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RESUMO

A esquizofrenia é uma condigdo psiquiatrica grave, com fisiopatologia
complexa. O surgimento dos sintomas da doenga é precoce, geralmente
na adolescéncia. Na busca de estratégias eficazes no tratamento da
doenca, estudos com suplementacdo de Omega-3 tém demonstrado
efeitos preventivos em pacientes com alto risco de desenvolvimento da
doenca. Nesse contexto, o presente estudo objetivou testar a hip6tese de
que o 4&cido graxo poli-insaturado Omega-3 previne alteragdes
comportamentais e bioguimicas em animais submetidos ao modelo
animal de esquizofrenia induzido por administracdo de cetamina. A
pesquisa utilizou um total de 60 ratos wistar machos jovens, com idade
entre 28 e 30 dias pesando entre 80g e 150g. Os ratos foram
inicialmente divididos em dois grupos (30 animais por grupo) para a
suplementacdo com Omega-3 ou veiculo durante 21 dias. A partir do
décimo quinto dia, ambos os grupos foram novamente divididos para
tratamento com salina ou cetamina (25mg/kg), administrada uma vez ao
dia até o vigésimo primeiro dia. Ao final, foram formados os seguintes
grupos: Veiculo+salina, Omega+salina, Veiculo+cetamina,
Omega+cetamina. No dltimo dia de intervencdes (51° dia) os animais
foram mortos por decapitacdo e as estruturas cerebrais (estriado,
hipocampo e cdrtex pré-frontal.) foram dissecadas, congeladas em
nitrogénio liquido e mantidas em freezer -80°C para analises
bioquimicas posteriores. As analises englobaram testes como: teste de
inibicdo por prepulso, andlise do estresse oxidativo, atividade e
expressdo génica da enzima acetilcolinesterase, niveis de BDNF e
interleucinas. Os resultados indicam que a suplementag&o com Omega-3
foi capaz de prevenir a diminui¢do da inibicdo por prepulso induzida
pelo tratamento com cetamina. Além disso, o0 Omega-3 é capaz de
modular a resposta antioxidante nas estruturas cerebrais através de
alteracBes nas enzimas antioxidantes. Da mesma forma, o Omega-3
previne dano em proteinas e lipidios induzidos pelo tratamento com
cetamina. A respeito da enzima acetilcolinesterase, a suplementagédo
com Omega-3 foi capaz de prevenir parcialmente o aumento da
atividade da enzima induzido pela administracdo de cetamina. Os niveis
de BDNF mostram-se diminuidos uma hora e 24 horas apds a ultima
injecdo de cetamina somente em cortex pré-frontal de ratos tratado com
cetamina isoladamente, enquanto ratos suplementados e tratados com
cetamina apresentam diminuicdo dos niveis de BDNF somente apds 24
horas da Gltima injecdo. Em contraste, ambas as intervencdes






(suplementacdo e tratamento) induziram respostas similares nos niveis
de interleucinas (IL1p e IL6) tanto uma hora como 24 horas ap6s a
morte. Estas evidéncias confirmam a nossa hip6tese de que o acido
graxo poli-insaturado Omega-3 previne alterages comportamentais e
bioquimicas em animais submetidos ao modelo animal de esquizofrenia
induzido por administracdo de cetamina. Ainda, sugere-se que novos
estudos sejam desenvolvidos para elucidar os mecanismos pelos quais o
Omega-3 previne tais alteragBes associadas a esquizofrenia em
humanos.

Palavras-chave: Esquizofrenia; 6mega-3; esquizofrenia; cetamina;
acetilcolinesterase; BDNF.






ABSTRACT

Schizophrenia is a severe psychiatric condition, whose onset of
symptoms is early, usually in adolescence. Searching for effective
strategies to treat the disease, studies with Omega-3 supplementation
have demonstrated preventive effects in patients at high risk of
developing the disease. In this context, the present study aimed to test
the hypothesis that omega-3 polyunsaturated fatty acids prevent
behavioral and biochemical changes in rats subjected to the animal
model of schizophrenia induced by ketamine. The research used a total
of 60 young male Wistar rats, aged between 28 and 30 days weighing
between 80 g and 150g. Rats were initially divided into two groups
(30animals per group) to supplementation with Omega-3 or vehicle for
21 days. From the fifteenth day, both groups were again divided to
treatment with saline or ketamine (25mg/kg) administered once a day to
the twentieth day. At the end, the following groups were formed: vehicle
+saline, saline+Omega, vehicle +ketamine, ketamine+Omega. On the
last day of intervention (51 days later), the animals were killed by
decapitation and the brain structures (striatum, hippocampus and
prefrontal. cortex) were dissected, frozen in liquid nitrogen and kept at-
80°C for subsequent biochemical analyzes. The analysis is encompassed
tests as testing prepulse inhibition, analysis of oxidative stress, gene
expression and activity of the enzyme acetylcholinesterase, BDNF level
sand interleukins. The results indicate that supplementation of Omega-3
was able to prevent the reduction in prepulse inhibition induced by
treatment with ketamine. In addition, Omega-3 is capable of modulating
the antioxidant response in brain structures through changes in
antioxidant enzymes. Similarly, Omega-3 prevents damage to lipids and
proteins induced by treatment with ketamine, and it was able to partially
prevent the increasing in the acetylcholinesterase enzyme activity
induced by ketamine. BDNF levels are decreased one hour after the last
injection only in the prefrontal cortex of rats treated with ketamine
alone, whereas rats treated with ketamine and supplemented had this
effect prevented after one hour, but not 24 hours of after the last
injection. These evidences confirm our hypothesis that the
polyunsaturated fatty acid omega-3 prevents biochemical and behavioral
changes in animals subjected to the animal model of schizophrenia
induced by ketamine. Further studies are necessary to elucidate the
mechanisms by which the Omega-3 prevents such alterations associated
with schizophrenia in humans.



Keywords:  Schizophrenia, Omega-3; schizophrenia, ketamine,
acetylcholinesterase; BDNF.






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACh —Acetilcolina (do inglés: acetylcholine)

AchE —Acetilcolinesterase (do inglés: acetylcholinesterase)
ALA o — Acido Linoleico (do inglés: Linoleic Acid)

ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BDNF - Fator neurotrofico derivado do cérebro (do inglés: Brain
Derivated Neurotrophin fator)

CAT - Catalase

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais

CK - Creatina Cinase (do inglés: Creatine Kinase)

COX 1 - Ciclo-oxigenase 1

COX 2- Ciclo-oxigenase 2

LCR —Liquido Cefalo-Raquidiano

DHA — Acido Docosaexaenoico (do inglés: Docohexanoic acid)
DNPH — Dinitrofenilidrazina (do inglés: Dinitrophenylhidrazine)
EPA - Acido eucosapentanoico (do inglés: eucosapentanoic acid)
EROS-Espécies Reativas de Oxigénio

GSH - Glutationa reduzida

GPX - Glutationa peroxidase

H,0; -Peréxido de Hidrogénio

ICAM 1- Molécula soluvel de adessdo inter-celular 1

IL 6 - Interleucina 6

IL1 -Interleucina 1

KYA- Cinurenina (do inglés: kirunenic acid)

LA - Acido linoleicos (do inglés: linolenic acid)

LC- PUFAS - Acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (do
inglés: Poly-unsatureted fatty acids)

OMS-Organizacdo Mundial de Salde

P - Pulso

PET-Tomografia por emissdo de positons

PGE2 - Prostaglandinas 2

PLA2- Ativacdo da enzima fosfolipase

PP - Pré-Pulso e Pulso

SBNec - Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento
SNC- Sistema Nervoso Central

SOD - Superoxido desmutase

SPET- Tomografia por emissédo de foton Unico

TBARS — Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico






SUMARIO

LINTRODUGAO. ...ttt 27
LAFISIOPATOLOGIA ..ottt 28
1.1.1 Teoria dopamin@rgiCa.........ccouevrerierieerenienieese e seens 28
1.1.2 Teoria glutamatérgiCa.........ccouevrereneeienesese e 29
L. 1.3 Tratamento ......cooeeeeiiiieiieie et 31
1.2 MARCADORES INFLAMATORIOS.......ccoeietiiiterisieesiesesessessseseseesessanes 32
1.3 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF) ................ 34
1.4 ESTRESSE OXIDATIVO ..o.viviiieiiiierisieie ettt siese s ssese s snanes 35
1.5 SISTEMA COLINERGICO ....cvevieveriiiriieiesieteasteesiesesiesesessesessese s snanes 36
2 OMEGA-3 E A HIPOTESE FOSFOLIPDICA.......c..ccccovvverennn. 38
2.1 MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA E CETAMINA .....ccoovevervvenenn. 39
SOBIETIVOS ...ttt sttt 41
3.LOBIETIVO GERAL......cooiiicece et 41
3.20BJETIVOS ESPECIFICOS .......ooeveveveeeeeeeeeeeeeeee e 41
B3 HIPOTESES.......iioiiiiieieeieie e 41
4 METODOLOGIA ...ttt 42
4.1 ASPECTOS ETICOS.......ouevieiierieieeeteceesieeessessesssseessesses s 42
4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS. .....ouvitiiiiaieiateieneenesiene et seseeseseeneseseeseseens 42
4.3 SUPLEMENTAGAO DOS ANIMAIS COM ACIDO GRAXO POLI-
INSATURADO OMEGA-3......ceuiiiiiiaieiaieenieiesiere et sessene e seene e eanas 43
4.4 CETAMINA ..ottt ettt ettt et eae e er e e ene s 44
4.5 TESTE COMPORTAMENTAL E ANALISES BIOQUIMICAS ..........coenveee. 44
4.5.1 Teste de INibICAO POr PrepulSo......ccccvvevvvievie e 44
4.5.2 O dano oxidativo a lipidios e proteinas ..........c.ccocevververvivriennnn, 45
4.5.3 Atividade de enzimas antioXidantes.............ccccocevvrereicnenennen. 45
4.5.4 Avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase............. 46
4.5.5 Analise da expressdo génica de AChE (RT-PCR).........ccc....... 46
4.5.6 Determinacdo de Interleucinas € BDNF.......c.ccccccoovvviieiinnnnnn. 47
5 RESULTADOS..... .ottt ettt 49

5.1 A PORCENTAGEM DE INIBICAO POR PREPULSO E DANO OXIDATIVO EM
RATOS JOVENS SUPLEMENTADOS COM OMEGA-3 E SUBMETIDOS AO

MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR CETAMINA ........... 49
5.1.1 Analise comportamental...........ccccoeiviiiniiniieinsie s 49
5.1.3 Dano em lipidios € Proteinas ..........ccccccvvvvereinnieseseseeiescesesnnns 53

5.2 ATIVIDADE E EXPRESSAO GENICA DA ACHE EM TECIDOS CEREBRAIS
DE RATOS JOVENS SUPLEMENTADOS COM OMEGA-3 E SUBMETIDOS AO
MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR CETAMINA ........... 55






5.3 NiVvEIS DE INTERLEUCINAS (24 HORAS APOS A ULTIMA
ADMINISTRAQAO DE CETAMINA) EM TECIDOS CEREBRAIS DE RATOS
JOVENS SUPLEMENTADOS COM OMEGA-3 E SUBMETIDOS AO MODELO
ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR CETAMINA.......ccoiiiiiiinienns 57
5.4 Niveis DE BDNF (1 HORA E 24 HORAS APOS A ULTIMA
ADMINISTRAQAOD E CETAMINA) EM TECIDOS CEREBRAIS DE RATOS
JOVENS SUPLEMENTADOS COM OMEGA-3 E SUBMETIDOS AO MODELO
ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR CETAMINA
B DISCUSSAO ..ottt ettt ettt ettt ereres

6.1 A PORCENTAGEM DE INIBIGAO POR PRE-PULSO .....ccevvvreeieeriieesnneenns

6.2. PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO ..oiiveeiiiei e eeeeeeennnnn

6.3 ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE (ACHE) ....ccccvvvriiiivierienae

6.4 OS NiVEIS DE INTERLEUCINAS PRO-INFLAMATORIAS .....ovveeeeeeeeeennnnnn 66
6.5 OSNIVEIS DE BDNF EM TECIDOS ...covvveeiee e e ee e 68
7 CONCLUSAO
REFERENCIAS










27

1 INTRODUCAO

A esquizofrenia é considerada o mais grave dos transtornos
psiquidtricos e afeta cerca de 1% da populacdo mundial. O individuo
acometido pode apresentar alucinagdes, delirios, desorganizagdo da fala
e do comportamento, apatia e deterioracdo do funcionamento social.
Além disso, estima-se que cerca de 4,9% dos pacientes com diagndstico
de esquizofrenia cometem suicidio (Palmer et al., 2005). Apesar dos
progressos no tratamento da esquizofrenia a partir da introducdo de
antipsicoticos atipicos, a eficicia clinica do tratamento continua sendo
bastante limitada. Nesse sentido, poucos sdo os individuos que voltam a
ter o funcionamento compativel com as expectativas pré-morbidas
(Kapur e Seeman, 2001).

Diferentes abordagens cientificas (modelos animais, estudos
neuroendocrinoldgicos, post mortem, psicofarmacolégicos, genéticos e
de neuroimagem) tem sido empregadas para investigar a esquizofrenia.
Entretanto, a sua fisiopatologia ainda é pouco conhecida. Uma melhor
compreensdo da fisiopatologia da esquizofrenia € essencial para que
tratamentos mais eficazes sejam desenvolvidos (Karam et al.,2010).

Estudos conduzidos pela Organizacdo Mundial.de Saude (OMS)
relatam que a estimativa acerca da incidéncia da doenca é de sete casos
novos por ano para cada 10.000 habitantes, sendo a incidéncia
masculina (5,7casos) superior a feminina (4,6 casos). Da mesma forma,
no Brasil, os estudos epidemiolégicos apresentam estimativas de
incidéncia e prevaléncia compativeis com as observadas pela OMS
(Mari e Leitdo, 2000).

O diagnostico da esquizofrenia é complexo, baseado em
caracteristicas clinicas de varios aspectos como a sintomatologia, curso
e exclusdo de outros diagnésticos médicos. Os sintomas sdo agrupados
em trés categorias: sintomas positivos (delirios e alucinacdes), negativos
(embotamento afetivo, avolia, anedonia, alogia, apatia e isolamento
social) e de desorganizacgdo (comportamento estranho, por vezes bizarro,
pensamento desorganizado, afeto inapropriado, sintomas cognitivos
como alteracdo da memoria de trabalho e prejuizo na atencao) (Kapur e
Seeman, 2001).
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1.1 FISIOPATOLOGIA

A esquizofrenia é uma das mais intrigantes e também estudadas
condicBes psiquiatricas. A riqueza psicopatoldgica e as caracteristicas
clinicas, tais como o seu inicio na adolescéncia e o curso deteriorante
sem grandes altera¢Oes neuroldgicas, despertam curiosidade e geram um
namero consideravel de pesquisas sobre os processos neurofisioldgicos
envolvidos na doenga (DeLisi, 2008).

1.1.1 Teoria dopaminérgica

A teoria dopaminérgica indica que alteragfes nos niveis de
dopamina seriam responsaveis pelos sintomas observados na
esquizofrenia. A primeira evidéncia in vivo de que hd uma desregulagéo
de neurdnios dopaminérgicos na esquizofrenia provém do estudo
desenvolvido por Laruelle et al. (1996). No referido estudo, foi
observado através de PET (tomografia por emissdo de pdsitrons) e
SPECT (tomografia por emissdo de foton Gnico) que existe um maior
aumento na liberagcdo de dopamina apds administracdo de anfetamina
em pacientes esquizofrénicos quando comparados a controles (Abi-
Dargham e Laruelle, 2005).

A dopamina é um neurotransmissor catecolaminérgico e cerca de
80% do seu volume no sistema nervoso central(SNC) encontra-se no
estriado, enquanto que o restante encontra-se distribuido difusamente
pelo cortex e outras regides cerebrais. Os receptores dopaminérgicos
(D2, D3, D4) sdo metabotropicos (acoplados a proteina G) e podem ser
encontrados nas regides pré e pos-sinapticas (Vallone et al., 2000).

A hip6tese dopaminérgica classica da esquizofrenia postula que
0s sintomas positivos da doenca sejam secundarios a uma hiperatividade
dopaminérgica subcortical ou, mais precisamente, mediados pelos
receptores dopaminérgicos do tipo D2 da via dopaminérgica
mesolimbica (Laruelle et al.,1996; Abi-Dargham e Laruelle, 2005). Esta
hipotese é sustentada por duas observagdes principais, a saber: a) 0 uso
continuado de agonistas dopaminérgicos D2 induz sintomas similares
aos sintomas positivos da esquizofrenia e, b) toda medicacdo
antipsicotica efetiva, necessariamente bloqueia em algum grau os
receptores D2 (Abi-Dargham e Laruelle, 2005). Além disso, Seeman et
al.(1975) demonstraram que existe uma relacdo entre a poténcia dos
diferentes  antipsicéticos e sua afinidade pelos receptores
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dopaminérgicos D2. Sabe-se também que todos os antipsicoticos
bloqueiam receptores D2, mas com diferentes graus de afinidade (Talbot
e Laruelle, 2002). H& ainda uma relagdo entre o grau de ocupagdo dos
receptores D2, a resposta clinica e os sintomas extrapiramidais (Kapur et
al., 2000).

Ademais, uma formulacdo mais recente sugere que uma
hipofunco dopaminérgica no cortex pré-frontal seria responsavel pelos
sintomas negativos e um evento primario na esquizofrenia. Essa
hipofuncdo inicial acarretaria uma hiperfuncdo dopaminérgica
secundaria no estriado, 0 que, por sua vez, levaria ao surgimento dos
sintomas positivos (Stone et al., 2007). Portanto, acredita-se que um
déficit na atividade dopaminérgica cortical e um aumento de atividade
dopaminérgica subcortical coexistam na doenga (Abi-Dargham e
Laruelle, 2005).

1.1.2 Teoria glutamatérgica

A teoria glutamatérgica surgiu apartir da evidéncia de que ha
diminuicdo dos niveis de glutamato em pacientes esquizofrénicos (Kim
et al, 1980). O glutamato, ilustrado na Figura 1, é o principal
neurotransmissor excitatdrio existente no cérebro e possui importante
papel na migracdo neuronal, no desenvolvimento de neurites, na
sinaptogénese e na poda neuronal por apoptose. Para que a via
glutamatérgica seja ativada, € necessario que o receptor NMDA “libere”
o influxo de ions para o neurdnio. Essa ativacdo é dependente de trés
fatores: ligacdo de uma glicina, despolarizacdo da membrana pos-
sindptica e ligacdo de uma molécula de glutamato. Em pacientes
esquizofrénicos, acredita-se que haja uma hipofuncdo dos receptores
NMDA, de modo que essa via excitatoria a partir do glutamato seja
inibida (Zigmond et al., 1999).

Essa hipdtese ganhou forca quando o farmaco psicotomimético
fenciclidina (blogueador do canal. idnico do receptor NMDA) passou a
ser estudado (Olney e Farber, 1995; Heresco-Levy, 2003; Abi-Dargham
e Laruelle, 2005). A cetamina é capaz de induzir tanto os sintomas
positivos como 0s negativos e cognitivos da doenca em pacientes
esquizofrénicos (Krystal et al., 1994; Lahti et al., 1995). Da mesma
forma, a infusdo intravenosa de cetamina em individuos saudaveis induz
delirios, desorganizacdo, ilusbes visuais e auditivas e um estado
amotivacional marcado por embotamento afetivo, isolamento e retardo
psicomotor (Karam et al., 2010). Portanto, fatores ambientais que
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possam alterar a fungdo dos receptores glutamatérgicos e induzir efeitos
comportamentais semelhantes a esquizofrenia funcionam como um
modelo de estudo da fisiopatologia da doenca (Goff e Coyle, 2001; Abi-
Dargham e Laruelle, 2005).

Figura 1- Sitios de ligacdo do NMDA
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Ainda, ha evidéncias sugerindo que a desregulagdo
dopaminérgica encontrada na esquizofrenia pode ser secundaria a um
déficit na funcdo do receptor glutamatérgico NMDA (Jentsch e Roth,
1999). Entretanto, uma desregulacdo dopaminérgica também causa
alteracdes na transmissdo glutamatérgica, uma vez que aferéncias
glutamatérgicas corticais e projecbes dopaminérgicas convergem em
sinapses envolvendo neurénios GABAEérgicos no estriado (Kotter, 1994;
Cepeda e Levine, 1998).

De uma maneira geral, mostrou-se que os receptores D1 e D2
apresentam papéis antagdnicos em relacédo a transmissdo glutamatérgica
via receptor NMDA no estriado (Cepeda e Levine, 1998; Abi-Dargham
e Laruelle, 2005). Como representado na Figura 2, a estimulacdo dos
receptores D2 inibe a transmissdo glutamatérgica através do receptor
NMDA, enquanto que a estimulacdo dos receptores D1 tem efeito
contrario (Cepeda e Levine, 1998; Abi-Dargham e Laruelle, 2005).
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Assim, tanto as interagdes glutamato/dopamina quanto as
dopamina/glutamato parecem ser relevantes para a fisiopatologia da
doenca.

Figura 2- Receptores dompaminergicos D1 e D2
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Esquema ilustrando que receptores dopaminérgicos D1 e D2 apresentam efeitos
opostos na modulagéo da transmissdo glutamatérgica via NMDA em neurdnios
GABAérgicos do estriado. Direita: representacdo esquematica dos trés
desbalangos neuroquimicos principais presentes nos cérebros de pacientes
esquizofrénicos, evidenciando suas intercorrelagdes através de loops de
retroalimentacéo positiva (Fonte: Abi-Dargham e Laruelle,2005).

1.1.3 Tratamento

A esquizofrenia é geralmente tratada com uma combinacdo de
psicoterapia e ajustes sociais, bem como administragdo de farmacos. Em
1958, uma classe de farmacos (butirofenonas) foi sintetizada, tendo
como prototipo o haloperidol (Janssen, 1996), introduzido na clinica em
1959 (Divry et al., 1959). Dentro desse grupo de antipsicOticos
conhecidos como tipicos ou de primeira geragdo, os mais utilizados
atualmente sdo: clorpromazina, promazina, haloperidol, tioridazina,
estelazina, trifluroperazina, tiotixene e sulpirida. Existe uma ampla
incidéncia de efeitos colaterais extrapiramidais em pacientes tratados
com essa classe de medicamentos (Kapur e Remington, 2001).

Em contrapartida, os atipicos sdo considerados por alguns
clinicos mais interessantes que os tipicos, por apresentarem maior
espectro de atuagdo (particularmente em relacdo aos sintomas negativos,
cognitivos e relacionados ao humor) e maior seguranca em relacdo a
manifestacdo de efeitos colaterais motores agudos e de longa duracdo



32

(Kapur e Remington, 2001; Meltzer, 2004; Tandon, 2007). Em
consequéncia disso, h4 um consenso entre médicos e associacdes
médicas recomendando o0 uso desses novos agentes (Kane et al., 2003;
Lehman, 2004; Miller et al., 2004; Falkai et al., 2005).

Considera-se importante ressaltar que a eficacia dos
antipsicoticos tipicos estd relacionada ao blogueio dos receptores
dopaminérgicos principalmente D2 (Lehman et al., 2004), enquanto que
0s antipsicoticos denominados de segunda geracdo, introduzidos no
mercado desde 1990 e tendo como protétipo a clozapina, agem
antagonizando diferentes tipos de receptores incluindo receptores de
dopamina (D1, D2, D3, D4, D5), serotonina (5-HT1A, 5-HT2A, 5-
HT2c), muscarinicos (M1, M2, M3, M5), alfal e alfa2 adrenérgicos, €
receptores histaminicos(H1) (Lehman et al., 2004).

Atualmente novos antipsicdticos atipicos tém apresentado melhor
acdo terapéutica contra os sinais negativos e déficits cognitivos, visto
que estes sintomas sdo dificeis de tratar. Todavia, o tratamento com
ambos, tipicos, bem como antipsicdticos atipicos, apresentam sérios
efeitos colaterais levando a significativa perda de qualidade de vida no
paciente esquizofrénico. Desse modo, considera-se fundamental o
desenvolvimento de alternativas ou estratégias terapéuticas adjuvantes
que possam intensificar a acdo dos antipsicéticos e reduzir seus efeitos
colaterais (Arvindakshan et al., 2003b).

Morrison et al. (2004), McGorry et al.(2008) e Amminger et
al.(2010) evidenciam que os acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa dmega-3, podem reduzir os sintomas da esquizofrenia por suas
propriedades neuroprotetoras, sem entretanto, apresentar efeitos
adversos clinicamente relevantes. Nesse contexto, os acidos graxos
parecem ser uma boa estratégia na prevencgdo da psicose em individuos
jovens que apresentam risco aumentado da doenga.

1.2 MARCADORES INFLAMATORIOS

Estudos apontam que a esquizofrenia estd associada a niveis
aumentados de alguns marcadores inflamatorios, sugerindo a hipétese
de que este transtorno é fundamentalmente uma doenca inflamatdria
(Peet, 2006).

Meisenzahl et al. (2001) descreveram a relagdo entre a perda de
volume cerebral e a maior producdo de marcadores imunolégicos IL-1
(interleucina 1). De forma similar, as mudancas morfologicas do volume
cerebral e os niveis aumentados de IL-6 no CSF (fluido cérebroespinal)



33

na esquizofrenia foram apresentados por Garver et al.(2003) e Miiller e
Schwarz (2010). Além disso, esses estudos sustentam a hipdtese de que
a redugdo do volume cerebral ocorre devido ao desequilibrio do
neurodesenvolvimento mental e precede o primeiro episddio do
transtorno. Nesse contexto, sabe-se que a progressiva perda deste
volume, inclusive de massa cinzenta, persiste no curso do transtorno,
especialmente em pacientes com quadro clinico avancado (Mdller e
Schwarz, 2010).

Recentemente Kronig et al. (2005) demonstraram que pacientes
esquizofrénicos apresentam também niveis reduzidos de ICAM-1
(molécula soltvel de adesdo inter celular 1) e que a expressdo desta
molécula em relacdo aos diferentes alelos do gene ICAM-1 mostrou-se
anormal nestes pacientes quando comparados a individuos saudaveis.
Pesquisas realizadas por Miller et al. (1999) e Schwarz et al. (2000)
respectivamente, demonstram que a terapia com neurolépticos induziu
aumento significativo de ICAM-1.

Entende-se que o tratamento com anti-inflamatérios propicia
beneficios a pacientes esquizofrénicos, sendo esta uma estratégia
terapéutica adjuvante (Hanson e Gottesman, 2005). Segundo Peet e
Stokes (2005) essa terapia deve ser associada aos acidos graxos 6mega-3
e inibidores da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2).

Miiller e Schwarz (2010) em pesquisas recentes realizadas em
animais observaram que a inibi¢do da COX-2 é capaz de diminuir o
aumento das citocinas proinflamatérias 1L-1g, TNF-alfa e PGE,
(prostaglandina 2), podendo evitar sintomas clinicos como ansiedade e
declinio cognitivo, ambos associados ao aumento destas citocinas. Sabe-
se que, na esquizofrenia, a inibicdo da COX-2 mostrou efeitos benéficos
preferencialmente em estagios precoces do transtorno e o seu efeito na
doenca crbnica ainda é controverso (Muller e Schwarz, 2010). Apesar de
0 processo inflamatério estar envolvido na fisiopatologia da
esquizofrenia, ndo se pode afirmar que uma intervengdo em curto prazo
com inibidor de COX-2, por 5 ou 6 semanas, reverteria um processo
inflamatorio crénico que predomina ha anos (Miller e Schwarz, 2010).

Além do efeito anti-inflamatério do inibidor de COX-2, a
inibicdo da COX provoca diferentes efeitos no metabolismo da KYA
(cinurenina), principal produto da degradagdo do triptofano. O KYNA
(4cido cinurénico) é o Unico acido endégeno que age como receptor
antagonista do NMDA no SNC em humanos (Mdiller e Schwarz, 2010).
Sendo assim, enquanto a inibicdo da COX-1 aumenta os niveis de
KYNA, a inibicdo da COX-2 apresenta efeito contrario (Schwieler et
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al., 2005).

Portanto, evidéncias crescentes confirmam o papel das citocinas
pro inflamatdrias na fisiopatologia da esquizofrenia e a forte influéncia
das citocinas pro e anti-inflamatérias no metabolismo do triptofano-
cinurenina. A influéncia das citocinas sobre 0 neurotransmissor
glutamatérgico, os resultados de estudos em imagem e o efeito
terapéutico de drogas anti-inflamatorias indicam que a inflamag&o esté
em foco nas pesquisas atuais relacionadas a esquizofrenia (Muller e
Schwarz, 2010). Entretanto, mais estudos sd0 necessarios para
esclarecer o papel do sistema imune neste transtorno.

1.3. FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF)

O BDNF constitui um polipeptidio de 27 Kda, importante
membro da familia das neurotrofinas, presente em grandes
concentragcBes no cérebro e na periferia (Hashimoto et al., 2004)
incluindo o hipocampo e o cortex cerebral (Nakazato et al., 2003).
Vérios dos seus efeitos sdo conhecidos no SNC onde salientamos:
diferenciacdo, sobrevivéncia, crescimento e reparo neuronal. O BDNF é
um fator importante na plasticidade dos sistemas dopaminérgico,
serotoninérgico, colinérgico e glutamatérgico (Meredith et al., 2002;
Casolini et al., 2004).

Niveis elevados de BDNF tém sido detectados em plaquetas
de sangue humano, sugerindo que as plaquetas humanas podem fornecer
uma importante fonte de BDNF para regeneracdo dos neurdnios
sensitivos periféricos no local onde ocorre a lesdo do nervo (Yamamoto
e Gurney, 1990; Radka et al., 1996). Assim, foi demonstrado que o
BDNF atravessa a barreira hematoencefalica, sugerindo que os niveis
séricos podem refletir os niveis de BDNF no cérebro e podem em parte,
participar no desenvolvimento neuronal e manutencdo cerebral
(Nakazato et al., 2003).

Atualmente existe um crescente reconhecimento de que a
fisiopatologia da esquizofrenia pode ser resultado de uma desregulagédo
na plasticidade sindptica, com alteracdes nas neurotrofinas. O fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é a neurotrofina distribuida
mais amplamente no SNC, é considerada uma proteina crucial na
doenca psiquiatrica. Assim, evidéncias de estudos experimentais
apontam o papel da dieta e das interagcdes sociais e familiares na
regulacdo do BDNF (Gama et al., 2012).
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1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

A baixa qualidade de vida em pacientes com esquizofrenia
(Cardoso et al., 2005) tem forte relacdo com disturbios relacionados a
alimentacdo inadequada. Problemas como obesidade, dislipidemia,
diabetes e sindrome metabdlica, além de prejudicarem o funcionamento
psicossocial, também estdo associados & aceleragdo de processos
bioldgicos como a excessiva producdo de radicais livres, que gera uma
condicdo denominada estresse oxidativo (Garcia-Alonso et al., 2004).

A partir da ideia de que o tecido cerebral é, em especial,
suscetivel ao ataque de EROs (Halliwell, 2006), evidéncias sugerem que
0 estresse oxidativo contribui para a fisiopatologia da esquizofrenia
(Pazvantoglu et al., 2009; Zhang et al., 2009). O estresse oxidativo
produz efeitos deletérios como a indugdo da peroxidacdo lipidica nas
membranas, proteinas e genes (Mahadik et al., 2001) que por sua vez
esta associada a complicagcbes nos sintomas positivos e negativos da
doenca. Neste contexto, antioxidantes podem reduzir os sintomas de
depressdo, melhorar as fungbes cognitivas e a qualidade de vida
(Volchegorskii e Mester, 2007) influenciando de forma favoravel o bem
estar social e funcional (Verde, 2007), 0 que é muito promissor como
adjuvante no tratamento de doengas psiquiatricas. Além disso,
evidéncias sugerem que a suplementacdo dietética com acidos graxos
Omega-3 pode ser benéfica em diversas desordens psiquiatricas. No
entanto, entende-se que Sd0 necessarias pesquisas que avaliem a
suplementacdo de ©&mega-3 em individuos com probabilidade de
desenvolver esquizofrenia e a sua associacdo com as defesas de
antioxidantes, bem como o efeito da suplementagdo nutricional nesta
area.

A teoria do estresse oxidativo como um mecanismo
fisiopatoldgico, pode ser explicada pelo conceito do paradoxo do
oxigénio, uma vez que, da mesma forma que o oxigénio é necessario
para manter a vida aerébica, quantidades excessivas de radicais livres
podem produzir subprodutos téxicos (Davies, 2000). Halliwel (2006)
define estresse oxidativo como um desequilibrio entre a producdo de
EROs e a capacidade de defesa antioxidante do organismo.

Entende-se que niveis reduzidos de enzimas antioxidantes,
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSH-Px), bem como da capacidade antioxidante total tem sido
documentada nos pacientes com esquizofrenia quando comparado a
controles saudaveis (Yao et al., 1998; Ranjekar et al., 2003; Zhang et
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al., 2006; Ng et al., 2008; Othmen et al., 2008). Elevados niveis de
TBARS tem sido encontrados no plasma, eritrdcitos, leucécitos e
plaquetas de pacientes esquizofrénicos, juntamente com anormalidades
nos niveis de enzimas antioxidantes e deplecéo dos PUFAs (acido graxo
poli-insaturado), que sdo particularmente propensos a peroxidagdo
lipidica (Ng et al., 2008; Othmen et al. 2008).

Suportando a hipdtese acima, uma pesquisa realizada em um
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina mostrou que
houve um aumento na peroxidacdo lipidica, no dano protéico e uma
diminuigdo das enzimas antioxidantes CAT e SOD (De Oliveira et al.,
2009).Em conformidade a esses dados, Radonjic et al.(2008) também
verificou que a atividade destas enzimas antioxidantes foi alterada em
algumas &reas cerebrais no mesmo modelo animal de esquizofrenia
induzido por cetamina.

1.5 SISTEMA COLINERGICO

Em 1914, Dale investigou detalhadamente as propriedades
farmacol6gicas da acetilcolina (ACh). Nesse estudo, foi possivel
observar a breve duracdo da acdo da ACh e foi proposto que uma
esterase dos tecidos degradaria rapidamente a ACh em &cido acético e
colina, interrompendo desta forma sua agdo (Rang et al., 2004). A
esterase em questdo é a acetilcolinesterase (AChE), uma glicoproteina
globular encontrada nos neurdnios colinérgicos, nas proximidades das
sinapses colinérgicas e em concentragcBes elevadas na jungdo
neuromuscular (Massoulé et al., 1996). A hidrdlise do neurotransmissor
ACh pela AChE no SNC é conhecida por ser uma das reacGes cataliticas
enzimaticas mais eficientes (Garcia-Ayllén et al., 2011).

A ACh é um neurotransmissor excitatério sintetizado no neurdnio
pré-sinaptico pela colina acetiltransferase, a partir da colina e acetil-
coenzima A. Atua ligando-se aos receptores muscarinicos ou nicotinicos
localizados na membrana pré e pos-sinaptica. Este neurotransmissor
apresenta papel fundamental nas fungdes motora, cognitivas e de
memoria. Em pacientes esquizofrénicos, as disfuncdes cognitivas sdo
frequentemente encontradas e relacionam-se a alteragcGes com o sistema
colinérgico (Voss et al., 2008).

A supressdo da quantidade de ACh provoca a perda massiva da
capacidade de acdo do SNC. Além disso, a diminui¢do na concentracédo
da ACh esta relacionada diretamente com o déficit cognitivo,
caracteristica marcante em pacientes acometidos pela esquizofrenia
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(Sugimoto et al., 2002).

Estudos epidemioldgicos e laboratoriais sugerem um efeito
protetor da dieta rica em peixes e acidos graxos, como por exemplo,
acido docosahexaenoico e &cido eicosapentoenoico para a deméncia.
Enquanto que, efeitos positivos sobre o peso e apetite foram
demonstrados em um Unico estudo em pacientes com deméncia leve
(Irving et al., 2009).
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2 OMEGA-3 E A HIPOTESE FOSFOLIPIDICA

Nos anos 20, dois pesquisadores depois de observarem alguns
sinais e sintomas em pessoas que tinham restricdo de gordura na sua
dieta, confirmaram que havia compostos essenciais para a saude do
organismo (Burr, 1981). Desde entdo os &cidos graxos essenciais tém
sido estudados, embora com maior interesse apenas na década de 70.

O Omega-6 e Omega-3 sdo acidos graxos com duplas ligacdes
nos carbonos dmega, sendo essenciais ao bom funcionamento do
organismo de mamiferos, incluindo os seres humanos, contudo nao
podem ser sintetizados endogenamente, ou seja, devem estar presentes
na alimentagdo para que possam ser utilizados pelos tecidos corporais.
Neste contexto destacamos o0s &cidos linoleicos (LA 18:2 émega-6) e a-
linoleico (ALA 18:3 dmega-3), que pela a¢do das enzimas do figado dao
origem a 4cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LC- PUFAS),
composto que tem um importante papel no processo inflamatério e de
defesa do organismo (Haag, 2003).

O é&cido graxo a-linoleico (ALA 18:3 dmega-3), somente foi
reconhecido como nutriente essencial ha poucas décadas (Heird e
Lapillonne, 2005). Ele est4 presente em 6leos vegetais como linhaga,
canola e soja. Deste &cido graxo derivam os acidos eucosapentaenoico
(EPA 20:5 6mega-3) e docosaexaenoico (DHA 22:6 6mega-3). Estes
PUFAs estdo presentes nos 6leos de peixe como salmao, sardinha, atum
e cavalinha e compdem os fosfolipidios de membrana e desempenham
papéis diferentes no organismo (Marszalek e Lodish, 2005). Entende-se
que depois do tecido adiposo, o SNC possui 0 maior conteldo de
lipidios do corpo humano, e 35% dos lipidios de um encéfalo adulto sédo
acidos graxos poli-insaturados (Haag, 2003).

Os PUFAs atuam na sinalizacdo celular, regulacdo enzimatica,
sintese de eicosanoides, regulacdo da migracdo neuronal, determinacédo
da plasticidade sinaptica e modulacdo de citocinas (Horribin,1998;
Burger et al. 2002). Isso indica possivelmente que os PUFAs estejam
envolvidos na fisiopatologia de alguns transtornos psiquiatricos como a
esquizofrenia e a depressdo (Lackhan e Viera, 2008).

Existem poucos estudos que relacionam o sistema glutamatérgico
com os acidos graxos 6mega3, principalmente o DHA. Estudos recentes
evidenciam que, uma dieta enriquecida em 6&mega-3 foi capaz de
reverter o decréscimo da atividade de subunidades de receptores NMDA
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e AMPA que ocorre em animais envelhecidos (Dyall et al., 2006).
Ainda foi demonstrado que o DHA pode modular o transporte de
glutamato de maneira dose-dependente e em situagdes de dano cerebral
(Grintal et al., 2009; Moreira et al., 2010). Foi demonstrado que o
DHA pode ser liberado das membranas celulares mediante a ativagéo da
enzima fofolipase A2(PLA2) quando em situacBes de dano neural,
dando origem a um composto denominado neuroprotectina D1 um
docosanoide que exerce um papel neuroprotetor no SNC (Lukiw e
Bazan, 2008; Bazan, 2006; Bazan et al., 2005).

A deficiéncia dietética e os baixos niveis enddgenos de &cidos
graxos 6mega-3 tem sido associados a um pior diagnéstico de doengas
psiquidtricas, e alguns estudos clinicos tém demonstrado que a
suplementacdo destes acidos graxos foi benéfica em pacientes com
depressdo, transtorno bipolar e esquizofrenia (Peet e Stokes, 2005).

Um recente estudo realizado concluiu que o dmega-3 reduz o
risco de progressdo do transtorno psicético e pode ser uma estratégia
eficiente e segura de prevengdo em pessoas jovens com prévios estados
psicoticos. Além destas vantagens, os autores observaram excelente
tolerabilidade e melhor aceitagdo do suplemento pelos pacientes quando
comparado a medicamentos tradicionais, além do custo relativamente
baixo do dmega-3 e seus efeitos gerais benéficos a sadde. (Amminger et
al., 2010). Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa
evidenciou o efeito preventivo dos sintomas positivos e negativos do
Omega-3 em um modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina
(Gama, et al., 2012).

2.1 MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA E CETAMINA

O modelo animal de esquizofrenia pode ser induzido por drogas
como anfetamina, cetamina e fenciclidina, as quais simulam
manifestagfes comportamentais em animais semelhantes aos sintomas
da esquizofrenia em humanos (Angrist et al., 1974; Hetem et al., 2000).
Tais sinais incluem quatro dimensdes principais: hiperlocomogéo,
estereotipia, deficiéncia no  processamento de informac0es,
comprometimento das fungBes cognitivas (memoéria de trabalho e
atencdo) e interacdo social prejudicada (Bubenikova Valesova, et al.,
2008).

O cloridrato de cetamina referenciado como uma droga
dissociativa ¢ usada para fins de anestesia com efeito hipnético e
caracteristicas analgésicas (Vasconcelos et al., 2005). Provoca perda
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sensorial marcante, analgesia e paralisia do movimento, assim como
amnésia sem perda real da consciéncia (Rang et al., 2004; Morgan et al.,
2004). A cetamina age como antagonista ndo competitivo do receptor
glutamatérgico NMDA, encontrado especialmente nas regides do
hipocampo e cortex cerebral — &reas cruciais para 0s processos de
memodria e cognicdo humanos (Morgan et al., 2004).

O modelo animal induzido por cetamina pode ser considerado
mais completo por sua capacidade em mimetizar os sintomas negativos
e cognitivos do transtorno (validade de face), ja tendo sido relatada sua
validade de constructo (Becker et al., 2003) e validade preditiva (Becker
e Grecksh, 2004). Os estudos também confirmam que o modelo de
cetamina fornece um novo olhar para ambas as teorias de transmissao
glutamatérgica e dopaminérgica da esquizofrenia (Vollenweider et al.,
2000). Considerando esses achados, utilizaremos a cetamina em doses
sub-anestésicas no  presente estudo, visando mimetizar 0s
comportamentos do transtorno no animal escolhido para ser o modelo.

A esquizofrenia € um transtorno de etiologia multifatorial e
fisiopatologia complexa, o que representa um grande desafio para
comunidade médica e cientifica. O tratamento farmacol6gico apresenta
resultados positivos, contudo a ampla incidéncia de efeitos colaterais
associados limita a eficicia. Portanto, estudos que possam identificar
estratégias adjuvantes ao tratamento sdo de extrema relevancia para essa
populagdo. Da mesma forma, a identificacdo de marcadores bioquimicos
associados a essas novas estratégias contribui para trazer a luz novos
conhecimentos acerca da fisiopatologia da doenca. Nesse contexto, este
trabalho se propds a avaliar o efeito preventivo do dmega-3 sobre o
comportamento e parametros bioquimicos de animais submetidos ao
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Testar a hipo6tese de que o acido graxo poli-insaturado 6mega-3
previne alteragBes comportamentais e bioguimicas em animais
submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Verificar o efeito preventivo do Omega-3 sobre:

e A porcentagem de inibicdo por pré-pulso em ratos jovens
submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por
cetamina;

o Parametros de estresse oxidativo (dano em lipidios, proteinas e
atividade de enzimas antioxidantes) em tecidos cerebrais de ratos
jovens submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido
por cetamina;

o Atividade da acetilcolinesterase (AChE) em tecidos cerebrais de
ratos jovens submetidos ao modelo animal de esquizofrenia
induzido por cetamina;

e Os niveis de interleucinas pré-inflamatérias em tecidos
cerebrais de ratos jovens submetidos ao modelo animal de
esquizofrenia induzido por cetamina;

e Os niveis de BDNF em tecidos cerebrais de ratos jovens
submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por
cetamina.

3.3 HIPOTESES
A suplementacdo de &cido graxo poli-insaturado dmega-3 previne

alteracdes comportamentais e bioquimicas em modelo animal de
esquizofrenia induzido por cetamina.
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4 METODOLOGIA
4.1. ASPECTOS ETICOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Neurociéncias da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Todos 0s
procedimentos  experimentais foram realizados conforme as
recomendagdes internacionais para o cuidado e o uso de animais de
laboratério, considerando também as recomendagfes para o uso de
animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento
(SBNeC). Este projeto foi aprovado em Abril de 2012 pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEUA) da Universidade do Extremo Sul
Catarinense com o protocolo n° 14/2012.

4.2. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados neste estudo 144 ratos Wistar machos jovens
(28 a 30 dias) pesando entre 80g e 150g, procedentes do Biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os ratos foram
acondicionados em 5 animais por caixa e mantidos em ambiente
climatizado (22°C) com ciclos claro-escuro de 12 horas, agua e
alimentacao padréo livre.

Primeiramente os animais foram divididos em dois grupos de
24 ratos, 0s quais receberam suplementagdo de 6dmega-3 ou veiculo
durante 21 dias. Entre o décimo quinto dia e vigésimo primeiro dia de
suplementagdo com émega-3, os animais foram novamente divididos em
quatro grupos de 12 ratos para o tratamento concomitante com salina ou
cetamina durante 7 dias. Ao final, os seguintes grupos foram formados:
Veiculo+salina, Omega+salina, Veiculo+cetamina,
Omega+cetamina. Os animais utilizados no estudo foram separados
randomicamente em grupos e todos os ratos, sem excecdo, foram
utilizados nos experimentos. A Figura 3 ilustra o desenho experimental
descrito acima.

Apbds a aplicacdo das duas intervengBes, os animais foram
submetidos ao teste de inibicdo por prepulso. Em seguida, 0s animais
foram mortos por decapitacdo em guilhotina e as estruturas cerebrais
(estriado, hipocampo e cortex pré-frontal.) foram dissecadas, congeladas
em nitrogénio liquido e mantidas em freezer -80°C para analises
bioquimicas posteriores. As analises englobaram testes como: atividade
dos complexos da cadeia respiratdria, atividade e expressdo da enzima
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acetilcolinesterase e da creatina cinase, parametros de dano oxidativo,
atividade de enzimas antioxidantes, niveis de BDNF e interleucinas.
Uma amostra de 5 animais por grupo foi utilizada para os testes
bioquimicos: cadeia respiratoria e atividade da creatina cinase,
totalizando 20 animais. Para as analises de dano oxidativo e atividade de
enzimas antioxidantes foram utilizada uma amostra de 7 animais por
grupo, no total, 28 ratos.

Figura 3- Desenho Experimental
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Fonte: Dados da pesquisa

As carcagas dos animais foram acondicionadas em saco
branco leitoso e encaminhadas para freezer (conservagdo) na
universidade. Apds conservacdo, foram coletadas e transportadas por
empresa terceirizada. Os residuos foram tratados fisicamente e em
seguida encaminhados para disposicdo final em aterro sanitario. Todos
esses procedimentos estdo em conformidade com a RDC n° 306/2004 da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

4.3 SUPLEMENTA(}AAO DOS ANIMAIS COM ACIDOS GRAXOS
POLI-INSATURADO OMEGA-3

O éacido graxo poli-insaturado dmega-3 foi administrado através
de gavagem orogastrica uma vez ao dia na dose de 0,8g/kg, durante os
21 dias de experimento. O tratamento foi iniciado em animais jovens
(30 dias de idade) e prosseguiu até a fase adulta, totalizando um periodo
de 21 dias de suplementacéo.

As capsulas de 6mega-3 foram compostas por 1200mg de 6leo de
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peixe, importante fonte deste &cido graxo poli-insaturado. Também
foram constituidas por acido graxo poli-insaturado EPA (&cido
eicosapentaenoico - 18%) e DHA (&cido docosaexaenoico — 12%).

4.4 CETAMINA

A cetamina, administrada por via intraperitoneal, foi utilizada na
dose de 25 mg/kg, preparada em solugdo salina no volume de 1
mL/100g (Becker e Grecksh, 2004; Imre et al., 2006; Tomiya et al.,
2006) . A administracdo da dose de 25 mg/kg € utilizada para mimetizar
alguns sintomas psicéticos, tais como a hiperlocomogéo e embotamento
afetivo (Hunt et al., 2006). O objetivo de administrar doses de cetamina
e suplementar com dmega-3 foi verificar se este acido graxo atua na
prevencdo dos comportamentos semelhantes a esquizofrenia induzidos
pela cetamina em animais.

4.5 TESTE COMPORTAMENTAL E ANALISES BIOQUIMICAS
4.5.1 Teste de Inibi¢&o por prepulso

Este teste funciona como uma medida operacional do filtro
sensorio motor refletido pela capacidade de inibicdo de um reflexo de
sobressalto, induzido por um estimulo sensorial (auditivo, visual ou
tatil) de maior intensidade, precedido por um estimulo de menor
intensidade (Hoffmann e Ison, 1980). Esse comportamento é uma
resposta natural de defesa, ocorrendo em resposta a um estimulo intenso
e inesperado e pode ser observado em diferentes espécies de mamiferos
(humanos, primatas e roedores). Contudo, 0 mecanismo de inibigdo por
prepulso parece estar prejudicado em pacientes psiquiatricos (Geyer et
al., 2001).

A quantificacdo da inibicdo promovida por um prepulso apés a
resposta ao pulso foi realizada com base em um estudo realizado
anteriormente (Kinkead et al., 2006). Caixas com isolamento acustico
foram utilizadas para medir o sobressalto (insight ® - EP 175). Em
primeiro lugar, os animais mantiveram-se durante um periodo de 5
minutos de habituacdo nestas caixas. Depois disso, 10 pulsos foram
aplicados para a habituacdo dos animais (este nimero ndo foi
considerado para os calculos). Durante a sessdo, foram apresentados trés
tipos de estimulos 10 vezes e distribuidos aleatoriamente em intervalos
de 20 segundos: 1) pulsos de 120 dB para 40 ms (capaz de produzir uma



45

resposta de susto), 2) um prepulso de 65, 70 ou 75 dB durante 20 ms
aplicado 80 ms antes do pulso, 3) auséncia de estimulo. A média de
amplitude de sobressalto apds as sessGes de pulso (P), bem como a
amplitude média de sessdes de resposta de sobressalto ap6s o prepulso e
pulso (PP) foram calculadas para cada animal. A porcentagem de
inibicdo promovida pelo prepulso de resposta de sobressalto induzida
por pulso foi calculada de acordo com a seguinte equacao: inibicéo de
prepulso (%) = 100 - [(PP / D) x 100].

4.5.2 O dano oxidativo a lipidios e proteinas

Os efeitos da cetamina e/ou 6mega-3 sobre de espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) foram medidas em estruturas cerebrais
para verificar dano oxidativo. Conforme descrito (Draper e Hadley,
1990), as amostras de estriado, cortex pré-frontal e hipocampo foram
misturadas em &cido tricloroacético 1ml de 10% e 1 ml de acido
tiobarbitdrico a 0,67%, e, em seguida, aquecidas durante 30 minutos. Os
equivalentes de malondialdeido (MDA) foram determinados
espectrofotometricamente usando a absorbancia a 532nm.

A determinacdo de grupos carbonil baseados na reagdo com
dinitrofenilidrazina (DNPH), foi realizada para avaliar os danos &
proteinas. Este protocolo foi anteriormente descrito por Levine et al.
(1994). Resumidamente, as proteinas foram precipitadas por adicdo de
acido tricloroacético a 20% e foram redissolvidas em DNPH. A
absorbancia foi monitorada espectrofotometricamente a 370 nm.

4.5.3 Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da SOD foi definida como a capacidade de
autooxidacdo do pirogalol, um processo altamente dependente de O2 -2,
um substrato para a SOD (Bannister e Calabrese, 1987). Em resumo, a
presenca de SOD influencia a inibicdo da autooxidacdo do pirogalol,
assim, a atividade da enzima pode ser indiretamente testada. A
quantificacdo da atividade da enzima foi realizada em espectrofotdmetro
(420nm). Além disso, a curva de calibracdo da SOD foi definida pela
SOD purificada. Os valores de atividade de SOD foram expressos como
unidades por mg de proteina e uma unidade da enzima SOD é definida
quando existe uma autooxidacéo do pirogalol 50%.

Para a andlise de CAT, o protocolo de Laemmli (1970) foi
aplicado usando o espectrofotdmetro a 240 nm. O método baseia-se no
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desaparecimento de H,O,, meio de reacdo contendo 20 mM de H,0,,
0,1% de Triton X-100, 10 mM de potassio tampéo de fosfato, pH 7,0,
0,1 e 0,3 mg-proteina/ml. Uma unidade de CAT foi definida como 1mol
de H,O, consumido por minuto.

A atividade enzimitica da GPx foi medida utilizando
hidroperoxido de terc-butila, o substrato de acordo com o protocolo
descrito anteriormente (Wendel, 1981). A atividade da enzima foi
medida por monitorizacdo da velocidade de desaparecimento de
NADPH a 340 nm, em tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0,
contendo EDTA 1,0 mM, 2,0 mM glutationa (GSH), 0,2 U/mL de GSH
redutase, azida 1,0 mM, 0,2 mM terc-butil hidroxiperéxido, NADPH
0,2 mM, e o sobrenadante contendo 0,2-0,3 mg de proteina/mL. A
unidade de atividade da GPx foi expressa como nmol de NADPH
oxidada por minuto por mg de proteina, utilizando um coeficiente de
extingdo de 6,22x106 para NADPH.

Todas as medidas relacionadas com a atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx) foram normalizadas usando os valores
de proteina total (albumina de soro bovino) a partir das amostras, tal
como descrito por Lowry et al. (1951).

4.5.4 Avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase (ACHE)

A avaliacdo da atividade da enzima AChE foi realizada com base
no método descrito por Ellman e colaboradores (1961), onde foi
avaliada a hidrolise da ACh numa concentracdo de 0,8 mM em 1 ml de
uma solucdo contendo 100 mM de tampéo fosfato (pH 7,5) e 1,0 mM
de DTNB. Cinquenta microlitros de amostra foram adicionadas a
solucdo e pré-incubadas por 3 min. A hidrélise foi monitorada pela
formacdo do dianion tiolato de DTNB a 412 nm por 2-3 min. em
intervalos de 30 s a 25°C. As amostras foram avaliadas em duplicatas.

4.5.5 Analise da expresséo génica de AChE (RT-PCR)

Andlise da expressdo génica foi realizada apenas quando a
alteracdo cinética ocorreu. O RNA total foi isolado com o reagente
Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA), em conformidade com
as instrugbes do fabricante. O RNA total foi quantificado por
espectrofotometria e 0 cDNA foi sintetizado com ImProm-I1 ™, sistema
de transcricdo reversa (PrOmega) a partir del ug de ARN total, seguindo
as instrucbes do fabricante. O PCR quantitativo foi realizado utilizando
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SYBR® Green | (Invitrogen), para detectara sintese de cDNA de cadeia
dupla. As reacBes foram realizadas num volume de 25 uL utilizando
12,5mL de cDNA diluido(1:50 em HPRT1, Rlp 13 Aedor), contendo
uma concentracdo final de 5Mde betaina (Sigma-Aldrich), de
0,2x®SYBRGreen | (Invitrogen),100uMde dNTP, 1x tampdo de PCR,
MgCI2 3 mM, 0,25 UPlatinum ®TagqDNA polimerase(Invitrogen) e
200nM de cada um para a frente e reverso iniciadores (Tabelal). As
condi¢es de PCR de ciclagem foram: um passo de ativacgao inicial da
polimerase durante 5 min a 95 ° C, 40 ciclos del5s a 95°C para a
desnaturagdo, 35s a 60°C para reconhecimento e 15 segundos a 72°C
para alongamento. No final do protocolo, uma anélise da curva de fusdo
foi medida a 60-99°C. Niveis de expressdo relativa foram determinados
com tempo real pelo sistema de detec¢do de sequéncia por meio de um
Software 2.0.5 (Biosystems software). A eficiéncia de cada amostra foi
calculada usando o software LinReg PCR11,0 e a estabilidade dos genes
de referéncia: HPRT1 e RIp13A(M-valor) e o nimero 6timo de genes de
referéncia de acordo com a variacdo(V) foram analisadas pelo
“GeNorm3.5Software”  (http://medgen.ugent.be/genorm/). Niveis
relativos de expressdo de ARN foram determinados usando o método 2-
AACT.

Tabela 1. PCR Desenho inicial

Enzima Sequencia inicial (5°-3”) Banco do Gen numero Ampliacao
de acesso (MRNA) Tamanho

F— GCAGACTTTGCTTTCCTTGG

R - CGAGAGGTCCTTTTCACCAG
F— ACAAGAAAAAGCGGATGGTG
R—-TTCCGGTAATGGATCTTTGC

acher ; — CTGGACCAATTTTGCCCGCAC BC094521.1 165

Hprt1* NM_012583 81

Rpl13A* NM_173340 167

CGATTCCAGAAGGCGCAGGTCTG

* De acordo com Bonefeld et al.(2008)
** Descrito pelos autores.

4.5.6 Determinacdo de Interleucinas e BDNF

Os niveis de BDNF e interleucinas (IL1pB, IL6) no cértex pré-
frontal, hipocampo e estriado foram medidos por ELISA sanduiche, de
acordo com as instrugdes do fabricante (Chemicon, EUA para BDNF e
Millipore, EUA e Canada para NGF). Resumidamente, as estruturas
cerebrais foram homogeneizadas numa solugéo de tampao fosfato (PBS)
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com um coquetel inibidor de protease (Sigma). As placas de
microtitulacio (de 96 pocos de fundo plano) foram revestidas durante 24
horas com as amostras diluidas 1:2 em diluente da amostra com a curva
padrdo variando de 7,8 a 500 pg/ml de BNDF e ILs. As placas foram
entdo lavadas com a amostra diluente em anticorpo monoclonal
especifico para cada proteina (BDNF ou IL1B ou IL6) num total de
quatro vezes. Depois da lavagem, um anticorpo secundario conjugado a
peroxidase foi adicionado a cada pogo e incubou-se & temperatura
ambiente durante 1 hora. Ap0s a adicdo da enzima estreptavidina, a
guantidade de BDNF e interleucinas foi determinada por absorbancia a
450 nm. A curva padrdo demonstra uma relacao direta entre a densidade
Optica (OD) e a concentracdo. A quantidade de proteinas totais foi
medida utilizando albumina bovina como um padrédo, tal como foi
previamente descrito por Lowry et al.(1951).

Ressalta-se que a resposta pro-inflamatéria é observada
tardiamente em modelos semelhantes (Strous et al., 2006). Em
contraste, alteragdes nos niveis de BDNF séo observadas tanto logo apos
as intervengbes como tardiamente (Réus et al., 2011). Desta forma,
optamos por avaliar os niveis de interleucinas 24 horas ap6s a morte e 0s
niveis de BDNF tanto 1 hora como 24 horas apds a morte.
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5 RESULTADOS

A presente pesquisa testou a hipétese de que o acido graxo poli-
insaturado dmega-3 previne alteracbes comportamentais e bioguimicas
em animais submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por
cetamina.

5.1 A PORCENTAGEM DE INIBICAO POR PREPULSO E DANO
OXIDATIVO EM RATOS JOVENS SUPLEMENTADOS COM
OMEGA-3 E SUBMETIDOS AO MODELO ANIMAL DE
ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR CETAMINA

5.1.1 Anélise comportamental

A figura 4 traz os resultados de inibicdo por prepulso. Os
resultados indicam que a administracéo de cetamina na dose de 25mg/kg
em modelos animais induz comportamento semelhante ao estado
psicotico em humanos e verificou-se que essas mudangas podem ser
prevenidas pela suplementa¢do com 6mega-3. Um efeito significativo de
cetamina foi revelado pela a ANOVA de duas vias [F (1,24) = 24,45, p
<0,01], enquanto que nao foi observada interacdo entre as variaveis
categoricas.

Figura 4- Porcentagem de inibicéo por pré-pulso
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Efeito da suplementacdo de 6mega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg / kg)
sobre a percentagem de inibicdo de pré-pulso em diferentes estruturas cerebrais
de ratos. Os dados sdo expressos como média+EPM de cinco animais em cada
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grupo. * diferente de Veiculo+salina, # diferente de Veiculo+cetamina. (Barra
branca= Veiculo+salina; barra cinza claro= Omega+salina; barra cinza médio=
Veiculo+cetamina e barra cinza escuro= Omega+cetamina).

5.1.2 Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas antioxidantes (GPx, SOD e CAT) nas
estruturas estudadas sdo demonstradas nas Figuras 5, 6 e 7,
respectivamente. No estriado, a cetamina diminuiu a atividade da GPx,
engquanto a combinacao de cetamina e dmega-3 promoveu 0 aumento no
mesmo parametro. No entanto, o aumento observado no grupo
Omega+cetamina foi inferior ao do grupo controle, 0 que demonstra que
o Omega-3 ndo foi capaz de reverter totalmente a diminuicdo de GPx. A
ANOVA de duas vias indicou haver efeitos significativos de cetamina
[F (1,20) = 18,5, p <0,01], Omega-3 [F (1,20) = 8,7, p <0,01] e da
interacdo entre as variaveis [F (1,20) = 5,6, p <0,05].

No hipocampo, um efeito benéfico do dmega-3 em promover
aumento da atividade da GPx foi revertido pela cetamina. A ANOVA de
duas vias demonstra haver um forte efeito da cetamina [F (1,20) =
14,65, p <0,01] e dmega-3 [F (1,20) = 7,6, p <0,05]. No cortex pré-
frontal, o grupo que recebeu cetamina apresentou maiores niveis de GPx
relacionadas ao grupo controle, enquanto a combinagdo de
Omega+cetamina impediu esse aumento. Um efeito da cetamina foi
observado nesse parametro [F (1,20) = 7, p <0,05]. Em geral, os dados
da Figura 5 que observamos abaixo, indicam que os efeitos benéficos de
dmega-3 sdo seletivos ao estriado e hipocampo.
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Figura 5- Atividade da GPx
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Efeito da suplementagdo de 6mega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg/kg)
sobre a atividade da GPx nas diferentes estruturas cerebrais de ratos. Os dados
estdo expressos como médiatEPM de cinco animais em cada grupo. * diferente
de Veiculotsalina, # diferente de Veiculo+cetamina. (Barras brancas=
Veiculo+salina; barras cinza claro= Omega+salina; barras cinza médio=
Veiculo+cetamina e barras cinza escuro= Omega+cetamina).

A Figura 6 ilustra os valores da atividade da SOD. Néo foram
observadas alteragdes na atividade da SOD no estriado. No entanto, 0s
valores de SOD no hipocampo foram superiores no grupo que recebeu
somente cetamina ou somente ©Omega-3. Em contrapartida, a
combinacdo de varidveis induziu reducdo da atividade da SOD (Figura
6). A analise de duas vias indica que os valores foram influenciados pelo
O0mega-3 [F (1,20) = 47,9, p <0,01] e pela interacdo entre cetamina e
omega-3 [F (1,20) = 89,0, p <0,01]. No cortex pré-frontal, a atividade da
SOD foi maior no grupo tratado com cetamina somente, enquanto niveis
mais baixos foram observados no grupo que recebeu cetamina e 6mega-
3. As diferencas observadas foram resultado tanto do tratamento com
cetamina [F (1,20) = 12,2, p <0,01] como pela suplementacdo com
o6mega-3 [F (1,20) = 20,9, p <0,01] e pela interacdo entre as variaveis [F
(1,20) = 25,7, p<0,01)].
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Figura 6- Atividade da SOD
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Efeito da suplementagdo de dmega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg /
kg) sobre a atividade da SOD em diferentes estruturas cerebrais de ratos. Os
dados estdo expressos como média +EPM de cinco animais em cada grupo. *
diferente de Veiculo+salina, # diferente de Veiculo+cetamina. (Barras brancas=
Veiculo+salina; barras cinza claro= Omega+salina; barras cinza médio=
Veiculo+cetamina e barras cinza escuro= Omega+cetamina).

A Figura 7 mostra os valores de atividade de CAT nas mesmas
estruturas onde foram avaliadas a atividade da SOD e GPx. N&o foram
observadas alteracdes nos valores de CAT em tecido hipocampal. No
estriado, 0 grupo que recebeu somente cetamina e o grupo tratado com
cetamina e Omega-3 apresentaram maiores niveis de CAT. Diferente
disto, no cdrtex pré-frontal apenas a combinacdo de cetamina e 6mega-3
favoreceu a diminuicdo da atividade CAT. ANOVA de duas vias
aponta para um efeito significativo da cetamina [F (1,20) = 8,7, p <0,01]
no estriado, enquanto no cortex, o efeito observado é um resultado da
interacdo entre as variaveis [F (1,20) = 5,89, p <0,05].
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Figura 7- Atividade da CAT
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Efeito da suplementagdo de 6mega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg / kg)
sobre a atividade de CAT em diferentes estruturas cerebrais de ratos. Os dados
estdo expressos como médiatEPM de cinco animais em cada grupo. * diferente
de Veiculotsalina, # diferente de Veiculo+cetamina. (Barras brancas=
Veiculo+salina; barras cinza claro= Omega+salina; barras cinza médio=
Veiculo+cetamina e barras cinza escuro= Omega+cetamina).

5.1.3 Dano em lipidios e proteinas

Nas Figuras 8 e 9, os valores de TBARS e carbonilacdo de
proteinas sdo demonstrados. Os valores de TBARS indicam que todos
0S grupos que receberam somente cetamina apresentaram maiores
valores de TBARS no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado. O grupo
tratado com Omega+cetamina apresentou um efeito semelhante no
cortex pré-frontal. Em contraste, 0 mesmo grupo mostrou uma
diminuicdo deste parametro no hipocampo e estriado. A analise de duas
vias indica que os efeitos no hipocampo resultaram da suplementacéo
com 6mega-3 [F (1,16) = 25,68, p <0,01], a cetamina [F (1,16) = 65,04,
p <0,01], e também da interacdo de ambos os fatores [F (1,16) = 4,96, p
<0,05]. Estes efeitos foram semelhantes no estriado [F (1,16) = 41,04, p
<0,01, para o efeito de dmega-3, F (1,16) = 42,87, p <0,01, para efeito
da cetamina, F (1,16) = 38,41, p <0,01, para a interacdo entre os fatores.
Diferentemente, os valores de TBARS no cértex pré-frontal foram
resultado da influéncia do tratamento com cetamina [F (1,16) = 109,54,
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p <0,01].

Figura 8- Equivalentes de malondialdeido
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Efeito da suplementagdo de 6mega-3 e / ou tratamento com cetamina (25mg /
kg) ao longo de TBARS em diferentes estruturas cerebrais de ratos. Os dados
estdo expressos como média+EPM de cinco animais em cada grupo. * Diferente
Veiculotsalina, # diferente de Veiculo+cetamina. (Barras brancas=
Veiculo+salina; barras cinza claro= Omega+salina; barras cinza médio=
Veiculo+cetamina e barras cinza escuro= Omega+cetamina).

Em relacdo a carbonilacdo de proteinas, todos os grupos
experimentais mostraram aumento na carbonilagdo protéica no
hipocampo, como resultado da suplementagdo com émega-3 [F (1,16) =
7,76, p <0,05] ou tratamento com cetamina [F (1,16) = 6,31, p <0,05].
No cortex pré-frontal, o dmega-3 proporcionou uma redugdo da
carbonilacdo, além de prevenir o aumento induzido pela cetamina. Os
dados do cortex pré-frontal foram influenciados pelo dmega-3 [F (1,16)
= 76,14, p <0,01], a cetamina [F (1,16) = 11,18, p <0,01] e pela
interacdo entre os fatores [F (1,16) = 23,18, p <0,01]. Os valores
relacionados a carbonilagdo de proteinas no estriado foram dependentes
da suplementacédo de dmega-3 [F (1,16) = 38,72, p <0,01], assim como
podemos observar na Figura 9.
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Figura 9- Carbonilagado de proteina
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Efeito da suplementagdo de 6mega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg/kg)
sobre a carbonilagdo de proteinas em diferentes estruturas cerebrais de ratos. Os
dados séo expressos como média £ EPM de cinco animais em cada grupo. *
Diferente de Veiculo+salina, # diferente de Veiculo+cetamina. (Barras brancas=
Veiculo+salina; barras cinza claro= Omega+salina; barras cinza médio=
Veiculo+cetamina e barras cinza escuro= Omega+cetamina).

5.2 ATIVIDADE E EXPRESSAO GENICA DA ACHE EM TECIDOS
CEREBRAIS DE RATOS JOVENS SUPLEMENTADOS COM
OMEGA-3 E SUBMETIDOS AO MODELO ANIMAL DE
ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR CETAMINA

Na figura 10 sdo demonstrados os valores da atividade da AChE
nas diferentes estruturas cerebrais. A ANOVA de duas vias indica que
as diferencas entre grupos observadas pelo pés-teste de Newman-Keulls
sdo resultado tanto do efeito da Cetamina [F(1,16)=293,72, p<0,01 no
cortex; F(1,16)=421,91, p<0,01 no hipocampo; F(1,16)=336,80 p<0,01
no estriado], do Omega [F(1,16)=56,13, p<0,01 no cortex;
F(1,16)=144,65, p<0,01 no hipocampo; F(1,16)=64,62, p<0,01 no
estriado], como da interacdo entre as varidveis [F(1,16)=49,83, p<0,01
no cortex; F(1,16)=127,32, p<0,01 no hipocampo; F(1,16)=71,98,
p<0,01 no estriado].

As comparacdes entre grupos revelam que em todas as estruturas
0s grupos tratados somente com cetamina apresentaram aumento da
atividade de AChE em relagdo ao grupo tratado somente com salina
(p<0,01 em todas as estruturas). O grupo Omega+cetamina apresentou
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valores maiores em relacdo ao grupo Omega+salina nas trés estruturas
(p<0,01). Além disso, o grupo Omega+cetamina apresentou valores
diminuidos no cortex, hipocampo e estriado (p<0,01) quando
comparado ao grupo Veiculo+cetamina.

Em conjunto, esses resultados indicam que a cetamina exerce
efeitos sobre o sistema colinérgico das trés estruturas estudadas e que a
suplementacdo com 6mega-3 pode prevenir parcialmente o aumento da
AChE induzido por cetamina nas trés estruturas. Cabe ressaltar que,
quanto a expressdo génica da AChE, ndo houve nenhuma diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos.

Figura 10- Atividade da Acetilcolinesterase
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Efeito da suplementagdo de 6mega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg/kg)
sobre a atividade de AChE em diferentes estruturas cerebrais de ratos. Os dados
estdo expressos como média£EPM de cinco animais em cada grupo. * Diferente
do grupo Veiculo+salina, # diferente do grupo Veiculo+cetamina, ¢ diferente do
grupo Omega+salina. (Barras brancas= Veiculo+salina; barras cinza claro=
Omega-+salina; barras cinza médio= Veiculo+cetamina e barras cinza escuro=
Omega-+cetamina).
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Figura 11- Expressao génica da AChE
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Efeito da suplementagdo de 6mega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg/kg)
sobre a expressdo génica de AChE em diferentes estruturas cerebrais de ratos.
Né&o houve diferengas estatisticas entre os grupos.

5.3 NIVEIS DE INTERLEUCINAS (24 HORAS APOS A ULTIMA
ADMINISTRACAO DE CETAMINA) EM TECIDOS CEREBRAIS
DE RATOS JOVENS SUPLEMENTADOS COM OMEGA-3 E
SUBMETIDOS AO MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA
INDUZIDO POR CETAMINA

A Figura 12 demonstra os valores de interleucinalp 24 horas apds
a morte nas diferentes estruturas cerebrais estudadas. A anlise
estatistica indica que as duas variaveis categoricas (Omega e/ou
cetamina) ndo exerceram efeitos nesse parametro.
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Figura 12- Interleucinas 1p 24 Horas
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Efeito da suplementagdo de 6mega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg/kg)
sobre os niveis de IL1-B 24 horas apés a Gltima administracdo de cetamina em
diferentes estruturas cerebrais de ratos. Os dados sdo expressos como média +
EPM de cinco animais em cada grupo. (Barras brancas= Veiculo+salina; barras
cinza claro= Omega+salina; barras cinza médio= Veiculo+cetamina e barras
cinza escuro= Omegat+cetamina).

Uma reposta similar apés 24 horas foi encontrada nos valores de
IL-6. Portanto, ndo ha efeito tardio tanto da suplementagcdo como do
tratamento sobre marcadores inflamatérios investigados no estudo.
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Figura 13- Interleucinas 6, 24 Horas
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Efeito da suplementagdo de 6mega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg/kg)
sobre os niveis de IL6 24 horas ap6s a Ultima administracdo de cetamina em
diferentes estruturas cerebrais de ratos. Os dados sdo expressos como média +
EPM de cinco animais em cada grupo. (Barras brancas= Veiculo+salina; barras
cinza claro= Omega+salina; barras cinza médio= Veiculo+cetamina e barras
cinza escuro= Omegat+cetamina).

5.4 NIVEIS DE BDNF (1 HORA E 24 HORAS APOS A ULTIMA
ADMINISTRACAOD E CETAMINA) EM TECIDOS CEREBRAIS
DE RATOS JOVENS SUPLEMENTADOS COM OMEGA-3 E
SUBMETIDOS AO MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA
INDUZIDO POR CETAMINA

Os dados relativos as concentragdes de BDNF indicam que o
estriado e hipocampo ndo apresentam alteracdes induzidas pela
suplementacdo com dmega-3 ou cetamina. Em contrapartida, os niveis
de BDNF no cértex mostram-se diminuidos no grupo tratado com
cetamina quando comparado ao grupo controle (Veiculo+salina,
p<0,05). Nota-se ainda que o demonstrado na figura 14 seja resultado da
dosagem de BDNF uma hora apds a morte dos animais. Ou seja, essa é
uma resposta aguda as intervengdes realizadas. Ainda, a analise de duas
vias indica um efeito da cetamina nesse parametro [F (1,11) = 6,66, p
<0,05].
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Figura 14- Niveis de BDNF 1 Hora
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Efeito da suplementagdo de 6mega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg/kg)
sobre os niveis de BDNF uma hora ap6s a Ultima administragdo de cetamina em
diferentes estruturas cerebrais de ratos. Os dados sdo expressos como média +
EPM de cinco animais em cada grupo. * diferente de Veiculo+salina (Barras
brancas= Veiculo+salina; barras cinza claro= Omega+salina; barras cinza
médio= Veiculo+cetamina e barras cinza escuro= Omega+cetamina).

A Figura 15 apresenta os resultados das concentracdes de BDNF
nas diferentes estruturas estudadas apds 24 horas da Gltima dose de
cetamina. Da mesma forma, somente o cértex pré-frontal foi afetado
nesse pardmetro. Ambos 0S grupos que receberam tratamento com
cetamina (Veiculo+cetamina ou Omega+cetamina) apresentaram
diminuicdo do BDNF em relagdo aos grupos Veiculo+salina (p<0,01) e
Omega+salina (p<0,05), respectivamente. Portanto, nota-se um efeito
tardio da cetamina em reduzir as concentragdes de BDNF cerebrais [F
(1,12) = 21,92, p<0,01]. Além disso, ha um efeito seletivo da cetamina
sobre cortex pré-frontal.
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Figura 15- Niveis de BDNF em 24 Horas
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Efeito da suplementagdo de 6mega-3 e/ou tratamento com cetamina (25mg/kg)
sobre os niveis de BDNF 24 horas ap6s a Ultima administracdo de cetamina em
diferentes estruturas cerebrais de ratos. Os dados sdo expressos como média +
EPM de cinco animais em cada grupo. * diferente de Veiculo+salina, &
diferente de Omega+salina(Barras brancas= Veiculo+salina; barras cinza claro=
Omega+salina; barras cinza médio= Veiculo+cetamina e barras cinza escuro=
Omega-+cetamina).
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6 DISCUSSAO

A hipotese de que o dmega-3 pode estar envolvido na etiologia da
esquizofrenia é baseada na observacdo de que o0s pacientes
esquizofrénicos mostram uma reducdo de acidos graxos de cadeia longa
(n-3 e n-6) (Rubem, 1998). Além disso, em estudo realizado com 45
pacientes diagnosticados com esquizofrenia aferiu-se uma diminuigdo
da pontuacgdo da Escala de Sindrome Positiva e Negativa (PANSS) apds
a suplementacdo com PUFA n-3 (Peet et al., 2001). Além disso, existe
evidéncia de que o suplemento com EPA pode acelerar a resposta ao
tratamento em melhorar a tolerabilidade a medicagdo antipsicética
(Berger et al., 2007).

6.1 A PORCENTAGEM DE INIBICAO POR PRE-PULSO

Os nossos resultados comportamentais, demonstrados na Figura
4, indicam que a administracdo de cetamina em dose de 25mg/kg induz
comportamento semelhante ao psicético e que estas alteracbes podem
ser prevenidas por suplementacdo com O6mega-3. Essas observagoes
ressaltam a importancia deste modelo animal para o estudo da
esquizofrenia. E bem sabido que a cetamina produz efeitos
comportamentais semelhantes aos sintomas positivos e negativos da
esquizofrenia em seres humanos (Krystal et al., 1994; Hunt et al.,
2006). Devido a estas propriedades, a cetamina foi utilizada para induzir
comportamentos esquizdides em modelo animal, condigcdo que permite
elucidar os mecanismos ligados a esquizofrenia. Em paralelo, a
concepcdo deste estudo também revela o papel do émega-3 na
prevencdo de mudancas de comportamento semelhantes a esquizofrenia.
Do ponto de vista dos mecanismos associados aos efeitos terapéuticos,
alguns estudos sugerem que os PUFAs podem afetar as células e tecidos
por meio de diferentes vias. Em primeiro lugar, o 6mega-3 induz a
fluidez da membrana celular e pode interagir com o0s sistemas
dopaminérgico e serotoninérgico (Piomelli et al.,1991; Fenton et
al.,2000).

6.2. PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Uma revisdo recente descreve que o O0mega-3 influencia na
atividade antioxidante (Calder, 2012), sendo que a quantificacdo de
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enzimas antioxidantes age como uma medida indireta do estresse
oxidativo. A SOD ¢ responsavel por converter o radical superdxido (O2-
) em peroxido de hidrogénio (H202), enquanto catalase e
glutationaperoxidase sdo responsaveis por metabolizar 02 +H202 em
H20. No entanto, se 0 mecanismo para a eliminacdo de ROS falhar
pode causar danos celulares, tais como a peroxidacdo de lipidios
(membranas e organitos), proteinas (enzimas e receptores) e o ADN
(Garcia et al., 2005).

Nossos dados, a partir da Figura 5, indicam que no estriado, a
suplementacdo de 6mega-3 parcialmente inverteu a diminuicdo da
atividade da GPx, que foi induzida por cetamina. Diferentes padrbes de
atividade foram observados no hipocampo e no cortex pré-frontal. No
hipocampo, o efeito benéfico do émega-3 na promogao do aumento da
atividade da GPx foi revertida,enquanto que, o aumento induzido por
cetamina que foi revertido por 6mega. Tomados em conjunto, os dados
apresentados na Figura 5 indicam que os efeitos benéficos do 6mega-3
sdo seletivos para o estriado e hipocampo. Em relacdo a atividade da
SOD (Figura 6), ambos, de cetamina ou Omega-3, contribuiram para o
aumento dos niveis, enquanto a combinagdo de cetamina e dmega-3
diminuiu os valores da SOD. Foi observada reducdo semelhante
resultante de uma combinagdo de cetamina e dmega-3 na atividade de
CAT no cortex (Figura?).

De acordo com a literatura, a heterogeneidade dos resultados
referentes as enzimas antioxidantes é dependente das areas cerebrais
estudadas, bem como do tipo de enzima. Similares resultados mistos
foram observados em outro estudo do nosso grupo (De Oliveira et al.,
2009). Alguns estudos indicam que o estresse oxidativo é um
mecanismo patogénico comum subjacente a muitos transtornos
psiquiatricos, considerando-se que 0 cérebro tem comparativamente
maior vulnerabilidade ao dano oxidativo (Felicity et al.,2008).

Juntamente com estas evidéncias, uma diminuicdo na atividade
de SOD e GPx foi observada em pacientes esquizofrénicos (Zhang et
al., 2006). Considerando-se a quantificacdo dos produtos finais da
peroxidacdo lipidica e dano oxidativo de proteinas, 0s nossos resultados
indicam que todos os grupos que receberam cetamina (25mg/kg)
sofreram danos as proteinas de membrana.

Considerando-se a quantificacdo dos produtos finais da
peroxidacdo lipidica e dano oxidativo de proteinas, os nossos resultados
indicam que todos os grupos que receberam cetamina (25mg/kg)
mostraram danos ao nivel das proteinas da membrana e lipidios no



64

cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. Por outro lado, a
associacdo entre dmega-3 e cetamina induziu uma diminuicdo destes
pardmetros no hipocampo e estriado (em relagdo ao dano de lipidios) e
uma diminuigdo no cortex pré-frontal e estriado (em relacdo ao dano de
proteina). Estas observacbes ddo uma forte indicacdo que a
suplementacdo com dmega-3 atua como um agente protetor contra o
estresse oxidativo em diferentes areas do cérebro. Algumas evidéncias
reforcam o papel fundamental dos PUFAs 6mega-3 na manutencao do
funcionamento cerebral. De acordo com Gomez-Pinilla (2008), PUFAs,
como parte da membrana celular, tém por objetivo facilitar a
plasticidade sinaptica e melhorar a atividade mitocondrial, o que reduz o
dano intracelular em marcadores de estresse  oxidativo.
Consequentemente, os efeitos protetores do 6mega-3 podem estar
associados com a prevencao de sintomas psicdticos em pacientes com
maior risco de desenvolver esquizofrenia (Amminger et al., 2010).
Além disso, os nossos resultados sobre os efeitos da cetamina em
gerar aumento de dano aos lipidios e proteinas sdo semelhantes as
observagdes de estudos em humanos, demonstrando um aumento de
produtos da peroxidacdo lipidica em pacientes esquizofrénicos ndo
tratados (Arvindakshan et al. 2003a; Petronijevic et al., 2003; Young et
al.,2007). Achados semelhantes foram descritos em pacientes
esquizofrénicos tratados com haloperidol ou clozapina (Gama et al.,
2006). Além disso, existe uma relagdo inversa entre os marcadores
oxidativos e niveis séricos de BDNF (Kapczinski et al., 2008).

6.3 ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE (ACHE)

A supressdo da quantidade de ACh provoca a perda massiva da
capacidade de acdo do SNC (Parent et al., 2013). Entre outras
consequéncias, a diminuicdo na concentracdo da ACh esta relacionada
diretamente com o déficit cognitivo, caracteristica marcante em
pacientes acometidos pela esquizofrenia (Sugimoto et al., 2002; Tezer,
2005; Voss et al, 2008). Ainda, estudos epidemiol6gicos tém
demonstrado que o percentual de tabagismo na populacdo de pacientes
esquizofrénicos € maior do que na populacdo em geral. Nestes pacientes,
0s sintomas positivos sdo mais graves, indicando que os receptores de
ACh podem estar relacionados com esta doenca (De Leon e Diaz, 2005;
Nishimoto et al., 2011). O papel da enzima AChE sobre os sintomas
cognitivos também tem sido identificados (Bergman e Lerner, 2002;
Ribeiz et al., 2010).
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Através do desenho experimental aplicado nesse estudo, foi
possivel observar que o tratamento com cetamina induziu aumento na
atividade da AChE no cdrtex, hipocampo e estriado dos animais. Uma
meta andlise recente demonstra que o déficit cognitivo de pacientes
esquizofrénicos e com transtorno esquizoafetivo sdo sensiveis a
rivastigmina, donepezil e galantamina (inibidores da AChE usados na
Doenca de Alzheimer) (Bergman e Lerner, 2002; Ribeiz et al., 2010).
De modo similar, um estudo pré-clinico publicado recentemente pelo
nosso laboratoério indica que a rivastigmina é capaz de reduzir o déficit
cognitivo induzido pela cetamina em animais. Nesse mesmo estudo, o
perfil comportamental desses animais € associado com a reducdo da
atividade da AChE em diferentes estruturas cerebrais (Zugno et al.,
2013). Portanto, 0 aumento da AChE observado nos nossos grupos
experimentais é semelhante a estudos publicados anteriormente. Além
disso, 0 aumento da AChE tém sido frequentemente associado a
sintomas similares da esquizofrenia, tanto em humanos como em
animais (Ribeiz et al., 2010; Zugno et al., 2013).

Um importante resultado desse estudo é o fato da suplementagéo
com Omega-3 prevenir, em parte, 0 aumento da AChE induzido pelo
tratamento com cetamina. Logo, a suplementacio de Omega-3 é capaz
de modular o sistema colinérgico. O Omega-3 (4cido graxo a linoleico,
ALA, 18:3) é um 4cido graxo que ndo pode ser sintetizado
endogenamente. Desta forma, niveis adequados de Omega-3 podem ser
alcancados através da ingestdo de dleos de peixe como salméo, sardinha,
atum e cavalinha (Masrszalek e Lodish, 2005). Através da acdo de
enzimas hepaticas o ALA ingerido da origem aos PUFAs, compostos
que tem um importante papel na sinalizagdo celular, regulagdo
enzimatica, sintese de eicosanoides, regulacdo da migracdo neuronal.,
determinacédo da plasticidade sinaptica e modulacéo de citocinas (Haag,
2003; Masrszalek e Lodish, 2005). Além disso, outras evidéncias
sugerem o envolvimento do Omega-3 na fisiopatologia da esquizofrenia,
ressaltando que a suplementacdo diminui o risco de progressdo do
transtorno psicdtico em jovens com prévios estados psicéticos
(Amminger et al., 2010). Da mesma forma, uma pesquisa pré-clinica
desenvolvida pelo nosso grupo evidenciou o efeito preventivo dos
sintomas positivos e negativos do Omega-3 em um modelo animal de
esquizofrenia induzido por cetamina (Gama et al., 2012).

A compreensdo dos mecanismos pelos quais 0 Omega-3 induz
alteracbes em sistemas de neurotransmissdo relacionados a
esquizofrenia ainda representa um desafio para a comunidade cientifica.



66

A diminuicdo na atividade da AChE observada no grupo que recebeu
suplementacdo e tratamento com cetamina é possivelmente um resultado
da acdo do Omega-3 sobre o sistema glutamatérgico, e,
consequentemente, colinérgico. Um estudo publicado recentemente
indica que uma dieta enriquecida com émega-3 foi capaz de reverter o
decréscimo da atividade de subunidades de receptores NMDA e AMPA
que ocorre em animais envelhecidos (Dyall et al., 2006). Ainda foi
demonstrado que o DHA pode modular o transporte de glutamato de
maneira dose-dependente e em situagcdes de dano cerebral (Grintal. et
al., 2009; Moreira et al., 2010). Portanto, é possivel inferir que o
Omega-3 seja capaz de limitar a acdo da cetamina e gerar, por
consequéncia, uma resposta menos pronunciada na atividade da AChE
nas estruturas cerebrais nesse grupo.

O presente trabalho traz evidéncias de que tanto a cetamina
como o Omega-3 exerce efeito sobre o sistema colinérgico. Novos
estudos, com maior amplitude de andlises, sdo necessarios para
fortalecer as questdes abordadas nessa discussao.

6.4 OS NIVEIS DE INTERLEUCINAS PRO-INFLAMATORIAS

As IL conhecidas também por linfocinas — sdo proteinas
(polipeptideos) envolvidas na comunicagdo entre linfocitos. Algumas 1L
sdo produzidas por varias células ndo leucocitéarias. Existem evidéncias
de niveis diminuidos de IL-2 e IL-6 e de reducdo na resposta imune
mediada por células T (Patterson et al., 2009; Singh et al., 2009).

Atualmente, pesquisas abordando o papel da neuroinflamacao na
esquizofrenia estdo ganhando evidéncia. Considera-se neuroinflamagéo
a ativacdo de células da microglia, as células inflamatorias residentes no
cérebro, podendo tambem envolver outras células linféides que se
infiltrem no cérebro. Foram encontrados 140 trabalhos abordando
inflamacdo ou neuroinflamacdo e esquizofrenia. Pesquisadores
mostraram que um processo neuroinflamatério foi encontrado no
hipocampo de 07 pacientes em fase de recuperacdo de um surto
psicotico, utilizando para esta determinacdo a técnica de PET scan.
Esses dados sugerem que a neuroinflamacdo tem um papel importante
na esquizofrenia, principalmente durante a psicose (Doorduin et al.,
2009).

Foi encontrada uma associagdo com IL-6 e sintomatologia aguda
em transtorno bipolar e esquizofrenia (Naudin et al., 1996; Brietzke et
al., 2009). Considerando que a comparagdo envolveu pacientes em fases
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ndo agudas da doenca, a conclusdo é que existe um aumento da presenca
de IL-6 na esquizofrenia fornecendo uma evidéncia adicional de que ha
uma ativacdo imunitaria crénica e sindrome inflamatéria neste
transtorno (Potvin et al., 2008).

Diferentemente do que tem sido observado nas pesquisas em
humanos, o modelo animal de cetamina e/ou suplementacdo com
Omega-3 ndo induziu alteracGes nas interleucinas estudadas (IL1, IL6),
medidas 24 horas apds a ultima injecdo. Estudos com cetamina na dose
de 30mg/kg intraperitoneal, demonstraram um aumento da atividade
locomotora, do comportamento, do movimento de descolamento da
cabeca e das alteracBes bioquimicas em alguns tecidos cerebrais,
apontando como limitacdo do modelo alteragBes significativas no
sistema imune (Bertolizio et al., 2013).

Por outro lado, em humanos, estudos de PET medindo a
ocupagdo dos receptores dopaminérgicos apés a administragdo de
cetamina sugeriram que antagonistas NMDA aumentam a liberacdo de
dopamina no nucleo estriado (Smith et al., 1998) e esses efeitos sdo
suprimidos, pelo menos em parte, por drogas antipsicéticas (Corbett et
al., 1995; Irifune et al., 1995). A cetamina mostra afinidade muito
similar pelos receptores NMDA e D2, com menor afinidade por sitios
5HT2. Em trabalho recente, Becker e colaboradores (2003)
demonstraram que a cetamina administrada por cinco dias causa
alteracdes nas neurotransmissdes dopaminérgicas, glutamatérgicas e
serotoninérgicas, produzindo aumento do receptor D2 no hipocampo,
reducdo do receptor glutamatérgico no coértex frontal, aumento do
transportador da dopamina no estriado e do transportador da serotonina
no estriado, hipocampo e cortex frontal.

A inflamagdo é um componente importante na manutengdo da
homeostase do organismo. No entanto, uma resposta inflamatéria pode
estar associada a perda deste estado de homeostase, levando a lesdo do
tecido ou disfuncdo de 6rgdos. Um grande nimero de drogas interage
com a resposta inflamatéria de um modo positivo, negativo ou "duplo”.
Dentre estes medicamentos, a cetamina parece ter um efeito positivo
significativo sobre a regulacdo da inflamacdo. Este antagonista de
receptor de NMDA atua em diferentes niveis de inflamacao interagindo
na mobilizacdo de células inflamatérias, na producdo de citocinas,
mediadores inflamatérios e de regulacdo. O efeito dessas interacdes
confere a cetamina uma acdo anti-inflamatéria, limitando a exacerbacéo
da inflamagdo sistémica sem afetar os processos de cura locais. Esta
avaliacdo leva a uma visdo completa das propriedades imuno
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moduladoras desta substancia anestésica complexa (Loix et al., 2011).

A acdo anti-inflamatdria da cetamina foi descrita numa recente
revisdo que considerava estas evidéncias (Bonhomme et al., 2011) Na
base destes achados sugere-se que a similaridade dos niveis de IL1p e
IL6 nos nossos grupos experimentais deve-se ao mecanismo de acdo da
cetamina sobre o sistema imune. Neste sentido, ressalta-se a necessidade
de pesquisas com novos modelos de esquizofrenia para verificar
alteracbes do nivel do sistema imune, considerando que a inflamagédo
apresenta papel importante nesta psicopatologia.

Estudos futuros devem avaliar mais profundamente o papel das
citocinas pro-inflamatdrias e da autoimunidade na fisiopatologia na
esquizofrenia, o0 que poderd conduzir estratégias de intervencdes
farmacoldgicas mais especificas e eficazes para o tratamento deste
transtorno que provoca grande comprometimento na qualidade de vida
do paciente e de sua familia.

6.5 OS NiVEIS DE BDNF EM TECIDOS

O BDNF desempenha um  importante  papel no
neurodesenvolvimento e plasticidade neural. Uma redugdo no
funcionamento do BDNF pode contribuir para a patogénese da
esquizofrenia. No entanto, os niveis de BDNF ndo sdo estaticos. Em
experimentos com animais, 0 BDNF no cérebro aumenta durante a
aprendizagem espacial e na depressdo clinica, o tratamento
antidepressivo bem sucedido aumenta BDNF no soro (Kaneda et al.,
2009).

Um estudo com humanos demonstrou que niveis séricos de
BDNF sdo aumentados significativamente em pacientes clinicamente
estaveis, individuos com esquizofrenia, doentes cronicos apds o
treinamento cognitivo baseado em neuroplasticidade, mas ndo depois de
jogos de computador. Os niveis séricos de BDNF podem servir como
um biomarcador periférico para os efeitos do treinamento cognitivo
intensivo e podem fornecer uma ferramenta Gtil para a avaliacdo de
métodos de melhoramento cognitivos na esquizofrenia (Vinogradove et
al., 2009). Em outro estudo, os resultados sugeriram que o0 BDNF pode
estar envolvido na patofisiologia da esquizofrenia e da sua deterioracdo
cognitiva associada, especialmente a memdria imediata (Zhang et al.,
2012).

No presente estudo, administramos a cetamina de forma cronica
com a finalidade de causar um dano neural e os resultados obtidos
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indicam que a cetamina reduziu o BDNF no cortex pré-frontal, tanto 1h
quanto 24h apds. Ainda, essa diminuicdo ndo foi prevenida pela
ingestdo de 6mega-3 por 21 dias. O presente resultado confirma a maior
parte de estudos realizados nesta area, demonstrando que para ocorrer
uma reducdo de BDNF é necessaria uma intervengdo mais severa
(Molteni et al., 2002). E possivel que o aumento da dose ou duragéo do
tratamento com cetamina influencie alteragBes mais exacerbadas desse
marcador.

Contudo, estudos post mortem identificaram alteracdo na
densidade de receptores glutamatérgicos e em sua composi¢ao no cortex
pré-frontal, tdlamo e lobo temporal, areas que apresentam ativagdo
diminuida durante testes de performance em esquizofrénicos. A
administragdo cronica de fenciclidina reduz o turnover de dopamina no
cortex frontal e aumenta a liberacdo de dopamina em regiGes
subcorticais, particularmente no nlcleo accumbens. Essa e outras
evidéncias demonstram a interligacdo dos sistemas glutamatérgico e
dopaminérgico, evidenciando que sdo conceitos complementares na
compreensdo da patogénese da esquizofrenia.

O glutamato tem um papel importante na migracdo neuronal, no
desenvolvimento de neurites, na sinaptogénese e na poda neuronal por
apoptose. H& uma grande diversidade de subtipos de receptores
glutamatérgicos que séo codificados geneticamente, mas cuja expressao
pode ser alterada por fatores ambientais durante o desenvolvimento
cerebral, criando um modelo de disfuncdo glutamatérgica para a
interacdo de fatores de risco genéticos e ambientais observados na
esquizofrenia (Goff e Coyle, 2001). Numa formulagdo mais recente,
uma hipofuncéo dopaminérgica no cértex pré-frontal seria responsavel
pelos sintomas negativos e um evento primario na esquizofrenia,
levando a uma hiperfuncdo dopaminérgica secundaria no estriado, o
que, por sua vez, levaria ao surgimento dos sintomas positivos (Stone et
al., 2007).

Os achados acima referenciados reforcam os resultados obtidos
no presente estudo, em que a queda nas concentracdes de BDNF nas
diferentes estruturas estudadas apds 1 e 24 horas da ultima injecdo de
cetamina ocorreu somente no cortex pré-frontal. Sendo que ambos os
grupos receberam tratamento com cetamina (Veiculo+cetamina ou
Omega+cetamina), pode-se inferir que o dmega-3 preveniu-a totalmente
01 hora ap06s a ultima injecdo, mas ndo ap6s 24h.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo testou a hipdtese de que o acido graxo poli-
insaturado Omega-3 previne alteragdes comportamentais e bioquimicas
em animais submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por
cetamina. A metodologia aplicada foi composta de uma analise
comportamental e diversas analises bioguimicas. A analise dos dados
deste trabalho indica que o Omega-3 é eficaz no sentido de prevenir
alteracBes comportamentais, aumentar a resposta antioxidante endégena
e reduzir o dano em lipidios e proteinas. A suplementagdo também foi
capaz de reduzir os efeitos da administracdo de cetamina sobre o sistema
colinérgico, fator este evidenciado pelos niveis de AChE. Além disso, a
suplementacdo com Omega-3 é capaz de retardar os efeitos da cetamina
sobre os niveis de BDNF, um possivel indicador de prote¢do desse acido
graxo. Em contrapartida, esse desenho experimental gerou respostas
semelhantes nos niveis de interleucinas, ou seja, tanto a suplementagédo
como o tratamento i.p. com cetamina ndo exercem efeito sobre esse
parametro. Em conjunto, é possivel afirmar que o modelo animal de
esquizofrenia induzida pela administracdo de cetamina é capaz de
induzir uma variedade de alteragbes sobre o comportamento, resposta
antioxidante, sistema colinérgico e niveis de BDNF, as quais podem ser
prevenidas pela acdo do Omega-3. Esses dados ressaltam o importante
papel da dieta rica em &cidos graxos poliisaturados na prevengdo de
doencas e torna-se necessario o aprofundamento de pesquisas sobre 0s
mecanismos desses efeitos protetores.
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