncdo mitocondrial est4 envolvida no processo
fisiopatolégico que leva a disconectividade na esquizofrenia (Ben-
Shachar e Laifenfeld, 2004).

O ciclo de Krebs (fig 6 ) € um conjunto supramolecular de 8
enzimas : citrato sintase, aconitase, isocitrato desidrogenase, o
complexo a-cetoglutarato desidrogenase, succinato tiocinase, succinato
desidrogenase, fumarase e malato desidrogenase, e a inativacdo de
uma destas enzimas pode prejudicar a bioenergética mitocondrial
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(Lyubarev e Kurganov, 1989;Vélot et al., 1997). Consistente com isso,
Bubber et al. (2011) mostrou que em cérebro post-mortem de pacientes
esquizofrénicos houve reducdo da atividade das enzimas da primeira
metade do ciclo de Krebs (aconitase, a-cetoglutarato desidrogenase,
succinato tiocinase) e aumento na atividade das enzimas da segunda
metade deta rota metabllica (succinato desidrogenase e malato
desidrogenase), porém ndo houve alteragcBes na atividade da piruvato
desidrogenase, citrato sintase, isocitrato sintase e fumarase.

Figura 5- Mitocondria
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A producdo de ATP se realiza através do transporte de elétrons através de uma
série de 4 complexos proteinas de membrana, e do transporte de ions H + que
estes mesmos complexos liberam para 0 espago entre membranas da
mitocdndria. Com o transporte de prétons, cria-se um gradiente elétrico e
guimico, e os protons retornam para a matriz através do poro da enzima
ATPsintase (complexo 5), sendo que € o fluxo dos prétons que fornece energia
para a sintese do ATP. Quanto aos elétrons, estes sdo doados para 0 oxigénio
no complexo 4, o qual ao mesmo tempo, em condi¢Oes ideais, deve ligar-se a 2
prétons, formando a molécula de agua. No entanto, o oxigénio molecular (02)

pode aceitar os 2 elétrons tornando-se o fon superéxido (O ) e ndo formar o
H O, mas ao invés, substancias altamente reativas como H202 (perdxido de
hidrogénio), NO (6xido nitrico) ou os radicais livres (Voet et al., 2004). Estes
vém a ser substancias com elétron ndo-pareado, “necessitando” ligar-se a outra
molécula imediatamente. Complexo I: NADH-ubiquinona
oxidorredutase;Complexo IlI: succinato- ubiquinona oxidorredutase; Complexo
II:  ubiquinol-citocromo ¢ oxidorredutase; Complexo [V: citocromo ¢
oxidase; Complexo V: ATPsintetase.
http://recursostic.educacion.es/ciencias/biosfera/web/alumno/2bachillerato/Fisio
logia_celular/contenidos4.htm
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Figura 6- Ciclo de Krebs
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Alteragdes no ciclo de Krebs podem alterar profundamente a taxa de
producdo de radicais livres. Piruvato, o produto da glic6lise é descarboxilado
a acetil-Coenzima A (CoA) pelo complexo piruvato desidrogenase. A
conversdo da acetil CoA para CO2 no ciclo de Krebs resulta na producéo
de equivalentes redutores para a cadeia transportadora de elétrons e
subsequentemente produgdo de ATP.
http://recursostic.educacion.es/ciencias/biosfera/web/alumno/2bachillerato/Fisiol
ogia_celular/contenidos4.htm

A enzima creatina quinase estd envolvida na estocagem de
fosfatos de alta energia produzidos pela mitocondria, ou seja, catalisa a
transferéncia reversivel do grupo N-fosforil da fosfocreatina para
ADP, regenerando o ATP (Pilla et al., 2003). Ha indicios de que a
atividade desta enzima esteja alterada em diversas patologias (Wyss
e Kaddurah-Daouk, 2000; Pilla et al., 2003).

Neste sentido, Burbaeva et al. (2003), verificou uma diminuicdo
desta enzima em tecido cerebral post mortem de pacientes
esquizofrénicos, sugerindo que essa diminuicdo esteja associada a
disfuncdo energética cerebral presente na esquizofrenia. Uma
questdo a considerar neste estudo é que o uso de neurolépticos pelos


http://recursostic.educacion.es/ciencias/biosfera/web/alumno/2bachillerato/Fisiologia_celular/contenidos4.htm
http://recursostic.educacion.es/ciencias/biosfera/web/alumno/2bachillerato/Fisiologia_celular/contenidos4.htm
http://recursostic.educacion.es/ciencias/biosfera/web/alumno/2bachillerato/Fisiologia_celular/contenidos4.htm
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pacientes pode ter influenciado nesses resultados.
1.2.6 Receptores de glutamato e modelo animal de esquizofrenia

Os receptores de glutamato estdo distribuidos por todo o SNC
e normalmente eles coexistem nos mesmos neurdnios que outros
receptores: serotonina, dopamina e acetilcolina (Carlsson et al., 2001).
Trés dos grupos de receptores levam o nome dos principais agonistas
sintéticos;: AMPA (a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato),
cainato e NMDA (N- Metil-D-Aspartato) (Dingledine et al., 1999).
Estas trés classes de receptores sdo chamadas de receptores
ionotropicos, pois regulam a entrada de ions. Além disso, existem os
chamados receptores metabotrdpicos, que sdo receptores ligados a
Proteina G. Todos tém efeitos na plasticidade sinaptica, contribuindo
para a formacdo da memdria (Rodrigues et al., 2002).

O efeito do glutamato nos neurbnios em geral é excitatorio,
portanto ha aumento da atividade metabolica (Petroff, 2002). Este
receptores de acido gama amino-butirico (GABA), sendo o
equilibrio entre ambos, fundamental para a homeostase do SNC.
Uma classe importante de sedativos, os benzodiazepinicos, agonistas
dos receptores GABA, tem como efeito colateral a amnésia
(Watanabe et al., 2002). Assim como em outros transtornos
psiquidtricos, existe também disfuncdo do sistema gabaérgico, sendo
que hd modelos animais mostrando falta de interneurdnios
gabaérgicos levando ao desequilibrio entre cortex e sistema limbico,
como ocorre em humanos com o transtorno (Nakazawa et al., 2012).

O sistema glutamatérgico atua como um controlador cortical da
liberacdo de monoaminas, seja por um estimulo positivo através de
neurénios glutamatérgicos ou através de neurdnios gabaérgicos
(inibitérios) usados como freio, utilizando parcialmente vias de
feedback do estriado e do talamo (Carlsson et al., 2001). Diversos
estudos mostram que existem alteraces da fungdo glutamatérgica no
cérebro de pacientes com esquizofrenia em relacdo a controles
(Meador-Woodruff et al., 2000).

Até o momento ndo hd um modelo ideal para reproducdo da
esquizofrenia em animais (Ellenbroek & Riva, 2003). No presente
estudo utilizamos a administragdo do anestésico dissociativo
cetamina, pois este age sobre o sistema glutamatérgico, sabidamente
envolvido na esquizofrenia, e reproduz especialmente alteracbes de
comportamento em roedores caracteristicos do transtorno (Becker et al.,
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2003).

A cetamina ¢é antagonista ndo-competitivo dos receptores NMDA,
alterando o fluxo de céations através da membrana plasmatica do
neurbnio (Dingledine et al, 1999). Em humanos, a cetamina tem agao
por 30 minutos a 2 horas por via intramuscular e por 4 a 6 horas via
oral (Quibell et al., 2011). No entanto, em modelos animais, diversas
modificagBes na bioquimica dos neurbnios podem ser vistas horas
ap6s a depuragdo da substdncia (Rezin et al. 2010), assim com o
comportamento pode permanecer alterado dias ap6s a suspensdo do
farmaco, se administrado cronicamente (Chatterjee et al., 2011).

A cetamina em baixas doses tem efeito neuroprotetor e
antidepressivo. Apesar de o uso recreacional por humanos causar
danos evidentes, além de ser altamente adictivo, é sabido que
baixas doses agudas tém efeito temporario, mas significativo, na
depressdo em modelos animais deste transtorno (Garcia et al., 2008;
2009).

Pacientes esquizofrénicos relatam similaridade dos efeitos da
cetamina com os sintomas psicéticos (Lahti et al 2007). Grande parte
dos genes estatisticamente relacionados a Esquizofrenia também levam
a hipofuncdo do receptor NMDA como sua consequéncia final, ao
longo do neurodesenvolvimento (Li e He, 2007; Karam et al. 2010).
Todos esses fatos reforcam a validade do uso da cetamina, pois esta
ao bloquear o receptor NMDA de forma ndo-competitiva, mimetiza o
fendtipo da esquizofrenia tanto no comportamento do animal quanto
na bioquimica cerebral. Podemos entdo testar, neste modelo
experimental, se determinado fator, (como a privacdo materna) ira
“potencializar” ou “suavizar” este “fendtipo” no animal (Becker et al.,
2003).

1.2.7 Esquizofrenia e Privacdo Materna

A privacdo severa de cuidados maternos (ou de outra pessoa
gue o substitua) causa graves consequéncias para o0 desenvolvimento
humano. Estudo classico da OMS sistematizou o0s estudos
observacionais até entdo realizados, divulgando os efeitos nefastos da
auséncia de um relacionamento afetivo para criangas (Bowby, 1951).
Em seres humanos, tenta-se investigar os efeitos da privacdo materna
através de estudos epidemiologicos, ja que estudos experimentais séo,
obviamente, inaceitaveis do ponto de vista ético. De fato, recentes
estudos em paises desenvolvidos providos de sistema universal de
atendimento a saude (proporcionando coortes de alta relevancia) tém
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demonstrado elevado risco atribuivel na populacdo por exposicdo a
fatores pré-natais, maternos e obstétricos (Isohanni, 1997; Gunduz,
1999; Brown e Derkitis, 2009).

Sabe-se que a depressdo materna, por si sO, ndo é causadora de
esquizofrenia, mas em adicdo a fatores genéticos contribui para o
aumento da incidéncia da esquizofrenia na prole(Méaki et al., 2003;
Maki et al., 2010). Ja o estilo de cuidado materno, ou a sua auséncia,
ndo tem ainda claro o seu papel na Esquizofrenia. Outro estudo de
coorte na antiga Tchecoslovaquia mostrou aumento da incidéncia de
doencas psiquiatricas em geral entre filhos de maes que relataram
gravidez indesejada (David, 2006).

O estresse durante a infancia, separado de outros fatores, nédo
esta estabelecido como fator causal da esquizofrenia (Brown, 2011).
Foi demonstrado, no entanto, a importancia do ambiente familiar no
prognostico de criancas adotadas com alto risco para transtornos do
espectro esquizofrénico (Tienari et al., 2004).

E possivel que o estresse agudo (fig 2) e cronico possa causar
alteracdes na bioquimica celular, as quais reforcem as alteragdes
presentes em individuos com Esquizofrenia. Assim, o aumento cronico
do cortisol (na infancia) levaria, indiretamente, a uma alteracdo no
sistema glutamatérgico , reforcando a cadeia de eventos que
culminariam no surgimento dos sintomas psicéticos (no final da
adolescéncia).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da privacdo materna em ratos Wistar
submetidos a administragdo de cetamina na idade adulta sob
pardmetros bioquimicos de estresse oxidativo, niveis de neurotrofinas e
atividade dos complexos mitocondriais, enzimas do ciclo de Krebs e
creatina cinase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os niveis de NGF e BDNF em cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado de ratos adultos tratados com diferentes
doses de cetamina ou salina e submetidos ou ndo a privacao
materna durante o periodo perinatal

e Avaliar os niveis de TBARS e proteinas carboniladas em cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado de ratos adultos tratados com
diferentes doses de cetamina ou salina e submetidos ou ndo &
privacdo materna durante o periodo perinatal

e Avaliar a atividade da creatina cinase em cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado de ratos adultos tratados com diferentes
doses de cetamina ou salina e submetidos ou ndo a privacao
materna durante o periodo perinatal

¢ Avaliar a atividade da malato desidrogenase e succinato
desidrogenase em cortex pré- frontal, hipocampo e estriado de
ratos adultos tratados com diferentes doses de cetamina ou
salina e submetidos ou ndo a privacdo materna durante o periodo
perinatal

¢ Avaliar a atividade dos complexos I, I, 1I-11l e IV da cadeia
respiratoria mitocondrial em coértex pré-frontal, hipocampo e
estriado de ratos adultos tratados com diferentes doses de
cetamina ou salina e submetidos ou ndo a privacdo materna
durante o periodo perinatal.
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3 METODOLOGIA

Os experimentos foram feitos na Universidade do Extremo Sul
Catarinense, no Laboratério de Neurociéncias e no Laboratério de
Fisiopatologia. Todos o0s procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com as recomendacgles internacionais para o
cuidado e o uso de animais de laboratdrio, além das recomendacGes
para 0 uso de animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento (SBNeC). Este projeto foi executado apds aprovacédo
pelo Comité de FEtica em Pesquisa (CEUA) (103/2011) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar fémeas e ratos Wistar machos
adultos. As fémeas foram selecionadas quanto ao ciclo estral. Apds
determinar o ciclo estral, cada rata foi mantida com um rato Wistar
macho para acasalamento. Essas fémeas sdo procedentes do biotério da
UNESC (idade, 60-70-dias, peso, 200-220g) ficaram por uma semana
na presenca de machos para experiéncia sexual. No final do periodo
de 7 dias as ratas gravidas ficaram alojadas individualmente com
acesso ad libitum ao alimento e agua. Todas a mées e filhotes foram
mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 horas (06:00 as 18:00) e
temperatura de 23 + 1° C. os filhotes machos foram desmamados
com 21 dias e mantidos em condicOes ideais de laboratorio até
completarem 60 dias. Ao atingirem essa idade os animais foram
utilizados no experimento.

3.2 PRIVACAO MATERNA

O protocolo utilizado foi o de Mello et al. (2009). No
primeiro dia poés-natal as ninhadas foram reduzidas a oito filhotes
machos. Os filhotes permaneceram privados da mée durante 3 horas
por dia, durante os 10 primeiros dias. A privacdo consiste em retirar a
mée da caixa e manter os filhotes na caixa original, para ficarem na
presenca do odor materno. Os animais ndo privados permanecem
imperturbaveis na gaiola original com sua mée. As caixas em ambos 0s

grupos s6 foram trocadas no 11° dia apos o periodo pré-natal. Os ratos

sofreram o desmame apenas no 22° dia apos o periodo pré-natal e
apenas 0os machos foram classificados para utilizagdo do estudo, as
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fémeas foram doadas para outros grupos de pesquisa (Figura 7).

Figura 7- Desenho Experimental

0dia 10 dias 60 dias
Nascimento pés-natal pos-natal
| | | |
Gestagdo Separagdo materna Administragdo de
3hpor dia cetamina (5, 15 ou 25
mg/kg, i.p.) ou salina
. L Retirada do cortex pré- Eutanasia dos animais por
Andlises bioquimicas ) - I
frontal, hipocampo e decapitagdo na guilhotina
estriado

Modelo da privagdo materna e administracGes de cetamina ou salina em
ratos.

3.3 CETAMINA

A cetamina foi administrada na doses de 5, 15 e 25 mg/kg,
preparada em solucdo salina no volume de 1 mL/100g, por via
intraperitoneal ( Becker et al., 2003). A administracdo da dose de 25
mg/kg é utilizada para mimetizar alguns sintomas psicéticos, tais como
a hiperlocomogdo e embotamento afetivo (Hunt et al., 2006). O
objetivo de administrar doses baixas de cetamina é verificar se
essas desencadeiam  hiperlocomogdo em ratos expostos a privacdo
materna. Sabe-se que baixas doses de cetamina (5 mg/kg) ndo
causam alteracdo da locomocdo (Garcia et al., 2008).

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 8 grupos experimentais: 1) grupo
ndo-privado + salina; 2) grupo ndo-privado + cetamina 5mg/kg; 3)
grupo ndo-privado + cetamina 15mg/kg; 4) grupo na- privado +
cetamina 25mg/kg; 5) grupo privado + salina; 6) grupo privado +
cetamina 5mg/kg; 7) grupo privado + cetamina 15mg/kg; 8) grupo
privado + cetamina 25mg/kg (Tabela 1).
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Tabela 1. Divisdo dos grupos experimentais.

Grupos
1) Nao-privado + Salina 5) Privado + Salina
2) Nao-privado + Cetamina (5mg/kg) 6) Privado + Cetamina (5 ma/kg)
3) Nao-privado + Cetamina (15 mg/kg) | 7) Privado + Cetamina (15 mg/kg)
4) Nao-privado + Cetamina (25 mg/kg) |8) Privado + Cetamina (25 ma/kg)

Fonte: Dados da Pesquisa

Os animais ficaram acondicionados em 6 por caixa, com ciclo de
claro e escuro de 12 horas (06:00 as 18:00) e comida e agua ad libitum.

3.5 DOSAGENS BIOQUIMICAS
3.5.1 Niveis de BDNF e NGF

Niveis de BDNF e NGF no cortex pré-frontal, hipocampo e
estriado foram medidos por ELISA-sanduiche, de acordo com as
instrugbes do fabricante dos respectivos kits (Chemicon, EUA para
o BDNF e Millipore, Canada para o NGF). Cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado foram homogeneizados em tampéo fosfato
(PBS) com inibidores de protease (Sigma).

3.5.2 Formac&o de espécies reativas do Acido Tiobarbiturico

Para determinar o dano oxidativo em lipidios, foi medida a
formacdo de espécies de acido tiobarbitirico (TBARS) durante uma
reacdo em meio acido aquecido, conforme descrito por Draper e
Hadley (1990). As amostras foram misturadas com 1 ml de &cido
tricloroacético 10% e 1ml de &cido tiobarbitirico 0,67% e, em
seguida, aquecidas em um banho de agua fervente por 30 minutos.
Equivalentes de malondialdeido (nmol/mg de proteina) foram
determinados por espectrofotometria, a absorbancia a 535 nm.

3.5.3 Carbonilacéo de Proteinas

O dano oxidativo as proteinas foi avaliado pela determinacdo do
teor de grupos carbonil baseados na reacdo com dinitrofenilidrazina
(DNPH), como descrito por Levine et al. (1990). As proteinas foram
precipitadas pela adigdo de éacido tricloroacético a 20%, centrifugadas
com forca centrifuga de 8000g e entdo redissolvidas em DNPH. A
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absorbancia foi monitorada por espectrofotometria a 370 nm.
3.5.4 Atividade da creatina cinase

As estruturas cerebrais foram homogeneizadas em solucdo
salina (1:10, p/v), o homogeneizado sera centrifugado a 800 x g por
10 minutos e o sobrenadante utilizado para determinacdo da atividade
da creatina cinase total. As fragdes mitocondriais sdo separadas por
centrifugagdo e dosadas da mesma forma. O meio de incubacdo é
composto por fosfocreatina, ADP e glutationa reduzida. A formacéo de
creatina € utilizada para medir a atividade enzimatica (Hughes, 1962).

3.5.5 Atividade da malato desidrogenase

A atividade da malato desidrogenase foi realizada de acordo
com Kitto (1969). Aliquotas de 20 ug de proteinas foram transferidas
para 0 meio contendo 10 mM rotenona, 0,2% Triton X-100, 0,15
mM NADH e 100 mM de tampdo fosfato de potassio, pH 7,4 a
37°C. Areacdo foi iniciada por adicdo de 0,33 mM de oxaloacetato.

3.5.6 Atividade da succinato desidrogenase

A atividade da Succinato desidrogenase foi avaliada de
acordo com Fischer et al. (1985). O tampdo consiste em 40 mM de
fosfato de potassio, pH 7,4, 16 mM succinato e 8 uM 2,6-di-cloro-
indofenol (2,6-DCIP). Este tampdo foi pré-incubado com 40-80 g

do homogeneizado de proteinas a 30°C por 20 min. Subsequentemente,
foi adicionado a reacdo 4 mM de azida sodica, 7 uM de rotenona e 40
uM de 2,6-DCIP e a reagdo foi inicializada por adicdo de 1 mM
metassulfato de fenazina e monitorada por 5 minutos.

3.5.7 Atividade dos Complexos da Cadeia Mitocondrial

A avaliacdo da atividade dos Complexos | e Ill realizou-se da
seguinte maneira: as estruturas cerebrais foram homogeneizadas (1:10,
p/v) em tampdo SETH, pH 7,4 (sacarose 250 mM, EDTA 2 mM,
Trizma Base 10 mM e heparina 50Ul/mL). O homogeneizado foi
centrifugado a 800 g por 10 minutos e o sobrenadante armazenado a —

70°C para determinagdo da atividade enzimética. A atividade enzimatica
foi medida pelo método descrito por Schapira e colaboradores (1990),
no qual a reducdo do citocromo ¢ oxidado na presenca de NADH (em
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espectrofotometria 550 nm) na auséncia e presenca de rotenona €
avaliada. As atividades enzimaticas foram medidas pelo método
descrito por Fischer et al.(1985) nos quais a diminui¢do da absorbéncia
do 2,6-DCIP em 600 nm foi usada para o calculo da atividade do
complexo Il. Para o célculo da SDH foi utilizado 0 mesmo sistema
na presenca de metassulfato de fenazina. A atividade do complexo 1V
foi determinada de acordo com Rustin et al.(1994), e calculada pela
diminuicdo da absorbancia causada pela oxidagdo do citocromo c
reduzido, medido em 550 nm.

3.5.8 Determinacao de proteinas

As proteinas foram medidas usando o método descrito por
Lowry et al. (1951) usando albumina bovina como padrao.

3.6 ESTATISTICA

Todos os resultados foram apresentados como a média = EPM
(erro padrdo da média). A comparagdo entre os diferentes grupos
experimentais foram realizadas através da analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguido pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls, quando apropriado.
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4. RESULTADOS
4.1 NIVEIS DE NGF E BDNF

Os resultados apresentados na figura 8 mostram os niveis de NGF
(painel 8A) e BDNF (painel 8B) no cértex pré-frontal, hipocampo e
estriado de animais privados ou ndo maternamente e submetidos a
administracdo de cetamina (5, 15 and 25 mg/kg) ou salina. No
resultados de NGF, ANOVA de duas vias revelou diferengas
significativas no cdrtex pré- frontal para o grupo privado [F(1,32)b =
4,90, p<0,05] e para a interacdo entre 0s grupos privado vs. cetamina
[F(3,32)=3,19, p<0,05], mas ndo para o grupo cetamina [F(3, 32)=2,56,
p=0,07]. No hipocampo, ANOVA de duas vias revelou um
significativo efeito principal do grupo privado [F(1,28)=149,49,
p<0,01], grupo cetamina [F(3,28)=4,09, p<0,05] e da interacdo entre
0s grupos privado vs. grupo cetamina [F3,28)=4,09, p<0,05]. No
estriado, a ANOVA de duas vias revelou um efeito principal do grupo
privado [F(1,26)=12,94, p<0,01], grupo cetamina [F(3,26)=3,12,
p<0,05] e da interacdo entre os grupos privado vs. grupo cetamina
[F3,28)=5,69, p<0,01]. Para os resultados dos niveis de BDNF
ANOVA de duas vias revelou diferencas significativas no hipocampo
0 para o grupo privado [F(1,27)=9,95, p<0,01] e para a interacdo
entre os grupos privado vs. cetamina [F(3,27)=7,81, p<0,01], mas ndo
para o grupo cetamina [F(3, 27)=2,92, p=0,05]. No cortex pré-frontal,
ANOVA de duas vias apresentou efeito significante somente para a
interacdo entre os grupos privado vs. grupo cetamina [F(3,32)=3,50,
p<0,05], porém o post-hoc de Newman-Keuls ndo mostrou
diferencas significativas entre os grupos experimentais. No estriado ndo
houve alteraces nos niveis de BDNF.
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Figura 8- Resultados de NGF e BDNF
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Efeito da privagdo materna em animais submetidos & administracdo de
diferentes doses de cetamina (5, 15 e 25mg/kg, i.p.) nos niveis de NGF (painel
A) e BDNF (painel B). Os valores estdo representados como a média + EPM
(erro padrao da média). Foi realizado para a analise estatistica ANOVA de uma

via seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. ** p<0,01 ou * p<0,05

quando comparado ao grupo ndo-privado + salina. && p<0,01 ou & p<0,05
guando comparado aoc mesmo grupo, porém ndo-privado. NP- ndo privado;
Cet- cetamina; P- privado.

4.2 NIVEIS DE TBARS E PROTEINAS CARBONILADAS

Os resultados ilustrados na figura 9 mostram o0s niveis de
TBARS (painel 9A) e proteinas carboniladas (painel 9B) no cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado de animais privados ou néo
maternamente e submetidos a administracdo de cetamina (5, 15
and 25 mg/kg) ou salina. ANOVA de duas vias revelou diferencas
significativas nos niveis de TBARS no cortex pré-frontal {grupo
privado [F(1,28)=2,27, p=0,14], grupo cetamina [F(3, 28)=2,20,
p=0,11] e interacdo entre 0s grupos privado vs. cetamina [F(3,28)=4,11,
p<0,05]} e hipocampo {grupo privado [F(1,29)=26,35, p<0,01], grupo
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cetamina [F(3, 29)=53,52, p<0,01] e interacdo entre 0s grupos privado
vs. cetamina [F(3,29)=24,83, p<0,01]}, mas ndo no estriado. Para os
resultados dos niveis de proteinas carboniladas ANOVA de duas
vias revelou um significativo efeito principal do grupo cetamina
[F(3,29)=8,51, p<0,01] e da interacdo entre os grupos privado vs.
grupo cetamina [F3,29)=12,96, p<0,01], mas ndo para o grupo privado
[F(1,29)=2,30, p=0,10]. No hipocampo, a ANOVA de duas vias
revelou um efeito principal do grupo privado [F(1,31)=6,22, p<0,05],
grupo cetamina [F(3,39)=32,14, p<0,01] e da interagdo entre 0S grupos
privado vs. grupo cetamina [F3,29)=6,44, p<0,01]. No estriado ndo
houve alteracdes nos niveis de proteinas carboniladas.

Figura 9- Resultados de TBARS e Carbonil
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(painel A) e proteinas carboniladas (painel B). Os valores estdorepresentados
como a média = EPM (erro padrdo da média). Foi realizado para a andlise
estatistica ANOVA de uma via seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls.
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* p<0,01 ou * p<0,05 quando comparado ao grupo nao- privado + salina. i

p<0,01 ou # p<0,05 quando comparado ao privado + salina. NP- ndo privado;
Cet- cetamina; P- privado.

4.3 ATIVIDADE DA CREATINA CINASE

A figura 10 mostra os resultados da atividade da creatina cinase
no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado de animais privados ou néo
maternamente e submetidos a administracdo de cetamina (5, 15 and 25
mg/kg) ou salina. ANOVA de duas vias revelou diferencas significativas
somente no hipocampo para o grupo privado [F(1,29)=55,07,
p<0,01], grupo cetamina [F(3, 29)=9,69, p<0,01] e interacdo entre
0s grupos privado vs. cetamina [F(3,29)=4,25, p<0,05], mas ndo no
cortex pré-frontal e estriado.

Figura 10 - Resultados da Creatina Cinase
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Efeito da privacdo materna em animais submetidos a administragdo de
diferentes doses de cetamina (5, 15 e 25mg/kg, i.p.) na atividade da creatina
cinase. Os valores estdo representados como a média + EPM (erro padréo da
média). Foi realizado para a andlise estatistica ANOVA de uma via seguido

pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. - p<0,01 ou * p<0,05 quando
comparado ao grupo ndo-privado + salina. Lk p<0,01 ou # p<0,05 quando

comparado ao privado + salina. && p<0,01 ou quando comparado a0 mesmo
grupo, porém ndo- privado. NP- ndo privado; Cet- cetamina; P- privado.

4.4 ATIVIDADE DA MALATO DESIDROGENASE E SUCCINATO
DESIDROGENASE

Na figura 11 os resultados mostram a atividade da malato
desidrogenase (painel 9A) e succinato desidrogenase (painel 9B) no
cortex pré-frontal, hipocampo e estriado de animais privados ou nao
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maternamente e submetidos a administracdo de cetamina (5, 15
and 25 mg/kg) ou salina. Para os dados da atividade da malato
desidrogenase a ANOVA de duas vias ndo revelou diferengas
significativas nas trés estruturas cerebrais estudadas. Para os resultados
da atividade da enzima succinato desidrogenase a ANOVA de duas
vias mostrou diferencas significativas somente no estriado para o grupo
privado [F(1,37)=73,01, p<0,01], grupo cetamina [F(3, 37)=4,18,
p<0,05] e interacdo entre os grupos privado Vvs. cetamina
[F(3,37)=3,94, p<0,05], mas ndo no cortex pré-frontal e hipocampo.

Figura 11- Resultados da Malato Desidrogenase e da Succinato
Desidrogenase
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privado + salina. # p<0,05 quando comparado ao privado + salina. && p<0,01
guando comparado ao mesmo grupo, porém nao-privado. NP- ndo privado; Cet-
cetamina; P- privado.



45

4.5 ATIVIDADE DA DOS COMPLEXOS |, II, 1l E IV DA CADEIA
RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Os resultados apresentados na figura 12 mostram a atividade
do complexo | (painel 12A), complexo Il (painel 12B), complexo 1I-111
(painel 12C) e complexo IV (painel 12D) no cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado de animais privados ou ndo maternamente e
submetidos a administracdo de cetamina (5, 15 and 25 mg/kg) ou
salina. Para os dados da atividade do complexo | a ANOVA de duas
vias ndo revelou diferencas significativas nas trés estruturas cerebrais
estudadas. Para os resultados da atividade do complexo Il a ANOVA
de duas vias mostrou diferengas significativas no cortex pré-frontal
{grupo privado [F(1,33)=22,13, p<0,01], grupo cetamina [F(3,
33)=15,41, p<0,01] e interacdo entre os grupos privado vs. cetamina
[F(3,33)=2,97, p<0,01]} e estriado {grupo privado [F(1,33)=26,65,
p<0,01], grupo cetamina [F(3, 33)=2,69, p=0,06] e interagdo entre
0s grupos privado vs. cetamina [F(3,33)=3,71, p<0,05]}, mas ndo no
hipocampo. Adicionalmente a ANOVA de duas vias revelou
diferencas significativas na atividade do complexo II-l1ll no cortex
pré- frontal {grupo privado [F(1,33)=40,69, p<0,01], grupo cetamina
[F(3, 33)=0,71, p=0,71] e interacdo entre 0s grupos privado Vvs.
cetamina [F(3,33)=6,65 p<0,01]}, hipocampo {grupo privado
[F(1,35)=55,29, p<0,01], grupo cetamina [F(3, 35)=4,63, p<0,01] e
interacdo entre os grupos privado vs. cetamina [F(3,35)=7,24,
p<0,01]} e estriado {grupo privado [F(1,33)=66,60, p<0,01], grupo
cetamina [F(3, 33)=3,69, p<0,05] e interacdo entre os grupos privado
vs. cetamina [F(3,33)=3,75, p<0,05]}. Finalmente, a ANOVA de duas
vias revelou diferencas significativas na atividade do complexo IV no
cortex pré-frontal {grupo privado [F(1,32)=18,05, p<0,01], grupo
cetamina [F(3, 32)=1,43, p=0,25] e interacdo entre os grupos privado
vs. cetamina [F(3,32)=3,33, p<0,05]}, hipocampo {grupo privado
[F(1,34)=6,59, p<0,05], grupo cetamina [F(3, 34)=1,12, p=0,35] e
interacdo entre os grupos privado vs. cetamina [F(3,34)=14, 22,
p<0,01]} e estriado {grupo privado [F(1,34)=44,68, p<0,01], grupo
cetamina [F(3, 34)=2,35, p=0,09] e interagdo entre 0s grupos
privado vs. cetamina [F(3,34)=8,14, p<0,01]}.
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Figura 12- Resultados dos Complexos da Cadeia Mitocondrial
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Figura 12. Efeito da privagdo materna em animais submetidos a administracao
de diferentes doses de cetamina (5, 15 e 25mg/kg, i.p.) na atividade do
complexo | (painel A), complexo Il (painel B), complexo II-I1I (painel C) e
complexo IV (painel D). Os valores estdo representados como a média +
EPM (erro padrdo da média). Foi realizado para a analise estatistica ANOVA

*%x *
de uma via seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. p<0,01 ou

p<0,05 quando comparado ao grupo ndo-privado + salina. g p<0,05 ou #

p<0,05 quando comparado ao privado + salina. && p<0,01 ou & p<0,05
guando comparado ao mesmo grupo, porém ndo-privado. NP- ndo privado;
Cet- cetamina; P- privado.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou o efeito da administracdo de
cetamina (5, 15 e 25 mg/kg) em animais privados maternalmente
sobre parametros bioguimicos de neurotrofinas, dano oxidativo e
metabolismo energético no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado.
Observou-se que a cetamina associada a privagdo materna reduziu os
niveis de NGF, mas ndo de BDNF no hipocampo. A privagdo materna
per se induziu aumento de TBARS no cortex pré-frontal e
hipocampo. Privacdo materna per se e em associagdo a cetamina (5, 15
ou 25 mg/kg) induziu diminuicdo das proteinas carboniladas no
hipocampo. Além disso, a privacdo materna per se ou associada a
cetamina provocou aumento da atividade dos complexos mitocondriais
I, 1- 111 e IV e altera¢Bes das enzimas envolvidas no ciclo de Krebs
(succinato desidrogenase) e creatina cinase em diferentes regiGes
cerebrais.

De acordo com a hipdtese neurodesenvolvimental da
esquizofrenia  (fig 3), uma interacdo entre  distdrbio
neurodesenvolvimental  precoce e  maturagdo do  cérebro
periadolescente pode ser o gatilho para desencadear o comportamento
psicético (fig 1) que tipicamente aparece durante a adolescéncia e
inicio da vida adulta (Meyer e Feldon, 2010). Estudos mostram que
experiéncias adversas na infancia influenciam profundamente o
desenvolvimento do SNC, enddcrino e sistema  imune,
consequentemente afetando o comportamento durante a vida adulta e
contribuindo para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos
como a esquizofrenia (Morgan et al., 2007). Portanto, neste
trabalhno foram analisadas as alteracdes bioquimicas de animais
privados maternalmente e submetidos a diferentes doses de cetamina
(5, 15 ou 25 mg/kg). E bem documentado que a dose de 25 mg/kg
de cetamina, um anestésico dissociativo antagonista de receptores
NMDA, induz comportamento tipo-esquizofrenia em roedores (De
Oliveira et al., 2011) e humanos ( Becker et al., 2003), caracterizando
um modelo animal de esquizofrenia quando este farmaco é
administrado em roedores ( De Oliveira et al., 2011).

Considerando que NGF e BDNF representam um grupo de
proteinas diméricas que afetam o crescimento do SNC de todas as
espécies de vertebrados e, portanto estas neurotrofinas tém um papel
crucial no neurodesenvolvimento, sdo plausiveis candidatos envolvidos
na patofisiologia da esquizofrenia. Portanto, neste trabalho foi avaliado
o nivel de neurotrofinas (NGF e BDNF) em animais injetados com
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cetamina (5, 15 ou 15 mg/kg) e submetidos a privacdo materna. Os
resultados indicam que privacdo materna sozinha ou associada a
injecbes de cetamina (5, 15 ou 25 mg/kg) indicaram reducdo dos
niveis de NGF no hipocampo de ratos. Cetamina 5, 15 ou 25 mg/kg
per se ndo alterou os niveis de NGF nesta estrutura cerebral. Os
resultados dos animais privados maternalmente corroboram o estudo
de Abelaira et al. (2012) o qual mostra que a privagdo materna em
ratos induziu redugdo dos niveis de NGF no hipocampo. Os
resultados do presente estudo sugerem que a privacdo materna per se
ou associada a cetamina 5, 15 ou 25 mg/kg pode mimetizar alteragGes
bioquimicas encontradas em pacientes esquizofrénicos, uma vez
que Xiong et al. (2011) mostrou que pacientes esquizofrénicos
apresentam baixos niveis séricos de NGF. Baseado neste fato, mais
estudos devem ser realizados para clarear o papel do NGF no modelo
animal de esquizofrenia induzido por cetamina.

Além disso, foi observado que no cortex prefrontal, cetamina
(25 mg/kg) per se induziu aumento dos niveis de NGF e esta mesma
dose de cetamina associada com privagdo materna ndo induziu este
aumento. Estes dados sugerem que a privacdo materna pode influenciar
na reducdo dos niveis de NGF em animais submetidos a injecdo de 25
mg/kg de cetamina. A dose aguda ou subcrénica (7 dias) de cetamina
25 mg/kg é utilizada para induzir o modelo animal de esquizofrenia
(aumento da atividade locomotora, estereotipia e déficit na interacdo
social) em ratos ( de Oliveira et al., 2011). Um estudo mostrou que a
cetamina 30 mg/kg administrada durante 5 dias em ratos ndo induziu
alteracbes nos niveis de NGF no cortex pré-frontal (Becker et al.,
2008).

O presente estudo também avaliou no estriado o efeito da
privacdo materna e a administracdo de diferentes doses de cetamina (5,
15 ou 25 mg/kg) em ratos na idade adulta nos niveis de NGF. Foi
observado que as trés doses de cetamina per se induziram aumento
dos niveis de NGF no estriado. J& estd bem descrito que a cetamina
na dose aguda de 15 mg/kg apresenta efeito antidepressivo no teste do
nado for¢ado em ratos (Garcia et al., 2008). Portanto, pode-se esperar
um aumento de NGF nesta dose aguda. Porém, Becker et al. (2008)
mostrou que cetamina 30 mg/kg administrada em ratos durante 5
dias induziu reducdo dos niveis de NGF no estriado. O aumento de
NGF encontrado no nosso estudo pode ser um evento anterior a sua
reducéo.

Com relagdo aos resultados dos niveis de BDNF, a privacdo
materna sozinha ou em associacdo com cetamina (5, 15 ou 25
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mg/kg) ndo induziu alteragdo em nenhuma das trés estruturas
estudadas. Somente a administracdo per se de cetamina 15 mg/kg
induziu aumento dos niveis de BDNF no hipocampo. Este efeito foi
abolido nos animais privados maternalmente. Sabe-se que a dose de
15 mg/kg de cetamina apresenta efeito antidepressivo (Garcia et al.,
2008) o que pode justificar o aumento de BDNF, ja que esta
neurotrofina é importante para a coordenagdo da migracdo e
conectividade dos neurdnios corticais (Autry e Monteggia, 2012).

A privagdo materna (ou outro tipos de estresse) pode causar
graus muito varidveis de dano conforme o periodo da vida em que é
aplicado (Roceri et al., 2004), a duragdo (Jurcovicova e Dobrakovova
,1998) e a carga genética (Ellenbroek e Cools, 2000). Determinados
protocolos experimentais, mais severos, foram utilizados para induzir
alteracbes semelhantes aos sintomas “negativos” da esquizofrenia em
animais (Takase et al., 2012). O presente protocolo € menos Severo
(Mello et al., 2009) e tenta mimetizar situagBes em que ndo se sabe se
a privagdo materna (em sendo menos severa) teve papel na
fisiopatologia do transtorno, neste caso, na Esquizofrenia.

Podemos especular que a sinalizacdo do céalcio, do cortisol e as
alteracBes epigenéticas (figs 2 e 4) sejam as vias comuns entre a
resposta ao estresse crbénico e a atividade das neurotrofinas |,
presentes tanto na Esquizofrenia quanto em outros transtornos mentais
(Mifsud et al., 2011; Numakawa et al., 2011).

O estresse oxidativo pode ser explicado por geracdo de ERO, o
qual pode diminuir as defesas antioxidantes do cérebro levando ao
dano oxidativo. A disfuncdo mitocondrial e acimulo de proteinas
oxidadas podem causar dano ao DNA e 4cidos graxos de membrana, 0s
quais prejudicam a sinalizacdo lipidica, aumentando dano a lipidios
(Ramalingam e Kim, 2012). Levando isso em consideragdo, o
presente estudo analisou os niveis de TBARS em ratos privados
maternalmente e submetidos a administracdo de diferentes doses de
cetamina (5, 15 ou 25 mg/kg) na idade adulta. Os resultados mostraram
que a privacdo materna sozinha induziu aumento nos niveis de
TBARS, indicativo de peroxidagdo lipidica, no cértex pré- frontal e
hipocampo, mas ndo no estriado. Estes dados corroboram estudo de
Uysal et al. (2005) o qual mostra que ratos privados maternalmente
apresentam aumento dos niveis de TBARS no cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado. Estes dados mostram que privagdo materna
pode estar associada com dano oxidativo, efeito observado em
muitos pacientes psiquidtricos como, por exemplo, em pacientes
esquizofrénicos (Kunz et al., 2008; Dietrich- Muszalska e Kontek,
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2010). Adicionalmente, os resultados do presente estudo mostram que o
aumento nos niveis de TBARS induzido por privacdo materna foi
abolido no cértex pré- frontal pela administracéo de cetamina na dose
de 25 mg/kg e no hipocampo pelas doses de 5, 15 ou 25 mg/kg de
cetamina. Considerando que a dose aguda de cetamina (15 mg/kg)
apresenta pronunciado efeito antidepressivo no teste do nado forgado
em ratos (Garcia et al., 2008), pode-se justificar o efeito na redugéo da
peroxidacgdo lipidica. A dose de 5 e 25 mg/kg de cetamina perante a um
insulto pode agir como protetora da peroxidacédo lipidica, sugerindo um
efeito dual e regido-especifica da cetamina em doses agudas.

A carbonilacdo de proteinas também pode ser um importante
marcador para dano oxidativo e fator causal na injdria oxidativa (Cao
e Cutler, 1995). Portanto, com o intuito de consolidar o estudo em
relacdo ao dano oxidativo, o presente estudo avaliou também os niveis
de proteinas carboniladas em animais privados maternalmente e
submetidos a administracdo de cetamina (5, 15 ou 25 mg/kg) na idade
adulta. Os resultados mostraram alteracBes principalmente no
hipocampo no qual cetamina (5, 15 ou 25 mg/kg), privacdo materna per
se ou a associacdo de cetamina com privacdo materna reduziram os
niveis de proteinas carboniladas. Ghedim et al. (2012) mostrou que
cetamina 25 mg/kg administrada em ratos durante 7 dias, mas ndo 14
dias induziu aumento de proteinas carboniladas. Por outro lado,
Garcia et al. (2008) mostrou que doses agudas de cetamina (10 e 15
mg/kg) apresentam efeito antidepressivo. Portanto, é possivel sugerir
que a reducdo do dano protéico seja em funcdo de um efeito protetor da
cetamina aguda no hipocampo.

A creatina cinase estd envolvida na estocagem de fosfatos de
alta energia produzidos pela mitocondria e, portanto é responsavel
pela homeostase energética normal uma vez que integra muitas
funcgdes cruciais para o organismo como controle temporéario de energia,
capacidade metabolica, transferéncia de energia e controle metabdlico
(Khuchua et al., 1998; Schlattner e Wallimann, 2000; Pilla et al.,
2003). Esta enzima é essencial na manutencdo do potencial de
membrana, neurotransmissdo e sinalizacdo intracelular (Wyss e
Kaddurah- Daouk, 2000). Dada a importancia desta enzima, no
presente trabalho foi avaliada a sua atividade. Os resultados
mostram que somente no hipocampo cetamina 25 mg/kg, privacdo
materna, bem como cetamina (5, 15 e 25 mg/kg) associada a
privacdo materna induziram reducdo da atividade da creatina cinase.
Estes achados corroboram estudos que mostram que ha anormalidades
na enzima creatina cinase no cérebro de pacientes esquizofrénicos
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(Burbaeva et al., 2003). Burbaeva et al. (2003) que verificou uma
diminuicdo desta enzima em tecido cerebral post mortem de pacientes
esquizofrénicos. Além disso, o presente trabalho verificou que a
administracdo de cetamina (5 e 15 mg/kg) em ratos privados
maternalmente induziu maior reducdo da atividade desta enzima
quando comparado somente a privacdo materna ou as doses de
cetamina (5 e 15 mg/kg) sem privagdo materna, indicando que a
privacdo materna suscetibilizou a reducdo da atividade da enzima
creatina cinase, sugerindo que essa diminuicdo esteja associada a
disfungdo energética cerebral presente na esquizofrenia. Vale ressaltar
que os dados do presente estudo também mostram que cetamina 25
mg/kg induziu reducéo da atividade da enzima creatina cinase

O presente trabalho também avaliou as enzimas envolvidas
succinato desidrogenase e malato desidrogenase, duas enzimas do ciclo
de Krebs. Alteracbes no ciclo de Krebs, avaliado por medida da
atividade das enzimas envolvidas nesta rota metab6lica, pode alterar
profundamente a taxa do metabolismo cerebral e a producdo de
radicais livres (Lyubarev e Kurganov, 1989; Vélot et al., 1997). O
ciclo de Krebs é responsavel por converter a acetil- Coenzima A a
CO2, resultando e uma grande producdo de equivalentes redutores (ex.
NADH) para a cadeia transportadora de elétrons e subsequentemente
producdo de ATP (Lyubarev e Kurganov, 1989; Vélot et al., 1997).
Portanto avaliamos, no presente trabalho duas enzimas envolvidas no
ciclo de Krebs: succinato desidrogenase e malato desidrogenase. Os
resultados indicam que a cetamina (515 e 25 mg/kg), privacdo
materna ou a associacdo de diferentes doses de cetamina com a
privagdo materna ndo induziu alteragdo na enzima malato
desidrogenase. J& a atividade da succinato desidrogenase foi
encontrada aumentada no estriado de animais administrados com
cetamina (25 mg/kg), animais somente privados e animais privados
e administrados com cetamina (5, 15 e 25 mg/kg) na idade adulta.
Um estudo clinico realizado por Bubber et al. (2012) mostrou que
pacientes esquizofrénicos apresentam niveis aumentados de malato
desidrogenase e succinato desidrogenase no cérebro, corroborando os
dados do presente estudo, com relacdo a succinato desidrogenase no
estriado. De acordo com os resultados do presente estudo é possivel
observar que a privagdo materna associada a cetamina 5e 15 mg/kg
induziu aumento da atividade da succinato desidrogenase no estriado
quando comparadas aos resultados destas mesmas doses de cetamina,
porém em animais ndo privados. Portanto, a privacdo materna
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suscetibilizou os animais as alteracdes bioguimicas quando da
administracdo de cetamina 5 e 15 mg/kg no estriado. Neste trabalho
0 aumento da atividade da succinato desidrogenase pode indicar
geracdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio, induzindo
estresse oxidativo, confirmado por aumento nos niveis de TBARS
principalmente no grupo privagdo materna sozinha.

Finalmente neste trabalho foram avaliados os complexos
enzimaticos I, Il, 1l e IV da cadeia transportadora de elétrons. No
presente estudo, foi observado alteracfes na atividade dos complexos
I, 1Ill e IV da cadeia respiratéria mitocondrial, mas ndo na
atividade do complexo I.

Cetamina (5, 15 e 25 mg/kg), privacdo materna e privagdo
materna associada com cetamina (5, 15 e 25 mg/kg) induziram
aumento da atividade do complexo Il mitocondrial no coOrtex pré-
frontal. JA no estriado privacdo materna associada a cetamina (5, 15 e
25 mg/kg) induziu aumento da atividade do complexo Il. No
hipocampo e estriado de animais tratados com cetamina 25 mg/ kg
sozinha, somente privados maternalmente ou privados maternalmente e
tratados com cetamina (5, 15 ou 25 mg/kg) houve aumento da
atividade do complexo Ill. Cetamina 5 mg/kg induziu reducdo da
atividade do complexo Il no cértex pré- frontal, porém esta mesma
dose em animais privados maternalmente induziu aumento na
atividade deste complexo.

A atividade do complexo IV foi aumentada no estriado em
animais submetidos a privagdo materna e a administracdo de
cetamina (5, 15 e 25 mg/kg), sendo esta estrutura envolvida
diretamente na fisiopatologia da esquizofrenia (fig 1). A atividade do
complexo IV nesta estrutura foi aumentada pela associacdo (e apenas
com a associacdo) da cetamina com privacdo materna, em todas as
doses utilizadas. Este resultado sugere que os animais submetidos a
privacgdo materna foram sensibilizados ao modelo animal de
esquizofrenia com cetamina. Um possivel mecanismo para esta
sensibilizacdo é a interagdo da via do cortisol com as cascatas de
sinalizacdo do célcio, cuja concentragdo na celula pode ser
modificada pelas mitocondrias e pelo receptor/ canal idnico tipo NMDA
(fig 2) (Mifsud et al., 2011).

No hipocampo, cetamina (5, 10 ou 25 mg/kg) sozinha ou
privagdo materna sozinha induziram reducdo da atividade do
complexo IV, porém cetamina (5 e 25 mg/kg), mas ndo cetamina 15
mg/kg, associadas & privacdo materna induziram aumento da
atividade deste complexo. No cdrtex pré-frontal, cetamina 15 mg/kg
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associada a privagdo materna induziu aumento da atividade do
complexo IV. E valido ressaltar que cetamina 15 mg/kg aguda
apresenta efeito antidepressivo no teste do nado forcado em ratos
(Garcia et al.,, 2008), em funcdo disso, no hipocampo, esta dose
associada a privacdo materna ndo alterou a atividade do complexo IV.
Rezin et al. (2009) mostrou que a dose de 15 mg/kg ndo apresenta
alteracBes das atividades dos complexos mitocondriais, 0 que
corrobora a maioria dos resultados do presente estudo. Porém,
inexistem estudos relacionando as doses de cetamina 5 e 25 mg/kg
aguda e privagdo materna com o0s complexos da cadeia respiratdria
mitocondrial.

Estudos mostram mudangas na atividade dos complexos
mitocondriais | e I-111 (Maurer e Moller, 1997), complexo 1V (Cavelier
et al., 1995) e complexo Il (Prince et al., 1997) em cérebro post
mortem de pacientes esquizofrénicos. Estas alteracBes mitocondriais,
na esquizofrenia, podem ser causadas por reacOes celulares que
resultam de hipoxia perinatal ou disfuncdo priméaria da mitocondria em
pacientes esquizofrénicos (Prabakaran et al., 2004).
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6 CONCLUSAO

Juntos os resultados do presente trabalho indicam que privacéo
materna e/ou cetamina (5, 15 e 15 mg/kg) podem induzir alteracdes nos
niveis de neurotrofinas (NGF e BDNF), dano oxidativo (TBARS e
proteinas carboniladas), alteracbes de enzimas importantes no
metabolismo energético (creatina cinase e a succinato desidrogenase) e
dos complexos Il, 1I- 11 e IV da cadeia respiratoria mitocondrial.

Os resultados corroboram estudos anteriores mostrando que 0s
efeitos da cetamina no Sistema Nervoso Central variam conforme a
dose, podendo ter efeito neuroprotetor (revertendo os efeitos da
privacdo materna) ou efeitos deletérios para o metabolismo dos
neurdnios. Alguns destes resultados, ainda, sugerem que a privacao
materna sensibilizou os animais para os efeitos da cetamina, nas doses
utilizadas.

Este trabalho contribui para elucidar o papel da privagdo materna
(no protocolo utilizado) e da cetamina (5, 15 e 15 mg/kg) em futuros
estudos em animais sobre esquizofrenia.
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