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RESUMO 

 

 
A esquizofrenia é um transtorno psiquiátrico crônico e incapacitante que 

afeta aproximadamente 1% da população mundial. Pesquisas com 

tratamentos preventivos se tornam necessárias, incluindo o uso de 

nutrientes, como o ácido fólico cujo metabolismo está implicado no 

desenvolvimento do transtorno. No presente estudo foi avaliado o efeito 

do ácido fólico sobre os parâmetros de metabolismo energético em ratos 

submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido pela administração de 

cetamina. Ratos Wistar adultos foram suplementados durante 14 dias 

com ácido fólico (5, 10 ou 50mg/kg) ou água via oral e a partir do 9º dia 

de experimento foi administrada cetamina (25mg/kg) ou salina via 

intraperitoneal durante 7 dias. No 15º dia do experimento, os animais 

foram mortos por decapitação e as estruturas cerebrais, córtex frontal, 

hipocampo e estriado, dissecadas para as análises bioquímicas. Foi 

avaliada a atividade dos complexos I, II, II-III e IV da cadeia 

respiratória mitocondrial e da enzima creatina quinase. Nossos achados, 

de modo geral, indicaram que a administração repetida de cetamina não 

foi capaz de alterar os parâmetros analisados. No complexo I, o ácido 

fólico (10mg/kg) associado à cetamina reduziu a atividade deste 

complexo em relação ao grupo controle no córtex frontal, hipocampo e 

estriado. Além disso, o ácido fólico (10mg/kg) per se diminuiu a 

atividade do complexo I no hipocampo e no estriado quando comparado 

ao grupo controle. O ácido fólico (50mg/kg) associado à cetamina 

aumentou a atividade do complexo I em relação ao grupo controle no 

estriado. No complexo II, o ácido fólico (5mg/kg) em associação com a 

cetamina elevou a atividade deste complexo apenas no córtex frontal. 

Ainda houve um aumento na atividade do complexo II-III no hipocampo 

pelo ácido fólico (5mg/kg) associado à cetamina em relação ao grupo 

controle. Observou-se no complexo IV, apenas no estriado, um efeito do 

ácido fólico (5mg/kg) per se aumentando a atividade deste complexo 

comparado ao grupo controle. A administração de ácido fólico 

(10mg/kg e 50mg/kg) per se aumentou significativamente a atividade da 

creatina quinase no córtex frontal. Sabe-se o importante papel que o 

ácido fólico desempenha na fisiopatologia da esquizofrenia, porém o 

mecanismo exato pelo qual esta relação ocorre permanece 

desconhecido. Dessa forma, estudos adicionais baseados em modelos 

animais de esquizofrenia devem ser realizados, visando uma maior 

compreensão das propriedades terapêuticas e profiláticas do ácido  

  



 

 

  



 

 

fólico, bem como a dose mais adequada e o melhor tempo de tratamento 

neste transtorno. 

 

 

Palavras-chave: Ácido fólico, cetamina, enzima creatina quinase, 

esquizofrenia, metabolismo energético, modelo animal. 

 

  



 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Schizophrenia is a chronic and disabling psychiatric disorder that affects 

approximately 1% of the population. Searches for preventive treatments 

become necessary, including the use of nutrients such as folic acid 

whose metabolism is implicated in the development of the disorder. In 

the present study we evaluated the effect of folic acid on the energy 

metabolism parameters in adult Wistar rats subjected to the 

schizophrenia model induced by administration of ketamine. Adult 

Wistar rats were supplemented for 14 days with folic acid (5, 10 or 

50mg/kg) or water orally and from the 9th day of the experiment was 

administered ketamine (25mg/kg) or saline intraperitoneally for 7 days. 

On the 15th day of the experiment, the animals were killed by 

decapitation and the brain structures, frontal cortex, hippocampus and 

striatum dissected for biochemical analysis. The activity of complex I, 

II, III-III and IV in the mitochondrial respiratory chain, and creatine 

kinase was assessed. Our findings, in general showed that repeated 

administration of ketamine were not able to alter the parameters 

analyzed. In the complex I, folic acid (10mg/kg) associated with 

ketamine reduced the activity of this complex compared to the control 

group in the frontal cortex, hippocampus and striatum. Furthermore, 

folic acid (10mg/kg) per se decreased activity of complex I in the 

hippocampus and striatum compared to the control group. Finally, folic 

acid (50mg/kg) associated with ketamine had increased complex I 

activity compared to the control group in the striatum. Regarding 

complex II, folic acid (5mg/kg) in combination with ketamine increased 

the activity of this complex, only in the frontal cortex.  There was also 

found an increase in the activity of complex II-III in the hippocampus 

by folic acid (5mg/kg) associated with ketamine compared to the control 

group. It was observed in the complex IV, only in the striatum, an effect 

of folic acid (5mg/kg) per se increasing the activity of this complex 

compared to the control group. Administration of folic acid (10mg/kg 

and 50mg/kg) per se significantly increased creatine kinase activity in 

the frontal cortex. It is known the important role of folic acid in the 

pathophysiology of schizophrenia, however, the exact mechanism by 

which this relationship occurs remains unknown. Thus, additional 

studies based on animal models of schizophrenia should be performed, 

aiming to a better understanding of therapeutic and prophylactic 

properties of folic acid, as well as the most appropriate dose and the best 

time of treatment in this disorder. 

  



 

 

  



 

 

Keyword: Folic acid, ketamine, enzyme creatine kinase, 

schizophrenia,energy metabolism, animal model. 

  



 

 

  



 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

 

 

 

  

Figura 1: O receptor NMDA é voltagem-dependente .......................... 32 

Figura 2: Na maioria dos tecidos, a remetilação da homocisteína é 

catalisada pela metionina sintetase com o 5 metiltetrahidrofolato 

atuando como doador de grupo metil .................................................... 37 

Figura 3: Desenho experimental. ......................................................... 42 

Figura 4: Atividade do complexo I no córtex frontal, hipocampo e 

estriado de ratos Wistar suplementados com ácido fólico (5, 10 ou 

50mg/kg) e submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por 

cetamina (25mg/kg)............................................................................... 45 

Figura 5: Atividade do complexo II no córtex frontal, hipocampo e 

estriado de ratos Wistar suplementados com ácido fólico (5, 10 ou 

50mg/kg) e submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por 

cetamina (25mg/kg)............................................................................... 46 

Figura 6: Atividade do complexo II-III no córtex frontal, hipocampo e 

estriado de ratos Wistar suplementados com ácido fólico (5, 10 ou 

50mg/kg) e submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por 

cetamina (25mg/kg)............................................................................... 46 

Figura 7: Atividade do complexo IV no córtex frontal, hipocampo e 

estriado de ratos Wistar suplementados com ácido fólico (5, 10 ou 

50mg/kg) e submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por 

cetamina (25mg/kg)............................................................................... 47 

Figura 8: Atividade da creatina quinase no córtex frontal, hipocampo e 

estriado de ratos Wistar suplementados com ácido fólico (5, 10 ou 

50mg/kg) e submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por 

cetamina (25mg/kg)............................................................................... 47 



 

 

  



 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 

 

 

  

Tabela 1: Divisão dos grupos experimentais. ....................................... 41 



 

 

  



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

APA – Associação Americana Psicológica (do inglês American 

Psychological Association)  

ADP – Adenosina Di-Fosfato (do inglês adenosine Diphosphate) 

ATP – Trifosfato de adenosina (do inglês adenosine triphosphate) 

AMPA - Ácido α-amino-3-hidróxi-5-metil-4-isoxazol-propiônico  

ANOVA - Análise de Variância de Uma Via  

ANVISA – Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

BSA – Albumina bovina sérica (do inglês bovine serum albumin) 

CK – Creatina quinase (do inglês creatine kinase) 

CEUA – Comissão de Ética no Uso de Animais 

DCIP – 2,6-dicloroindofenol 

DNA – Ácido Desoxirribonucleico 

DSM-V - Manual de Diagnóstico e Estatística dos Transtornos Mentais 

5ª Edição 

E.P.M – Erro Padrão da Média 

MTFR - Metilenotetrahidrofolato Redutase 

NADPH – Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato (do inglês 

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) 

NMDA - N-Metil-D-Aspartato  

RDC – Resolução da Diretoria Colegiada  

RNA – Ácido Ribonucléico 

RNAm – Ácido Ribonucléico Mensageiro 

SBNeC - Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento 

SNC - Sistema Nervoso Central 

SPSS – do inglês Statistical Package for the Social Science  

UNESC – Universidade do Extremo Sul Catarinense 

 

 

  



 

 

  



 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................ 29 

1.1 ESQUIZOFRENIA ......................................................................... 29 

1.2 ESQUIZOFRENIA E SISTEMA GLUTAMATÉRGICO .............. 33 

1.3 ESQUIZOFRENIA E DISFUNÇÃO MITOCONDRIAL .............. 34 

1.4 ÁCIDO FÓLICO ............................................................................. 36 

1.5 ÁCIDO FÓLICO E ESQUIZOFRENIA ......................................... 38 

2. OBJETIVOS .................................................................................... 40 

2. 1 OBJETIVO GERAL ...................................................................... 40 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS .......................................................... 40 

3 METODOLOGIA ............................................................................ 41 

3.1 ANIMAIS ........................................................................................ 41 

3.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL (PREVENÇÃO) ...................... 42 

3.3 ANÁLISES BIOQUÍMICAS .......................................................... 43 

3.3.1 Atividade da Cadeia Respiratória Mitocondrial ..................... 43 

3.3.2 Atividade da Creatina Quinase (CK) ....................................... 44 

3.4 DOSAGEM DE PROTEÍNAS ........................................................ 44 

3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS ......................................................... 44 

4.RESULTADOS ................................................................................. 45 

5 DISCUSSÃO ..................................................................................... 48 

6 CONCLUSÃO .................................................................................. 53 

REFERÊNCIAS .................................................................................. 54 

 

 

  



 

 

 



29 

1 INTRODUÇÃO  

1.1 ESQUIZOFRENIA  

A esquizofrenia é um transtorno psiquiátrico crônico e grave 

causado por profundo prejuízo nas funções mentais, emoção e 

comportamento. É caracterizado pela presença de delírios, alucinações, 

apatia, comportamento antissocial e déficit cognitivo, rompendo os 

processos mais básicos de percepção e julgamento de um indivíduo 

(Schultz et al., 2007; Meyer e Feldon, 2010; Pickard, 2011). Este 

transtorno psicótico afeta aproximadamente 1% da população mundial 

(APA, 1994; Tamminga e Holcomb, 2005; Ross et al., 2006; Perala et 

al., 2007). Já a incidência em indivíduos com irmão esquizofrênico varia 

entre 8 a 10%; em pessoas cujos pais são esquizofrênicos 12% e em 

gêmeos idênticos em torno de 40 a 50% (Tamminga e Holcomb, 2005). 

No Brasil, estudos demonstram que pacientes esquizofrênicos ocupam 

cerca de 30% dos leitos hospitalares, correspondendo portanto, a 

segunda causa mais frequente para as primeiras consultas psiquiátricas 

ambulatoriais. A esquizofrenia é um dos mais debilitantes transtornos 

psiquiátricos que devasta as relações sociais, familiares, laborais e 

acadêmicas em aproximadamente 20 milhões de pessoas que 

apresentam os sintomas (APA, 1994). 

As manifestações da esquizofrenia tipicamente surgem entre o 

final da adolescência e o início da vida adulta e podem variar de acordo 

com a susceptibilidade do indivíduo. Desta forma, o transtorno pode 

evoluir de forma progressiva para a cronicidade, ou pode exacerbar-se 

durante o curso da mesma (Graeff e Brandão, 1999). Na maioria dos 

pacientes o início é caracterizado por uma mudança abrupta no perfil 

social e afetivo (APA, 1994; Weiden et al., 2007). O diagnóstico do 

transtorno baseia-se essencialmente nos sinais e sintomas. De acordo 

com o DSM-V (Manual de Diagnóstico e Estatística dos Transtornos 

Mentais) os sintomas da esquizofrenia podem ser classificados como: 

positivos (alucinações, delírios, agitação psicomotora e desconfianças), 

negativos (embotamento afetivo, isolamento social, falta de iniciativa, 

falta de prazer, discurso empobrecido e desorganizado) e sintomas 

cognitivos (prejuízo de memória, aprendizagem e déficit de pensamento, 

afeto inapropriado) (APA, 1994). 

A origem do transtorno é multifatorial e o histórico familiar é o 

fator de risco mais significativo. Outros fatores podem contribuir para o 

desenvolvimento da esquizofrenia como: nascimento em meio urbano 
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e/ou no inverno, idade paternal avançada, infecção pré-natal, 

desnutrição pré-natal e perinatal, estresse maternal, complicações 

obstétricas, status socioeconômico, entre outros (Shultz, 2007; McGrath 

e Susser, 2009; Meyer e Feldon, 2010). Sabe-se que há uma grande 

contribuição genética para o desencadeamento do transtorno, porém 

quando todos estes fatores ou a maioria deles ocorrem juntos, o risco 

para desenvolver esquizofrenia pode ser multiplicativo (Tamminga e 

Holcomb, 2005; Meyer e Feldon, 2010). 

Muitos fármacos estão disponíveis no mercado para o tratamento 

da esquizofrenia destacando-se os antipsicóticos típicos (primeira 

geração) e atípicos (segunda geração). Este arsenal terapêutico para a 

esquizofrenia surgiu na segunda metade do século passado, quando, 

primeiramente surgiram os fármacos de primeira geração com os quais 

os pacientes apresentavam diversos efeitos colaterais e, portanto, baixa 

aderência ao tratamento (Tajima et al., 2009; Kane e Corell, 2010; 

Leucht et al., 2011). Posteriormente, a introdução dos antipsicóticos 

atípicos no mercado farmacêutico gerou expectativas de maior aderência 

ao tratamento pelos pacientes, uma vez que estes medicamentos 

ofereciam maiores vantagens em relação aos antipsicóticos típicos. Tais 

vantagens incluíam melhora dos sintomas negativos, déficit cognitivo, 

capacidade funcional, prevenção das recaídas e melhora do grau dos 

sintomas extrapiramidais e discinesia tardia. Contudo, outros efeitos 

adversos dos antipsicóticos atípicos, como ganho de peso, hiperglicemia 

e dislipidemia foram relatados (Shultz et al., 2007; Tajima et al., 2009; 

Leucht et al., 2011). Além disso, estudos epidemiológicos mostraram 

que a não aderência ao tratamento com estes continuou semelhante à 

adesão ao tratamento com fármacos de primeira geração (Dolder et al., 

2002; Gilmer et al., 2004; Valenstein et al., 2004). Tendo em vista os 

efeitos colaterais provocados pelos antipsicóticos e a baixa aderência 

pelos pacientes, o tratamento para a esquizofrenia permanece distante do 

ideal e, portanto, o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas é 

claramente justificado. 

A fisiopatologia completa do transtorno permanece desconhecida, 

porém, não há dúvidas da existência de alterações anatômicas e 

bioquímicas cerebrais em sua gênese (Keshavan et al., 2011). As 

hipóteses clássicas postulam que a esquizofrenia seria o resultado de 

uma alteração na função de um ou mais sistemas de neurotransmissores, 

incluindo os sistemas dopaminérgico, serotoninérgico, glutamatérgico e 

adenosinérgico (Miyamoyto et al., 2003; Harrison e Weinberg, 2005; 

Lara et al., 2006; Boison et al., 2011; Pickard, 2011). Porém, estas 

hipóteses não conseguem explicar por completo o complexo mecanismo 
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desta patologia, o que tem levado ao estudo de novos mecanismos 

celulares que estariam envolvidos na esquizofrenia, tais como: disfunção 

mitocondrial (Rezin et al., 2009; Martin-de-Souza et al., 2011), 

anormalidades do metabolismo energético (Martin-de-Souza et al., 

2011) e estresse oxidativo (Bitanihirwe e Woo, 2011). Outros sistemas 

de neurotransmissores também estão envolvidos na fisiopatologia deste 

transtorno, como o sistema GABAérgico (Volk et al., 2000; Vinkers et 

al., 2010) e o sistema colinérgico (Sarter et al., 2010; Brooks et al., 

2011). 

Apesar do crescente consenso de que a esquizofrenia é um 

transtorno neural, a etiologia, neuropatologia, fisiopatologia, 

psicofarmacologia e genética ainda não estão bem estabelecidos. Estes 

aspectos são muito explorados em humanos, mas a pesquisa básica em 

animais representa uma promissora ferramenta para estudar a base 

neurobiológica do distúrbio neural e comportamental relevante para a 

esquizofrenia, a fim de estabelecer e avaliar novas terapias 

farmacológicas para seu tratamento (Meyer e Feldon, 2010) 

Entre os modelos animais farmacológicos de esquizofrenia 

destacam-se a administração de antagonistas não competitivos de 

receptores glutamatérgicos N-Metil D-Aspartato (NMDA), como a 

cetamina (De Oliveira et al., 2009; Canever et al., 2010; De Oliveira et 

al., 2011; Fraga et al., 2011;); da fenciclidina (Hashimoto et al., 2007; 

Elsworth et al., 2011) e de MK-801 (Su et al., 2007; Boulay et al., 

2010), os quais bloqueiam o poro do canal NMDA, impedindo o influxo 

de cálcio (Figura 1), podendo assim induzir um estado psicótico 

transitório e reversível que inclui sintomas positivos, negativos e 

cognitivos da esquizofrenia em indivíduos saudáveis (Javitt et al., 2000; 

Mechri et al., 2001).  
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Figura 1: O receptor NMDA é voltagem-dependente. Quando em repouso é 

bloqueado por íons magnésio e zinco. O seu desbloqueio permite a entrada de cálcio 

e sódio e saída de potássio. Além disso, para ser ativado o receptor precisa da 

ligação simultânea de glutamato e d-serina ou glicina. Fonte – 

http://www.frca.co.uk/  

 

Em roedores, estes antagonistas de receptores NMDA também 

induzem comportamentos anormais, incluindo hiperatividade, 

estereotipia, comportamento social alterado e déficit sensório e 

cognitivo, característicos da esquizofrenia (Lipska e Weinberger, 2000). 

Nos modelos pré-clínicos a capacidade de reversão de tal efeito por 

substâncias em teste gera uma boa previsão de que estes compostos 

poderão apresentar atividade antipsicótica quando administrados em 
humanos (Geyer e Ellenbroek, 2003; Kapur e Mamo, 2003; 

Bubeníková-Valesšová et al., 2008; Neill et al., 2010; Meltzer et al., 

2011). Considerando os achados acima citados, o presente estudo 

http://www.frca.co.uk/
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utilizou o modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina em 

ratos adultos. 

1.2 ESQUIZOFRENIA E SISTEMA GLUTAMATÉRGICO  

O glutamato é o aminoácido excitatório mais abundante do 

sistema nervoso central (SNC) (Davies et al., 1979; Watkins e Evans, 

1981). Sua transmissão é mantida sob fino controle sendo 

imprescindível para funções fisiológicas como aprendizado, memória, 

cognição, efeitos neurotróficos, neurotóxicos e neuroplasticidade. 

Assim, alterações neste controle da transmissão glutamatérgica resultam 

em transtornos psiquiátricos, como a esquizofrenia (Javitt e Zukin, 

1991; Javitt, 2010). A fim de explicar a participação do glutamato na 

fisiopatologia da esquizofrenia, duas teorias opostas foram propostas: a 

hipofunção glutamatérgica (Kim et al., 1980) e a hiperfunção 

glutamatérgica (Deakin et al., 1989). 

A teoria da hipofunção glutamatérgica surgiu a partir de 

observações clínicas de pacientes que recebiam doses subanestésicas de 

fenciclidina ou cetamina, antagonistas dos receptores NMDA, que 

apresentavam sintomas psicóticos ou exacerbavam os sintomas 

positivos, negativos e cognitivos da esquizofrenia (Luby et al., 1959; 

Rosenbaum et al., 1959; Bakker e Amini, 1961; Krystal et al., 1994; 

Anand et al., 2000). Assim, esta teoria sugere que uma deficiência de 

receptores glutamatérgicos em áreas fronto-corticais, favorece uma 

ativação do sistema dopaminérgico mesolímbico e consequentemente o 

aparecimento de sintomas positivos e negativos da doença (Kim et al., 

1980; Carlsson e Svensson, 1990; Ohno e Watanabe, 1995). Já a teoria 

da hiperfunção glutamatérgica sugere uma hipofunção de receptores 

NMDA no córtex temporal, a qual induz por meio de uma maior 

ativação de receptores Ácido α-amino-3-hidróxi-5-metil-4-isoxazol-

propiônico (AMPA), kainato e metabotrópicos, uma compensação do 

sistema glutamatérgico no córtex frontal. Estes processos neuroquímicos 

juntamente com a liberação de outros neurotransmissores como a 

dopamina culminam nos sintomas da esquizofrenia (Deakin et al., 1989; 

Deakin e Simpson, 1997; Simpson et al., 1998;  Dursun e Deakin, 

2001). 

Levando em consideração as hipóteses glutamatérgicas para 

explicar a fisiopatologia da esquizofrenia, achados clínicos de imagem 

apontam que em regiões frontais do cérebro (córtex pré-frontal e 

tálamo) de pacientes esquizofrênicos, o glutamato encontra-se em níveis 
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diminuídos (Rüsch et al., 2008; Stone et al., 2009;  Lutkenhoff et al., 

2010; Shirayama et al., 2010) enquanto a glutamina apresenta-se 

aumentada (Théberge, 2002; Rüsch et al., 2008; Stone et al., 2009; 

Shirayama et al., 2010) quando comparado a indivíduos saudáveis. Estes 

achados reforçaram a noção de que uma disfunção glutamatérgica no 

córtex pré-frontal está envolvida na fisiopatologia deste transtorno 

psiquiátrico. Estudos de neuroimagem descrevem a hiperativação e 

hipoativação glutamatérgica no cérebro de pacientes esquizofrênicos 

comparado a pessoas saudáveis, e sugere que o cérebro destes pacientes 

está mais apropriadamente caracterizado por uma disfunção da 

circuitaria em vez de, simplesmente, aumento ou diminuição da 

atividade (Callicott et al., 2003; Marek et al., 2010).  Isso pode refletir 

num mecanismo bastante complexo na esquizofrenia, tal como alteração 

na atividade sináptica, funcionamento anormal de receptores 

glutamatérgicos e do ciclo glutamato-glutamina e disfunção dos 

transportadores glutamatérgicos (Marsman et al., 2011). Neste contexto, 

o mecanismo glutamatérgico da esquizofrenia ainda não está claro, 

exigindo estudos adicionais para a elucidação do mesmo. 

1.3 ESQUIZOFRENIA E DISFUNÇÃO MITOCONDRIAL  

Sabe-se que os neurônios são altamente dependentes da 

adenosina trifosfato (ATP) mitocondrial para a manutenção de suas 

funções fisiológicas. O cálcio (Ca2+) intracelular regulado pelas 

mitocôndrias é fundamental para a geração de potenciais de ação em 

processos de sinalização, de transmissão sináptica, da dinâmica do 

citoesqueleto e da regulação da expressão gênica (Werth e Thayer, 

1994; Mattson e Liu, 2003; Ivannikov et al., 2010). Tendo isto em vista, 

uma disfunção mitocondrial pode acarretar diferentes transtornos 

psiquiátricos, com ênfase para a esquizofrenia (Clay et al., 2011). 

Focando no sistema de fosforilação oxidativa e, 

consequentemente, abordando os complexos mitocondriais, estudos em 

cérebro post mortem de pacientes esquizofrênicos revelaram alterações 

na atividade da citocromo c oxidase (complexo IV), succinato 

desidrogenase (complexo II) e NADH-citocromo c redutase (complexos 

I-III) (Cavelier et al., 1995; Maurer e Moller, 1997; Prince et al., 1999; 

Whatley et al., 1998). Em conjunto, estes achados sugerem um 

funcionamento anormal dos complexos mitocondriais da cadeia 

respiratória na esquizofrenia, sendo que estas alterações mitocondriais 

podem não ser uniformes dependendo da região cerebral avaliada ou do 
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tipo de célula estudada (Belogrudov e Hatefi, 1994; Cavelier et al., 

1995; Prince et al., 1999; Dror et al., 2002; Prabakaran et al., 2004; 

Mehler-Wex et al., 2006). Pesquisas mostraram que a atividade e 

expressão de subunidades do complexo I, desempenha um papel 

importante no controle da fosforilação oxidativa na mitocôndria (Davey 

et al., 1998),  estando aumentadas em plaquetas de pacientes 

esquizofrênicos (Ben-Shachar et al., 1999; Dror et al., 2002). Foi 

demonstrado também que o grau de aumento na atividade do complexo I 

está diretamente relacionado à gravidade dos sintomas positivos da 

esquizofrenia (Dror et al., 2002). Além disso, no córtex parieto-occipital 

de pacientes esquizofrênicos verificou-se um aumento no nível de RNA 

mensageiro (RNAm) para genes que codificam subunidades que 

constituem o complexo I (Karry et al., 2004). Em contraste, outro estudo 

da literatura, mostrou que muitas subunidades do complexo I (NDUFB5, 

NDUFB9, NDUFS3, NDUFS6 e NDUFV2) estão downreguladas em 

muitas regiões cerebrais, principalmente no lobo anterior temporal 

(Martin-de-Souza et al., 2009). Ainda, estudos clínicos mostram um 

comprometimento do complexo I mitocondrial da cadeia respiratória em 

sangue periférico de pacientes esquizofrênicos (Ben-Schachar et al., 

2007; Taurines et al., 2010; Rosenfeld et al., 2011).  

Além das pesquisas clínicas, estudos pré-clínicos corroboram 

com os achados acima. Ji et al. (2009) mostrou uma expressão 

diminuída do RNAm (mas não de proteínas) da subunidade NDUFV2 

do complexo I em ratos tratados com clozapina e quetiapina, dois 

fármacos antipsicóticos. Outros estudos pré-clínicos sugerem o 

comprometimento, em especial do complexo I, na fisiopatologia da 

esquizofrenia (Prince et al., 1997; Ben-Shachar et al., 2009). Segundo 

De Oliveira et al. (2011) a administração de doses sub-anestésicas de 

cetamina no modelo animal de esquizofrenia, induziu alteração na 

atividade dos complexos mitocondriais em cérebro de ratos, sugerindo 

que disfunções mitocondriais podem estar envolvidas na fisiopatologia 

deste transtorno. 

Além de alterações mitocondriais, anormalidades em outros 

parâmetros do metabolismo energético têm sido observadas na 

esquizofrenia, como por exemplo, alterações no funcionamento da 

enzima creatina quinase (CK). Esta enzima está envolvida na estocagem 

de fosfatos de alta energia produzidos pela mitocôndria, ou seja, catalisa 

a transferência reversível do grupo N-fosforil da fosfocreatina para a 

Adenosina Di-Fosfato (ADP), regenerando o ATP (Pilla et al, 2003). 

Assim, uma diminuição na produção de ATP, pode levar a uma redução 
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na atividade ou expressão desta enzima (Wyss e Kaddurah-Daouk, 

2000; Pilla et al., 2003).  

Neste sentido, Burbaeva et al. (2003), verificou uma diminuição 

da CK em tecido cerebral post mortem de pacientes esquizofrênicos, 

sugerindo que esta diminuição pode estar associada à disfunção 

energética cerebral presente na esquizofrenia. Uma questão a ser 

considerada neste estudo é que o uso de neurolépticos pelos pacientes 

pode ter influenciado nos resultados. Volz et al. (1997) demonstrou que 

os níveis de fosfocreatina e ATP estavam aumentados no lobo frontal de 

pacientes esquizofrênicos que usavam neurolépticos comparado ao 

grupo controle. Desta forma, tais achados indicam que o tratamento com 

neurolépticos também pode influenciar na atividade da enzima. 

Uma análise proteômica realizada por Deng et al. (2011), em um 

modelo animal de esquizofrenia induzido por ativação do sistema imune 

no período pré-natal em camundongos, mostrou que há uma 

upregulation do RNAm que codifica a enzima CK. Estes resultados 

assemelham-se aos achados de Clark et al. (2006) no córtex cingulado 

anterior post mortem de pacientes esquizofrênicos. Além disso, um 

estudo pré-clínico mostrou que o modelo animal de esquizofrenia 

induzido por cetamina aumentou a atividade da CK no córtex frontal, 

cerebelo, estriado e hipocampo de ratos Wistar (Canever et al., 2010).  

De modo geral, estes achados suportam a ideia de que o 

metabolismo energético cerebral pode estar alterado em estruturas 

cerebrais de pacientes esquizofrênicos. Portanto, sugere-se que novas 

substancias que tenham ação neste sistema, possam ser futuramente 

utilizadas na clínica para o tratamento da esquizofrenia. 

1.4 ÁCIDO FÓLICO 

O ácido fólico é uma vitamina do complexo B e age como um 

cofator de enzimas que participam do metabolismo de compostos de um 

carbono (1C) (Mattson e Shea, 2003; Coppen e Boulander-Gouaille, 

2005). A sua forma bioativa é o tetrahidrofolato (TH4); por adição de 

grupos metilas ao ácido fólico pela enzima dihidrofolato redutase e 

consequentemente a reação de adição de mais unidades de carbono 

produz a forma monoglutamil 5-metiltetrahidrofolato (ácido folínico), 

forma predominante na corrente sanguínea (Mattson e Shea, 2003) 

(Figura 2). 
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Figura 2: Na maioria dos tecidos, a remetilação da homocisteína é catalisada pela 

metionina sintetase com o 5 metiltetrahidrofolato atuando como doador de grupo 

metil. A formação desde doador depende da presença do 5,10-

metilenotetrahidrofolato (derivado do folato da dieta) e da enzima 5,10-

metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). Fonte – 

www.moodle.ufba.brwww.moodle.ufba.br 

 

O ácido fólico desempenha várias funções no organismo: a) 

remetila a homocisteína, um aminoácido citotóxico em concentrações 

elevadas, em metionina; b) participa da biossíntese de nucleotídeos; c) 

previne defeitos no tubo neural durante o desenvolvimento do SNC 

(Mattson e Shea, 2003; Coppen e Boulander-Gouaille, 2005); c) 

aumenta a biossíntese de tetrahidrobiopterina, a qual é coenzima da 

enzima tirosina hidroxilase, fundamental para a hidroxilação da tirosina 

na biossíntese de monoaminas e da triptofano hidroxilase para a síntese 

de serotonina (Stahl, 2007); d) possivelmente exerce um papel 

neuroprotetor em danos ao SNC, por promover reparo e crescimento 
neuronal (Iskandar et al., 2004; Budni et al., 2011). Esta vitamina está 

envolvida no funcionamento e metabolismo de muitas substâncias 

extremamente importantes para o SNC, incluindo: purinas, pirimidinas, 

ácido desoxirribonucléico (DNA), ácido ribonucléico (RNA), 

aminoácidos, compostos fosfatados, vitamina B12, metionina, S-
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adenosilmetionina, dopamina, adrenalina, noradrenalina e serotonina 

(Matson e Shea, 2003; Coppen e Bolander-Gouaille, 2005; Kronenberg 

et al., 2009; Lucock, 2011). Neste sentido, alterações no metabolismo do 

ácido fólico podem afetar o SNC, uma vez que esta vitamina envolve o 

metabolismo dos compostos acima relacionados. Esta afirmação ainda é 

baseada no fato de que a deficiência de ácido fólico está associada a 

múltiplas condições psiquiátricas entre as quais se inclui a esquizofrenia 

(Coppen e Bolander-Gouaille, 2005; Stahl, 2007; Miller, 2008; Krebs et 

al., 2009). 

1.5 ÁCIDO FÓLICO E ESQUIZOFRENIA  

Vários estudos demonstram que pacientes acometidos por 

esquizofrenia apresentam baixos níveis de ácido fólico plasmático e 

eritrocitário (Susser et al., 1998; Muntjewerff et al., 2003; Goff et al., 

2004), sendo estes baixos níveis correlacionados a gravidade dos 

sintomas negativos do transtorno (Goff et al., 2004). As concentrações 

de ácido fólico, em geral, são inversamente relacionadas aos sintomas 

negativos classificados conforme a Escala para Avaliação dos Sintomas 

Negativos (Scale for Assessment of Negative Symptoms) (Herrán et al., 

1999; Goff et al., 2004). Adicionalmente, a suplementação com esta 

vitamina pode reduzir estes sintomas, sendo uma forma de prevenção 

e/ou uma terapia adjuvante para a população esquizofrênica (Godfrey et 

al., 1990; Mattson e Shea, 2003). 

A relação entre deficiência de ácido fólico e esquizofrenia 

começou a ser descrita em meados de 1960 (Krebs et al., 2009).  Carney 

(1990) estabeleceu que a incidência da deficiência de ácido fólico em 

pacientes esquizofrênicos era alta, em torno de 20%. Posteriormente, um 

estudo conduzido em 243 pacientes psiquiátricos mostrou que pacientes 

esquizofrênicos apresentavam deficiência eritrocitária de ácido fólico 

(Carney, 1990).  Mais recentemente, García-Miss et al. (2010), 

suplementou pacientes esquizofrênicos com esta vitamina e verificou 

diminuição nos níveis de homocisteína e da resposta inflamatória. Um 

caso clínico, apontou que um adolescente de 13 anos de idade com 

sintomatologia de esquizofrenia e um agravamento progressivamente 

catatônico, apresentou deficiência de ácido fólico cerebral e elevados 

títulos de anticorpos que bloqueiam os receptores de ácido fólico, 

indicando que esta deficiência pode estar relacionada com a catatonia 

(Ho et al., 2010). 



39 

Além disso, pesquisas apontam que a deficiência pré-natal de 

certos micronutrientes, como o ácido fólico, pode desempenhar um 

papel importante na esquizofrenia (Brown et al., 1996; Susser et al., 

1996; Hoek et al., 1998; McGrath et al., 2011), considerando que a 

deficiência desta vitamina no início da gravidez pode ser um fator de 

risco para a esquizofrenia nos respectivos filhos na idade adulta (Smits e 

Essed, 2001; Smits et al., 2004; McGrath et al., 2011). Sabe-se ainda, 

que após a gravidez, a mulher pode levar até 1 ano para restaurar os 

níveis normais de ácido fólico (Smith et al., 1983; Açkurt et al., 1995; 

Bruinse e Van Den Berg, 1995). Portanto, o risco de desenvolvimento 

da esquizofrenia torna-se elevado em crianças concebidas durante o 

período de restauração dos níveis de ácido fólico (Smits et al., 2004). 

Apesar de muitas pesquisas relacionarem a deficiência de ácido 

fólico e a esquizofrenia, poucos estudos clínicos foram realizados 

utilizando a suplementação desta vitamina para testar seu potencial 

efeito benéfico em pacientes esquizofrênicos (Godfrey et al., 1990; 

Levine et al., 2006). Godfrey et al. (1990) mostrou que a suplementação 

com metilfolato (15mg/dia, durante 6 meses) em pacientes 

esquizofrênicos significativamente melhorou a recuperação clínica e 

social destes indivíduos. Levine et al. (2006) demonstrou que a 

suplementação de ácido fólico e vitamina B12 durante 3 meses 

significativamente reduziu os escores da Escala de Síndrome Positiva e 

Negativa (Positive and Negative Syndrome Scale) do transtorno. 

Além dos achados citados anteriormente, sabe-se que o 

polimorfismo de uma importante enzima, a metilenotetrahidrofolato 

redutase (MTFR), pode também estar associada ao metabolismo do 

ácido fólico e à esquizofrenia (Muntjewerff et al., 2005; Muntjewerff et 

al., 2006; Yoshimi et al., 2010). Relatos indicam que este polimorfismo 

está relacionado com a gravidade dos sintomas negativos em pacientes 

esquizofrênicos (Roffman et al., 2008). No entanto, recente estudo 

contradiz esta ideia, reforçando o fato de que novos estudos devem ser 

desenvolvidos para esclarecer tal relação (García-Miss et al., 2010).  

Embora muitas evidências relatem que o ácido fólico desempenha 

um importante papel na fisiopatologia da esquizofrenia, o exato 

mecanismo pelo qual esta relação acontece ainda não está claro. Além 

disso, estudos clínicos controlados e pré-clínicos baseados em modelos 

animais de esquizofrenia devem ser realizados visando o melhor 

entendimento das propriedades terapêuticas e profiláticas do ácido 

fólico, sua formulação apropriada, dose adequada e a duração ideal do 

tratamento. 
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2. OBJETIVOS 

2. 1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito da administração de ácido fólico sobre os 

parâmetros de metabolismo energético em ratos Wistar adultos 

submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido pela administração de 

cetamina  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar o efeito do ácido fólico sobre a atividade dos complexos 

I, II, II-III e IV da cadeia respiratória mitocondrial nas estruturas 

cerebrais, córtex frontal, hipocampo e estriado, de ratos Wistar 

submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido por cetamina; 

 

 Avaliar o efeito do ácido fólico sobre a atividade da enzima 

creatina quinase nas estruturas cerebrais, córtex frontal, hipocampo e 

estriado, de ratos Wistar submetidos ao modelo de esquizofrenia 

induzido por cetamina. 
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3 METODOLOGIA  

Os experimentos foram realizados na Universidade do Extremo 

Sul Catarinense (UNESC) no Laboratório de Neurociências. Todos os 

procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as 

recomendações internacionais para o cuidado e o uso de animais de 

Laboratório, além das recomendações para o uso de animais da 

Sociedade Brasileira de Neurociências e comportamento (SBNeC). Este 

projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de 

Animais (CEUA) sob o protocolo 49/2012 (Anexo I) da UNESC. Todos 

os equipamentos, reagentes e fármacos necessários para a realização 

desta pesquisa estavam disponíveis ao proponente, não havendo critérios 

aparentes para suspensão ou encerramento da pesquisa. 

3.1 ANIMAIS 

Foram utilizados 80 ratos Wistar machos adultos (60dias) 

pesando em média 250g a 300g, procedentes do Biotério da UNESC. Os 

animais foram mantidos em gaiolas com ciclos claro/escuro de 12h, 

alimentação e água disponível e ambiente climatizado com temperatura 

entre 22 ± 1º C. Os animais foram divididos em 8 grupos de 10 animais 

cada, conforme tabela abaixo: 

 
Tabela 1: Divisão dos grupos experimentais. 

GRUPOS 

1. Água+Salina ou Água+sal 

2. Ácido fólico (5mg/Kg)+Salina ou AF 5mg/Kg+sal 

3. Ácido fólico (10mg/Kg)+Salina ou AF 10mg/Kg+sal 

4. Ácido fólico (50mg/Kg)+Salina ou AF 50mg/Kg+sal 

5. Água+Cetamina (25mg/Kg) ou Água+CET 

6. Ácido fólico (5mg/Kg)+Cetamina (25mg/Kg) ou AF 

5mg/Kg+CET 

7. Ácido fólico (10mg/Kg)+Cetamina (25mg/Kg) ou AF 

10mg/Kg+CET 

8. Ácido fólico (50mg/Kg) +Cetamina (25mg/Kg) ou AF 

50mg/Kg+CET 
Fonte: Dados da pesquisadora, 2015. 
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3.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL (PREVENÇÃO) 

Os animais foram suplementados por via oral (v.o.) com ácido 

fólico (5, 10 ou 50 mg/kg) ou água, uma vez ao dia durante 14 dias, 

sendo que entre os dias 9-15 do experimento receberam além do ácido 

fólico, a administração intraperitoneal (i.p.) de cetamina (25 mg/kg) ou 

salina por 7 dias. No 15º dia, 30 minutos após a última injeção de 

cetamina, os animais foram decapitados e as estruturas cerebrais, córtex 

frontal, hipocampo e estriado, dissecadas para posteriores análises 

bioquímicas. Abaixo segue desenho experimental (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Desenho experimental – Fonte: Dados da pesquisadora, 2015. 

 

As doses de ácido fólico (5, 10 ou 50 mg/kg) foram diluídas em 

1ml de água. A cetamina, utilizada na dose de 25mg/kg, foi preparada 

em solução salina no volume de 1ml/100g (Becker e Grecksch, 2004; 

Imre et al., 2006; Tomiya e Fukushima, 2006; Canever et al., 2010). A 

administração de cetamina nesta dose é utilizada para mimetizar alguns 

sintomas psicóticos, tais como a hiperlocomoção e embotamento afetivo 

(Hunt e Raynaud; Garcia, 2006; Canever et al., 2010). Além disso, este 

anestésico é capaz de induzir estresse oxidativo e alterações 

mitocôndrias no modelo animal proposto (De Oliveria et al., 2011). As 

doses foram administradas conforme respectivo peso de cada animal 

(1ml/kg). 

Após a morte, os animais utilizados neste experimento foram 

descartados, acondicionados em saco branco leitoso e conduzidos ao 

freezer (conservação) da universidade. Posteriormente, foram coletados 

e transportados por empresa terceirizada. Os resíduos foram tratados 

fisicamente e em seguida encaminhados para disposição final em aterro 

sanitário. Estes procedimentos foram realizados conforme Resolução da 

Diretoria Colegiada (RDC) nº 306/2004 da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA). 
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3.3 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

As estruturas cerebrais: córtex frontal, hipocampo e estriado, dos 

animais foram utilizadas para avaliar a atividade dos complexos I, II, II-

III e IV da cadeia respiratória mitocondrial e a atividade da enzima 

creatina quinase (CK). Os métodos estão a seguir sumarizados. 

3.3.1 Atividade da Cadeia Respiratória Mitocondrial 

A atividade do complexo I foi determinada de acordo com 

Cassina e Radi (1996) pela leitura da taxa de NADH-dependente da 

redução do ferricianeto a 420 nm. 

A atividade do complexo II foi avaliada pelo método descrito por 

Fischer e colaboradores (1985), onde o meio de incubação foi 

constituído de fosfato de potássio (40 mM, pH 7,4), succinato de sódio 

(16 mM) e 2,6-dicloroindofenol (DCIP) (8 mM). Inicialmente foram 

pré-incubados com 40-80 mg de proteínas do homogeneizado, a 30ºC, 

durante 20 minutos. Depois, foram adicionados ao meio 4 mM de azida 

sódica e 7 mM de rotenona e a reação se iniciou com adição de 40 M de 

DCIP. As absorbâncias foram registradas durante 5 minutos, a 600 nm.  

A atividade do complexo II-III foi determinada de acordo com 

Fischer et al. (1985), em que o meio de reação, constituído de fosfato de 

potássio (40 mM, pH 7,4), contendo succinato de sódio (16 mM), foi 

pré-incubado com 40-80 mg de proteínas do homogeneizado, a 30ºC, 

durante 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 4 mM de azida 

sódica e 7 mM de rotenona e a reação se iniciou pela adição de 0,6 

mg/mL de citocromo c. As absorbâncias foram registradas durante 5 

minutos, a 550 nm. 

A atividade do complexo IV (citocromo c oxidase) foi 

determinada de acordo com Rustin e colaboradores (1994) onde o meio 

de incubação foi composto por tampão fosfato de potássio (10 mM, pH 

7,0), dodecil-maltisídeo (0,6 mM) e 10-20 mg de proteínas 

(homogeneizado). A reação foi iniciada com a adição de 0,7 mg de 

citocromo c reduzido. A atividade do complexo IV foi medida a 25ºC, 

durante dez minutos. A atividade da citocromo c oxidase foi medida 

pelo decréscimo na absorbância devido à oxidação de citocromo c 

previamente reduzido. As leituras foram feitas em 550 nm.  
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3.3.2 Atividade da Creatina Quinase (CK) 

A atividade da CK foi determinada em homogeneizado de tecido 

(1:10, p/v) em solução salina. Este foi centrifugado a 800 giros, durante 

10 minutos e o sobrenadante foi armazenado na temperatura de –80oC 

para determinação da atividade enzimática. O meio de incubação para 

dosagem da creatina quinase foi composto por fosfocreatina, ADP e 

glutationa reduzida. A formação de creatina foi medida por um método 

colorimétrico de acordo com Hughes et al. (1962). As frações citosólica 

e mitocondrial da creatina quinase foram separadas por centrifugação 

(Ramirez e Jimenez, 2000). 

3.4 DOSAGEM DE PROTEÍNAS 

As proteínas totais foram determinadas pelo método de Lowry e 

colaboradores (1951) e a albumina bovina sérica (BSA) foi utilizada 

como padrão. 

3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

As análises estatísticas foram realizadas através da análise de 

variância (ANOVA) de duas vias, seguido pelo teste de Tukey quando p 

foi significativo. O programa utilizado para a realização das análises foi 

o software Estatística 7.0. Os dados foram expressos como média ± erro 

padrão da média (E.P.M). Todos os gráficos foram elaborados no 

programa Grahpad Prism. A significância estatística foi considerada 

para valores de p < 0,05. 
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4.RESULTADOS 

No complexo I, o ácido fólico (10mg/kg) associado à cetamina 

reduziu a atividade deste complexo em relação ao grupo controle no 

córtex frontal (p=0,016), hipocampo (p=0,008) e estriado (p=0,002). 

Além disso, o ácido fólico (10mg/kg) per se diminuiu a atividade do 

complexo I no hipocampo (p=0,003) e no estriado (p=0,001), quando 

comparado ao grupo controle. Por fim, o ácido fólico (50mg/kg) 

associado à cetamina (p=0,001) aumentou a atividade do complexo I em 

relação ao grupo controle no estriado (Figura 4).  

 
Figura 4: Atividade do complexo I no córtex frontal, hipocampo e estriado de ratos 

Wistar suplementados com ácido fólico (5, 10 ou 50mg/kg) e submetidos ao modelo 

animal de esquizofrenia induzido por cetamina (25mg/kg). Valores expressos como 

média+erro padrão média (n=5-7 por grupo). *Diferente do grupo controle. Valores 

de p significativos quando p<0,05. 

 
A administração de cetamina não alterou a atividade do complexo 

II em nenhuma das estruturas cerebrais analisadas. No entanto, o ácido 

fólico (5mg/kg) em associação com a cetamina elevou a atividade deste 

complexo apenas no córtex frontal (p=0,02) (Figura 5). 
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Figura 5: Atividade do complexo II no córtex frontal, hipocampo e estriado de ratos 

Wistar suplementados com ácido fólico (5, 10 ou 50mg/kg) e submetidos ao modelo 

animal de esquizofrenia induzido por cetamina (25mg/kg). Valores expressos como 

média+erro padrão média (n=5-7 por grupo). *Diferente do grupo controle. Valores 

de p significativos quando p<0,05. 

 

A presente pesquisa mostrou que a cetamina não alterou a 

atividade do complexo II-III no córtex frontal, hipocampo e estriado. 

Entretanto, no hipocampo (p=0,004) houve um aumento da atividade 

deste complexo pelo ácido fólico (5mg/kg) associado à cetamina em 

relação ao grupo controle (Figura 6). 

 

Figura 6: Atividade do complexo II-III no córtex frontal, hipocampo e estriado de 

ratos Wistar suplementados com ácido fólico (5, 10 ou 50mg/kg) e submetidos ao 

modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina (25mg/kg). Valores 

expressos como média+erro padrão média (n=5-7 por grupo). *Diferente do grupo 

controle. Valores de p significativos quando p<0,05. 

 

Em relação ao complexo IV observou-se, apenas no estriado 

(p=0,02), um efeito do ácido fólico (5mg/kg) per se aumentando a 

atividade deste complexo comparado ao grupo controle (Figura 7). 
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Figura 7: Atividade do complexo IV no córtex frontal, hipocampo e estriado de 

ratos Wistar suplementados com ácido fólico (5, 10 ou 50mg/kg) e submetidos ao 

modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina (25mg/kg). Valores 

expressos como média+erro padrão média (n=5-7 por grupo). *Diferente do grupo 

controle. Valores de p significativos quando p<0,05. 

 

Os achados desta pesquisa demonstram, no córtex frontal, 

hipocampo e estriado, que a cetamina não alterou atividade da CK. No 

entanto, houve um aumento significativo da atividade desta enzima pela 

administração de ácido fólico (10mg/kg) (p=0,0006) e (50mg/kg) 

(p=0,0002) per se no córtex pré-frontal (Figura 8). 

 

Figura 8: Atividade da creatina quinase no córtex frontal, hipocampo e estriado de 

ratos Wistar suplementados com ácido fólico (5, 10 ou 50mg/kg) e submetidos ao 

modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina (25mg/kg). Valores 

expressos como média+erro padrão da média (n=5-7 por grupo). *Diferente do 

grupo controle. Valores de p significativos quando p<0,05. 
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5 DISCUSSÃO 

Neste estudo foi avaliado o efeito da administração de ácido 

fólico (5, 10 ou 50mg/kg) no modelo animal de esquizofrenia induzido 

por cetamina (25mg/kg) quanto à atividade dos complexos da cadeia 

respiratória mitocondrial e da enzima CK no SNC de ratos Wistar. 

Pesquisas sugerem que a cetamina, enquanto modelo de esquizofrenia, é 

capaz de causar alterações na atividade destes complexos, bem como na 

atividade da CK (Becker e Grecksch, 2004; Budni et al., 2013). Nossos 

achados, de modo geral, indicaram resultados contraditórios, uma vez 

que a administração repetida de cetamina não foi capaz de alterar os 

parâmetros analisados neste estudo. Verificou-se ainda a hipótese de que 

o ácido fólico é capaz de mediar o metabolismo energético por sua ação 

no receptor NMDA no SNC de animais submetidos ao modelo de 

esquizofrenia (Brocardo et al., 2008, 2009; Budni et al., 2013).  

Ensaios clínicos apontam resultados promissores associando o 

ácido fólico ao tratamento medicamentoso padrão tanto na depressão 

unipolar (Almeida et al., 2015) como na esquizofrenia, especialmente 

melhorando os sintomas negativos deste transtorno (Roffman et al., 

2013). Neste contexto, a pesquisa pré-clínica tem o papel de esclarecer 

os mecanismos do efeito neuroprotetor do ácido fólico. Dentre os 

possíveis mecanismos do efeito antidepressivo desta vitamina, estão a 

diminuição dos níveis de homocisteína (Yang et al., 2010; Koike et al., 

2014), bem como o seu efeito antioxidante e ação sobre o receptor 

NMDA (Budni et al., 2013). Além disso, esta vitamina influencia a 

produção de NADPH (Fan et al., 2014), exercendo ação protetora 

através de múltiplos fatores como sua ação antioxidante, estabilização 

da integridade da membrana mitocondrial e modulação da sinalização de 

vias relacionadas à oxidação e apoptose (Ding et al., 2011).  

No presente estudo, verificou-se no complexo I, que o ácido 

fólico (10mg/kg) associado à cetamina reduziu a atividade deste 

complexo em relação ao grupo controle no córtex frontal, hipocampo e 

estriado. Além disso, o ácido fólico (10mg/kg) per se diminuiu a 

atividade do complexo I quando comparado ao grupo controle no 

hipocampo e estriado, enquanto o ácido fólico (50mg/kg) associado à 

cetamina aumentou a atividade deste complexo em relação ao grupo 

controle no estriado. Em contrapartida, Akarsu et al. (2014) sugerem 

níveis elevados, em sangue periférico, de RNAm de proteínas do 

complexo I em pacientes esquizofrênicos. Além disso, no modelo 

animal de esquizofrenia, nossos resultados são corroborados pelo estudo 

de Zugno et al. (2015) cujos achados também não demonstraram 
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alteração do complexo I quando administrada cetamina aguda em ratos 

Wistar. 

Em relação ao complexo II desperta a atenção o fato de que o 

ácido fólico (5mg/kg) em associação com a cetamina tenha aumentado a 

atividade deste complexo no córtex frontal. De acordo com Bubber et al. 

(2011) o aumento da atividade do complexo II, junto com a Succinato 

Desidrogenase, pode ser um efeito compensatório contra um déficit na 

produção de ATP pelos neurônios no córtex frontal. Os resultados 

obtidos pela suplementação de ácido fólico (5mg/kg) associado à 

cetamina no complexo II podem ser, ao menos em parte, comparado ao 

trabalho de Prince et al. (1999), o qual detectou aumento do complexo II 

em regiões cerebrais (putâmen e núcleo accumbens) post mortem de 

pacientes esquizofrênicos. Resultados em humanos, em geral, foram 

obtidos de pacientes post mortem em sua maioria cronicamente 

medicados. É possível, portanto, que achados encontrados neste e em 

outros estudos sejam devido a alterações compensatórias (do ácido 

fólico e dos antipsicóticos) sobre a disfunção energética na 

esquizofrenia (Bubber et al., 2011). Pesquisa pré-clínica ainda sugere 

que o complexo II está relacionado à sinalização do receptor NMDA e à 

ação da dopamina, especialmente, no estriado (Calabresi et al., 2001). 

Estudos utilizando antipsicóticos em modelos animais demostraram 

inibição do complexo II pela clozapina e haloperidol (Streck et al., 

2007; Barrientos et al., 1998). Estes resultados pré-clínicos sugerem que 

a ação neuroprotetora do ácido fólico, se ocorrer, pode ser por 

mecanismos diferentes dos antipsicóticos, uma vez que esta vitamina 

apresenta importante ação antioxidante, sendo fundamental para o 

metabolismo de 1C e formação de neurotransmissores (Brocardo et al., 

2010; Budni et al., 2013). 

O complexo III é um conjunto de proteínas cuja deficiência está 

envolvida em algumas síndromes raras, como a encefalopatia, causada 

por mutações ainda pouco investigadas (Fernández-Vizarra e Zeviani, 

2015; Ghezzi et al., 2011). Assim, a presente pesquisa mostrou que no 

hipocampo houve um aumento da atividade do complexo II-III no grupo 

ácido fólico (5mg/kg) associado à cetamina em relação ao grupo 

controle. Existem ainda poucas pesquisas sobre o papel do complexo III 

na esquizofrenia. No entanto, estudo recente não encontrou diferença 

significativa entre os níveis de RNAm do complexo III quando 

comparado indivíduos esquizofrênicos e controles (Akarsu et al., 2014). 

O complexo IV é uma enzima cuja atividade mostra-se alterada 

no SNC de pacientes esquizofrênicos (Cavelier et al., 1995).  No 

estriado, observou-se apenas um efeito do ácido fólico (5mg/kg) per se 
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aumentando a atividade do complexo IV em relação ao grupo controle. 

Estudos clínicos sobre as alterações do complexo IV têm sugerido 

resultados controversos. Cavelier et al. (1995) e Prince et al. (1999), 

além de Maurer et al. (2001), demonstraram diminuição do complexo 

IV em núcleo caudado de esquizofrênicos post mortem e diminuição da 

atividade do complexo IV no córtex pré-frontal, respectivamente.  

É sabido que o estriado é uma estrutura cerebral intrinsecamente 

relacionada à fisiopatologia da esquizofrenia sendo alvo dos circuitos 

dopaminérgicos que estão alterados neste transtorno (Kuswanto et al., 

2015). De forma paradoxal, um estudo post mortem (Prince et al., 2000) 

encontrou correlação estatística entre o aumento da atividade do 

complexo IV no putâmen (estrutura que faz parte do estriado) e a 

melhora no desempenho cognitivo, retrospectivamente, em pacientes 

crônicos e medicados, sugerindo então, que em humanos, isso possa ser 

devido ao efeito dos antipsicóticos. No presente estudo foi observado 

um aumento da atividade do complexo IV no estriado, pela ação do 

ácido fólico (5mg/kg) per se, o qual pode resultar da interação com o 

receptor NMDA e de diversas ações protetoras sobre a mitocôndria 

(Chen et al., 2013). Por outro lado, este trabalho apresenta limitações 

metodológicas, impedindo que se faça uma correlação fidedigna entre os 

achados no modelo animal e os achados em seres humanos. Uma das 

mais importantes limitações é que em pacientes post mortem pode-se 

dissecar as estruturas cerebrais que compõe o estriado, enquanto nos 

roedores, as análises moleculares são realizadas na estrutura por inteiro.  

O estudo das alterações mitocondriais na esquizofrenia iniciou-se 

com a constatação de sintomas psiquiátricos em pacientes com doenças 

raras da função mitocondrial (Ben-Shachar e Laifenfeld, 2004; Anglin et 

al., 2012).  Sendo os neurônios altamente dependentes do ATP 

produzido pela cadeia respiratória mitocondrial, é plausível supor a que 

a perda da sua eficiência comprometa os sistemas de neurotransmissão 

(Yadava et al., 2007). Na esquizofrenia, a hipótese mais estudada 

atualmente é da hipofunção neuronal, em especial no córtex pré-frontal, 

causando uma incapacidade de regular os estímulos internos e externos 

e predispondo à psicose e ao déficit cognitivo (Yang et al., 2013). Por 

um lado, tem-se a diminuição da glicólise aeróbia, em consequência da 

hipofunção das mitocôndrias, evidenciada pelo aumento do pH em 

estudos de imagem funcional in vivo (Du et al., 2014). Por outro, uma 

diminuição em geral do Ciclo de Krebs, com queda da atividade das 

enzimas da primeira metade do ciclo seguido pelo aumento 

compensatório da atividade das enzimas da segunda metade do ciclo 

(Bubber et al., 2011). Além disso, tanto a atividade quanto a produção 
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da enzima CK estão diminuídos no SNC de pacientes esquizofrênicos 

post mortem (Burbaeva et al., 2008), bem como num estudo de imagem 

funcional (in vivo) de pacientes esquizofrênicos (Du et al., 2014). Dessa 

forma, pensa-se que uma abordagem terapêutica e preventiva na 

esquizofrenia poderia incluir a suplementação de nutrientes capazes de 

reparar ou prevenir significativamente o dano ao metabolismo 

energético nesses pacientes (Zugno et al., 2014). 

A enzima CK está envolvida na estocagem de fosfatos de alta 

energia produzidos pela mitocôndria, ou seja, catalisa a transferência 

reversível do grupo N-fosforil da fosfocreatina para ADP, regenerando o 

ATP (Pilla et al., 2003). Há indícios de que a atividade desta enzima 

esteja alterada em diversas patologias (Pilla et al., 2003; Funchal et al., 

2006). Estudos de Burbaeva et al. (1987, 1999, 2008), mostraram uma 

diminuição desta enzima em tecido cerebral post mortem de pacientes 

esquizofrênicos, sugerindo que essa redução pode estar associada à 

disfunção energética cerebral presente na esquizofrenia. Outra questão a 

ser considerada nos estudos de Burbaeva é que o uso de neurolépticos 

pelos pacientes pode ter influenciado nos resultados.  

Achados da presente pesquisa demonstraram que a cetamina não 

alterou a atividade da enzima CK no córtex frontal, hipocampo e 

estriado. No entanto, houve um aumento significativo da atividade da 

CK pela administração de ácido fólico (10mg/kg e 50mg/kg) per se no 

córtex frontal. Um mecanismo capaz de explicar, ao menos em parte, 

este achado relaciona-se ao aumento da disponibilidade de grupos metil 

proporcionado pelo ácido fólico, sendo esta disponibilidade fundamental 

para a síntese endógena da creatina (Allen, 2012).  

Resumidamente, as alterações nas quais o ácido fólico per se e/ou 

associado à cetamina foi capaz de alterar a atividade dos complexos da 

cadeia respiratória mitocondrial e/ou da enzima CK podem ser 

explicadas por uma provável ação inibitória do receptor NMDA (a 

mesma via da cetamina) pelo ácido fólico, dependendo da dose 

administrada (Brocardo et al., 2008; Chen et al., 2013). Uma observação 

importante é que os efeitos do ácido fólico não variaram de forma 

proporcional conforme a dose. Os efeitos não previsíveis das doses desta 

vitamina podem ser explicados pela sensibilidade da mitocôndria à 

complexa sinalização de cálcio, a qual pode ser influenciada tanto pela 

cetamina quanto pelo ácido fólico (Tijattas et al., 2004).  

O presente trabalho apresenta uma importante limitação quanto 

ao modelo animal de cetamina. Este anestésico é capaz de induzir 

efeitos psicotomiméticos sendo este um efeito colateral. Ainda, em 

baixas doses, a cetamina pode ser utilizada como droga de abuso, 
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levando a efeitos euforizantes (Malhotra et al., 1997;   Becker e 

Grecksch, 2004;  Zugno et al., 2014). Sendo a cetamina um antagonista 

do receptor NMDA, sua ação pode variar amplamente conforme a dose 

e o tempo de uso (Zugno et al., 2013; 2015). Sabe-se que a cetamina 

aguda em baixas doses tem sido testada em estudos clínicos como 

terapia adjuvante na depressão grave (Assis et al., 2009; Garcia et al., 

2009). Assim, no presente estudo, a ação do ácido fólico aumentando a 

atividade da CK, assemelha-se à cetamina (15mg/kg) e ao 

antidepressivo imipramina conforme estudos anteriores do mesmo 

laboratório (Assis et al., 2009).  

Por fim, estabeleceu-se neste laboratório de pesquisa, que em 

ratos Wistar, a cetamina administrada na dose (15mg/kg) apresenta 

efeito antidepressivo e na dose (25mg/kg) repetidamente induz efeitos 

psicotomiméticos e indutores de alterações semelhantes aos sintomas da 

esquizofrenia em humanos (Zugno et al., 2014). Sendo a esquizofrenia 

um transtorno multifatorial, novos estudos utilizando a cetamina 

combinada a outros modelos tornam-se necessários a fim de produzir 

em animais alterações semelhantes ao transtorno em humanos (Brown, 

2011; Ibi et al., 2010; Zugno et al., 2013).  

Concluindo, é sabido o papel que o ácido fólico desempenha na 

fisiopatologia da esquizofrenia, porém o exato mecanismo pelo qual esta 

relação ocorre permanece desconhecido. Além disso, sabe-se que o uso 

crônico de ácido fólico em altas doses pode causar efeitos colaterais, 

inclusive, constituir um fator de risco para alguns tipos de câncer 

(Rodriguez et al., 2015; Keating et al., 2015). De qualquer forma, ainda 

não se conhece a extensão dos potenciais efeitos danosos no SNC de 

seres humanos submetidos a altas doses de ácido fólico por tempo 

prolongado (Asadi-Pooya, 2015). 
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6 CONCLUSÃO 

 

Achados deste estudo demonstram que a administração repetida 

de cetamina não foi capaz de alterar a atividade dos complexos da 

cadeia respiratória mitocondrial e da enzima CK no SNC de ratos 

Wistar. De modo geral, o ácido fólico per se e/ou associado à cetamina 

foi capaz de alterar a atividade dos complexos I, II, II-III e IV da cadeia 

respiratória e/ou da enzima CK nas estruturas cerebrais avaliadas. 

Conclui-se, portanto, que ambos os tratamentos aplicados 

individualmente, ou combinamos não apresentam efeitos claros 

positivos ou negativos associados ao modelo animal de esquizofrenia 

induzido por cetamina. A atividade dos complexos da cadeia respiratória 

das estruturas cerebrais investigadas é afetada pelas intervenções, 

contudo, não apresentam efeito padrão e conclusivo. Novos estudos 

clínicos e pré-clínicos se fazem necessários, a fim de desvendar os reais 

mecanismos do efeito neuroprotetor do ácido fólico na esquizofrenia, 

bem como buscar protocolos mais fidedignos quanto ao tempo de 

administração e as melhores doses a serem administradas neste 

transtorno. 
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