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RESUMO

A hiperglicemia crdnica do diabetes mellitus (DM) desencadeia estresse
oxidativo, promovendo dano a proteinas, lipideos e DNA, causando
déficit cognitivo. Isso pode levar ao desenvolvimento da esquizofrenia.
Portanto, este estudo teve por objetivo investigar os pardmetros
comportamentais e bioquimicos do diabetes mellitus Tipo 1 (DM1)
como fator de risco para esquizofrenia em ratos Wistar. Os animais
foram divididos em quatro grupos: 1) Controle (salina+salina), 2)
Aloxano (aloxano+salina), 3) Cetamina (cetamina+salina), 4)
Aloxano+Cetamina. Estes permaneceram em jejum por 18 horas para
posterior inducdo do diabetes através de uma Unica injecdo
intraperitoneal (i.p) de aloxano (150mg/kg) ou salina. Apds 48 horas, 0s
animais diabéticos foram submetidos ao teste de glicemia para
comprovar a inducdo do modelo. Do 4° ao 10° dia, 0s animais receberam
injecdo (i.p) de cetamina (25mg/kg) ou salina, uma vez ao dia, para
inducdo do modelo de esquizofrenia. No 10° dia, 30 minutos ap6s a
Gltima administracdo de salina ou cetamina, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais. Antes da eutanasia, foi
realizado o teste de glicemia para verificar se 0s animais permaneceram
diabéticos até o final do experimento. Logo apo6s, estes foram
decapitados e as estruturas cerebrais removidas para as analises
bioguimicas. Os resultados revelam que no 3° dia, 0 aloxano induziu
hiperglicemia nos animais em relagcdo ao grupo controle. Do mesmo
modo, no 10° dia, a cetamina, o aloxano e a associacdo do
aloxano+cetamina aumentaram a glicemia dos animais quando
comparado ao controle. O peso dos animais mostrou-se menor nos
grupos aloxano e aloxano+cetamina, 0s quais também apresentaram
hiperglicemia quando comparado aos grupos controle e cetamina.
Verificou-se que a cetamina isolada induziu hiperatividade, entretanto, a
associacdo do aloxano+cetamina foi capaz de reduzir a hiperlocomogéo.
Na interacdo social, foi observado que a cetamina, o aloxano e a
associacdo do aloxano+cetamina aumentaram significativamente o
tempo para o primeiro contato (laténcia) e, ainda, diminuiram o nimero
de contatos entre os animais. No teste de inibigdo por pré-pulso do
reflexo de sobressalto (IPP), os animais do grupo cetamina, aloxano e
aloxano+cetamina apresentaram um déficit de IPP quando comparado
ao grupo controle nas trés intensidades avaliadas (65dB, 70dB e 75dB).
Nas analises bioguimicas, a cetamina foi capaz de aumentar a atividade
da enzima acetilcolinesterase (AChE) no c6rtex frontal, hipocampo e






estriado, bem como a associagdo do aloxano+cetamina, a qual parece
exercer um efeito exacerbado no sistema colinérgico. Para a peroxidacéao
lipidica e a carbonilagdo proteica, os achados demonstram que o aloxano
isolado ndo causou dano oxidativo no cortex frontal, diferentemente da
cetamina. Ja o aloxano+cetamina parece ter intensificado o dano lipidico
e proteico nas trés estruturas analisadas. Foi observado que a cetamina e
a associacdo do aloxano+cetamina induziu dano ao DNA em ambos 0s
parametros avaliados (Frequéncia e indice de danos). Em concluséo, os
resultados mostraram que o aloxano e a cetamina isolados e associados
alteraram parametros comportamentais e bioquimicos neste estudo.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1; esquizofrenia; aloxano;
cetamina; analises comportamentais e bioquimicas.






ABSTRACT

The chronic hyperglycemia of diabetes mellitus (DM) triggers oxidative
stress, promoting lipids, proteins and DNA damaging, causing cognitve
deficits. This can lead to the development of schizophrenia. Based on
that, this study aimed to investigate the behavioral and biochemical
parameters of type 1 diabetes mellitus (DM1) as a risk factor to
schizophrenia in Wistar rats. The animals were divided into four groups:
1) Control (saline + saline), 2) Alloxan (alloxan + saline), 3) Ketamine
(saline + ketamine), 4) Alloxan + Ketamine, which were fasted 18 hours
to subsequent induction of diabetes by a single intraperitoneal (i.p)
injection of alloxan (150 mg/kg) or saline. After 48 hours, the diabetic
animals did glucose testing to verify the induction of the model. From
the 4th to 10th day, the animals were injected (i.p) ketamine (25mg/kg)
or saline, once a day, to induce model of schizophrenia. On the 10th
day, 30 minutes after the last administration of saline or ketamine, the
animals were subjected to behavioral testing. Before euthanasia, the
blood glucose test was performed to verify that the animals were
diabetic until the end of the experiment. Right after, they were
decapitated and the brain structures removed for biochemical analysis.
The results show that on the 3rd day, alloxan induced hyperglycemia in
animals compared to the control group. Similarly, on the 10th day,
ketamine, alloxan and the association of alloxan + ketamine increased
blood glucose of animals compared to the control. The weight of the
animals was lower in alloxan and alloxan + ketamine group, which also
presented hyperglycemia when compared to control groups and
ketamine. It was found that the isolated ketamine induced hyperactivity,
however, the combination of alloxan + ketamine was able to reduce
hyperlocomotion. In social interaction was observed that ketamine,
alloxan and the association of alloxan + ketamine significantly increased
the time to first contact (latency) and also decreased the number of
contacts between animals. In inhibition test by prepulse startle reflex
(PPI), the animals of the ketamine group, alloxan and alloxan +
ketamine showed a PPI deficit when compared to the control group in
the three evaluated intensities (65dB, 70dB and 75dB). In the
biochemical analyzes, ketamine is capable of increasing the activity of
the enzyme acetylcholinesterase (AChE) activity in the frontal cortex,
hippocampus and striatum as well as the combination of alloxan +
ketamine, which seems to have an exacerbated effect on the cholinergic
system. For lipid peroxidation and protein carbonyls, the findings
demonstrate that isolated alloxan did not cause oxidative






damage in the frontal cortex, unlike ketamine. Already alloxan +
ketamine appears to have intensified lipid and protein damage in the
three analyzed structures. It was observed that the combination of
ketamine and ketamine + alloxan induced DNA damage in both
evaluated parameters (frequency and damage index). Overall, the results
of this study show that alloxan and ketamine isolated and associated
change the biochemical and behavioral parameters.

Keywords: Diabetes mellitus; schizophrenia; alloxan; ketamine;
behavioral and biochemical analyzes.
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1 INTRODUCAO
1.1 DIABETES MELLITOS TIPO 1

O diabetes mellitus (DM) é uma das principais doengas de
evolugdo crbnica que acometem o0 homem moderno em qualquer idade,
condicdo social e localizagio geografica (ADA, 2011). E caracterizada
por uma deficiéncia absoluta ou relativa de insulina que ird influenciar
negativamente o metabolismo dos glicidios, proteinas, lipidios, agua,
vitaminas e minerais. Durante a evolugdo da doenca, na tentativa do
controle metabolico poderdo ocorrer complicacBes agudas e cronicas
(Fross, 1991). Seu impacto inclui elevada prevaléncia, importante
morbidade, alta taxa de hospitalizacbes e mortalidade, gerando
significativos danos econdmicos e sociais (Schmidt et al., 2011).
Estima-se um aumento de 60% até 2035 na populacdo diabética da
América do Sul e Central (Figura 1) (IDF, 2013).

Regides e projecdes globais do nimero de pessoas com Diabetes mellitus (20 — 79 anos)
2013 - 2035

2013 2035
MILHOES MILHOES
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NTAL 1382 2018
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56,3 68,9
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AUMENTO
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Figura 1: Projecdo global do nimero de casos de Diabetes mellitus por regido
para 2035 (modificado de IDF, 2013).

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca metabdlica
cronica caracterizada pela deficiéncia de insulina, a qual é determinada
pela destrui¢do das células B-pancredticas, podendo ser autoimune,
correspondendo a cerca de 10% do total de casos de DM (ADA, 2013;
Bennett; Knowler, 2009). O processo mediado pelo sistema imunolégico
ocasiona um quadro permanente de hiperglicemia que € caracteristico da
patologia (Balda e Pacheco-Silva, 1999). O aumento dos niveis de
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glicose no sangue pode ocorrer como consequéncia da secrecao
deficiente da insulina ou da falha em compensar uma maior demanda do
hormdnio nos tecidos alvo, muitas vezes decorrente da perda de
sensibilidade de seu receptor (White, 1997; Van Belle et al., 2011).

A insulina é um horménio secretado pelas células  pancreaticas,
sendo responsavel pelo controle das reservas de energia do corpo.
Assim, regula a captagdo de glicose pelas células, promove a formacéo
de reservas de glicogénio no figado e de gordura nas células adiposas
(White, 1997). Se a insulina é secretada em niveis insuficientes ou
impossibilitada de exercer sua agdo, 0 corpo acaba por ndo utilizar a
glicose disponivel no sangue, também deixando de formar reservas com
0 nivel excedente, caracterizando a hiperglicemia (Shiling e Raphael,
2008).

Em alguns pacientes, nos primeiros meses da doenga, pode nao
haver necessidade do uso de insulina, entretanto o uso do horménio
ocorrera inexoravelmente dentro de alguns meses devido a destruicdo da
reserva pancreatica de insulina (Atkinson e Eisenbarth, 2001). Os
principais marcadores imunol6gicos do comprometimento pancreatico
sdo os anticorpos anti-ilhota, anti-insulina e antidescarboxilase do acido
glutdmico e podem estar presentes por meses ou anos antes do
diagndstico clinico, ou seja, na fase pré-clinica da doenca, e em até 90%
dos individuos quando se detecta hiperglicemia (DSB, 2014). Inimeros
fatores genéticos (genes do sistema HLA) e ambientais (sarampo,
rubéola, caxumba, etc) contribuem para a ativagdo imunolégica que
desencadeia esse processo destrutivo (ADA, 2013).

Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2014)
¢ o tipo mais agressivo, geralmente ocorrendo na infancia e
adolescéncia. O DM1 apresenta uma distribui¢do racial pouco uniforme
com uma frequéncia menor em individuos negros e asiaticos e uma
frequéncia maior na populacdo européia, principalmente nas populac@es
provenientes de regides do norte da Europa (Cavalcante et al., 1995). A
incidéncia mundial varia muito, com as mais baixas incidéncias no
Continente Asiatico (0,1/100.000) e tendo as mais altas na Finlandia e
Sardenha (36,5/100.000) (Karvonen et al., 2000).

No Brasil foram publicados dois estudos que avaliaram a
incidéncia de DM1. Em Londrina, a taxa encontrada foi de 12,7/100.000
(Campos et al., 1998), enquanto que em quatro cidades do estado de S&o
Paulo a incidéncia de DM1, em jovens abaixo de 15 anos, foi de
7,6/100.000 (Ferreira et al., 1993). As caracteristicas demogréaficas dos
pacientes com DM1 sdo semelhantes em todo mundo e a incidéncia
distribui-se igualmente entre os sexos (Michalkova et al., 1995).
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Os critérios para o diagnostico do DM que sdo recomendados
pelas Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2014) incluem:
glicemia em jejum igual ou superior a 126 mg/dl (em caso de pequenas
elevacdes da glicemia, o diagnostico deve ser confirmado pela repeticao
do teste em outro dia); glicemia de 2 horas pds-sobrecarga de 75 g de
glicose, com o paciente apresentando os niveis de glicose acima de 200
mg/dl ou glicemia casual acima de 200 mg/dl e apresentando
concomitantemente pelo menos um dos sintomas classicos do DM
(excessiva vontade de tomar agua (polidipsia), aumento do volume
urinario (polidria) ou/e perda ponderal). A glicemia causal é aquela
realizada em qualquer hora do dia, independente do horario das
refei¢Bes. O Gltimo critério de diagndstico do DM, se trata de valores de
hemoglobina glicada (HbA1c) maior a 6,5%. O diagnostico de DM deve
sempre ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia, a menos que
haja hiperglicemia inequivoca com descompensacdo metabdlica aguda
ou sintomas 6bvios de DM (ADA, 2013) (Figura 2).

1) Glicemia de jejum
(8-12h)

Normal: 70 a 99 mg/ dL Pré-diabetes ou risco DM: > 126 mg/dL

aumentado para DM:
100 a 125 mg/dL

2) Glicemia 2 horas apés
ingestdo de 75g de glicose

| Normal: < 140 mg/dL | Pré-diabetes ou risco DM: > 200 mg/dL

aumentado para DM:
140 a 200 mg/dL

3) Glicemia casual 4) HbAlc
DM: > 200 mg/dL DM: >6,5%

Figura 2: Critérios para diagnéstico do Diabetes mellitus pela Associagdo de
Diabetes (ADA) e aprovados pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) e pela
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD). Legenda: HbAlc = hemoglobina
glicada e DM = Diabetes Mellitus.
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Estudos de Nuevo et al. (2011) demostraram que pode haver uma
relacdo entre o controle inadequado e tempo de evolucdo do DM1 com a
doenca microvascular, caracterizada por retinopatia, nefropatia e
neuropatia diabética. Individuos com DM1 tem um risco 10 vezes maior
de eventos cardiovasculares (Orchard et al., 2006). JA o risco de
desenvolvimento de transtornos mentais é equivalente tanto no DM1
guanto no DM2 (Fraguas et al., 2007).

1.2 ESQUIZOFRENIA

A esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico de origem
multifatorial cujo histérico familiar é o fator de risco mais significativo
(Brown, 2001). Sabe-se que diversos fatores, em especial genéticos e
ambientais, representam um grande impacto na etiologia do transtorno
(Shorter e Miller, 2015). Todavia, a falta de resultados consistentes que
apontam um fator genético especifico na patogénese do transtorno,
levou pesquisadores a estudarem a influéncia dos fatores ambientais
(Rapoport et al., 2012; Matrisciano et al., 2013). Ainda assim, a
literatura mostra que as alteracdes epigenéticas podem estar envolvidas
em diversas doengas cronicas, como doencas cardiovasculares, cancer e
distirbios neurocomportamentais, destacando-se 0 autismo e a
esquizofrenia (Shorter e Miller, 2015). Logo, a regulacdo génica
epigenética e monoalélica é particularmente suscetivel aos efeitos
ambientais ocorridos durante o periodo pré e pds-natal (Jirtle e Skinner,
2007).

Neste contexto, a esquizofrenia ¢ um transtorno devastador,
cronico e debilitante que afeta aproximadamente 0,5 a 1% da populacéo
mundial (McGrath., 2008), sendo caracterizado como a 142 causa de
incapacidade em todo o mundo, com 16,7 milhGes de pacientes, com
moderada a severa incapacitacdo (Javitt, 2010). Segundo a Organizagdo
Mundial da Satde (WHO, 2004) o indice Years Lost Due to Disability
(YLD - “anos perdidos por incapacidade”) classifica a esquizofrenia
como a 6% maior causa de incapacidade no mundo.

Evidéncias sugerem que perturbagdes no neurodesenvolvimento
durante a vida fetal desempenham um importante papel na etiologia da
esquizofrenia (Brown et al., 2007), classificando-a como uma doenga
neurodesenvolvimental (Rapoport et al., 2005). Diferentes fatores,
conhecidos por produzir danos no desenvolvimento do sistema nervoso
central (SNC) durante periodo gestacional, tém sido implicados na
esquizofrenia e incluem o sofrimento pré-natal e/ou perinatal (Baguelin-
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Pinaud et al., 2010), como a exposi¢do materna ao estresse (Lee et al.,
2007); infeccdo e/ou ativacdo do sistema imunoldgico (Clarke et al.,
2009); deficiéncias nutricionais (acido félico, vitamina B12, 6mega 3)
e/ou altos niveis maternos de homocisteina (Krebs et al., 2009);
complicagdes obstétricas (Haukvik et al., 2009), além do estresse
oxidativo (Bitanihirwe e Woo, 2011). Estes fatores podem desencadear
0 aparecimento de sintomas caracteristicos da esquizofrenia, como a
diminuicdo da interacdo social e/ou reconhecimento de objetos e déficit
no sistema sensorio-motor demostrado em modelos animais (Le Pen e
Moreau, 2002), bem como anormalidade na estrutura cortical, baixo
peso ao nascer, alem de alteracfes dos sistemas de neurotransmissores,
dopaminérgico e glutamatérgico, em humanos (Weinstock, 2001).

O diagnostico da esquizofrenia € baseado essencialmente na
descricdo dos sinais e sintomas, ndo havendo até 0 momento pardmetros
fisiopatoldgicos com sensibilidade e especificidade suficiente (Bagdy e
Juhasz, 2013). De acordo com o Manual de Diagnéstico e Estatistica dos
Transtornos Mentais (DSM-V) os sinais devem estar presentes durante
seis meses e incluir pelo menos um més de sintomas ativos para se
firmar o diagndstico (APA, 2013). Os sintomas iniciam-se entre o final
da adolescéncia e o inicio da vida adulta, geralmente observada por uma
mudanca abrupta no perfil social e afetivo do individuo (APA, 1994;
Marsman et al., 2013). Estes sintomas séo classificados em trés classes:
sintomas positivos, representados pelas alucinagdes, delirios, episddios
psicéticos e desconfiangas que levam o paciente & fuga da realidade;
sintomas negativos referem-se ao embotamento afetivo, isolamento
social, avolia, anedonia e discurso empobrecido; e déficit cognitivo,
caracterizado como prejuizo na memdria de trabalho, desorganizag&o,
desorientagdo e falta de atencdo (Larson et al., 2010; Shamsi et al.,
2011).

Apesar do crescente consenso de que a esquizofrenia é um
transtorno mental, sua fisiopatologia ainda permanece desconhecida
(Meyer e Feldon, 2010). Entretanto, ndo ha dividas da existéncia de
alteracdes anatdmicas e bioquimicas cerebrais em sua génese (Keshavan
et al., 2011), nas quais encontram-se as disfun¢Bes nos sistemas
glutamatérgico e dopaminérgico, além dos sistemas GABAGérgico e
colinérgico (Miyamoto et al., 2003; Harrison e Weinberger, 2005), 0s
quais resultam em irregularidades no funcionamento de regibes cértico-
basais, levando aos sintomas do transtorno (Tost e Meyer-Lindenberg,
2011). Além do mais, o aumento na liberacdo de dopamina esta
intrinsicamente relacionado a psicose, sendo a hipétese dopaminérgica,
predominantemente associada a fisiopatologia da esquizofrenia (Snyder,
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1976; Seeman, 1987). Assim, acredita-se que 0s sintomas positivos
presentes no transtorno sejam gerados devido a um aumento da
atividade dopaminérgica na via mesolimbica, compreendida entre a area
tegmental ventral e o ndcleo accumbens. Por outro lado, 0s sintomas
negativos sdo supostamente causados por uma diminuicdo dessa
atividade na via mesocortical, tendo inicio também na area tegmental
ventral seguindo até o cortex pré-frontal (Ross et al., 2007).

Adicionalmente, alteragdes do sistema glutamatérgico estdo
envolvidas ndo apenas na esquizofrenia, mas em doengas neuroldgicas
como epilepsia, isquemias, doenca de Alzheimer e de Huntington, além
de outros transtornos psiquiatricos como dependéncia de substancias,
transtorno obsessivo-compulsivo e afetivo bipolar (Javitt, 2010; Goff,
2015). Desse modo, 0s processos cognitivos sdo gravemente afetados
durante a esquizofrenia, sugerindo que uma diminui¢do na funcdo do
receptor N-metil-d-aspartato (NMDA) pode estar relacionada aos
déficits de memoria e aprendizado (Benneyworth et al., 2011). Em
condicbes normais, o glutamato tem um papel proeminente na
plasticidade sinéptica, aprendizado e memoria (lzquierdo, 2002). O
glutamato, além de estar envolvido no desenvolvimento neural e nas
fases de proliferacdo e migracdo celular (McDonlad e Johnston, 1990),
também influencia varios processos bioquimicos, a exemplo do
metabolismo energético, da sintese de &cidos graxos, da regulagdo dos
niveis de amonia e da composicdo de proteinas e peptideos (Carobrez,
2003). A fim de explicar a participa¢do do glutamato na fisiopatologia
da esquizofrenia, duas teorias foram propostas: a teoria da hipofuncéo
glutamatérgica (Kim et al., 1980) e da hiperfuncdo glutamatérgica
(Deakin et al., 1989).

A primeira teoria, da hipofuncdo glutamatérgica, sugere que
pacientes sob observacdo que recebiam doses subanestésicas de
fenciclidina ou cetamina, apresentavam sintomas psic6ticos ou
exacerbavam o0s sintomas positivos, negativos e cognitivos deste
transtorno (Luby et al., 1959; Rosenbaum et al., 1959; Bakker e Amini,
1961; Krystal et al., 1994; Anand et al., 2000). A segunda teoria, da
hiperfuncdo glutamatérgica, descreve que uma hipofuncéo de receptores
NMDA no cortex temporal, induzida por meio de uma maior ativagao de
receptores AMPA, kainato e metabotrdpicos, gera uma compensacao do
sistema glutamatérgico no cortex frontal (Marsman et al., 2013). Além
disso, estudos supbe que a excitoxicidade neural, devido ao excesso de
glutamato, tem um importante papel na esquizofrenia contribuindo para
um possivel processo neurodegenerativo da doenca, 0 que, por sua vez,
leva a morte celular (Pittenger et al., 2007; Moghaddam et al., 1997;
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Moghaddam e Krystal, 2012). Esta teoria se concentra em distdrbios nas
vias glutamatérgicas cerebrais e na deficiéncia da sinalizacdo dos
receptores de glutamato (Poels et al., 2014).

De acordo com a literatura, tem-se abordado uma relagdo do
glutamato com o diabetes (Nawa et al., 2011), visto que alteracdes no
sistema glutamatérgico podem levar a sindrome metabdlica, como a
obesidade e a hiperglicemia (Morrison et al., 2008). Estudo realizado
por Di Cairano et al. (2011) mostrou que nas células B pancreaticas ha
expressdo de transportadores gliais de glutamato, os quais séao
responsaveis por proteger as células pancreéticas da excitotoxidade
glutamatérgica.

Estudos mostram ainda que o aumento da concentragao da glicose
em astrécitos leva a diminuicdo da captacdo de glutamato, o que pode
contribuir para o desenvolvimento da excitoxicidade que esta
relacionada com o aumento da excitabilidade neuronal e a
hiperatividade dos receptores glutamatérgicos pelo influxo excessivo de
Ca?". Essa elevagdo no influxo de Ca2" juntamente & ativacdo de diversas
proteinas, como proteases, fosfotases e fosfolipases, faz com que haja
um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e/ou
nitrogénio (ERN), originando um quadro de estresse oxidativo sobre as
células neurais, causando dano e morte neuronal (Banks et al., 2012;
Huang et al., 2012).

Além disso, um estudo verificou que marcadores neuroquimicos
associados as fungdes cognitivas enfatizam a conexdo entre o sistema
glutamatérgico e o sistema colinérgico (Soreq e Seidman, 2001). A
atividade colinérgica no cértex produz uma combinacdo complexa de
efeitos inibitdrios e excitatérios que interferem na sinalizacéo
glutamatérgica via receptores NMDA (Sarter et al., 2005). Colgin et al.
(2003) indicaram que os sinais colinérgicos induzem uma atividade
excitatoria do glutamato favorecendo a aquisicdo da memoéria no
hipocampo, ou seja, a acetilcolina pode modular a a¢do do sistema
glutamatérgico.

A acetilcolina  (ACh) é um neurotransmissor excitatorio
sintetizado no neurbnio pré-sindptico pela colina acetiltransferase
(ChAT), a partir da colina e acetil-coenzima A (Acetil-CoA) (Soreq e
Seidman, 2001). Atua na juncdo neuromuscular, ligando-se aos
receptores muscarinicos ou nicotinicos localizados na membrana pré e
pos-sindptica. A ACh apresenta papel essencial nas fungGes motora,
cognitivas e de memoria (Voss et al., 2008). A acetilcolinesterase
(AChE) é uma enzima regulatéria importante no controle da transmisséo
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do impulso nervoso através da sinapse colinérgica pela hidrdlise e
inativacdo da ACh em colina e acetato (Soreq e Seidman, 2001).

Em pacientes esquizofrénicos, as disfungbes cognitivas sao
frequentemente encontradas e relacionam-se a alteragBes no sistema
colinérgico (Voss et al., 2008). Além disso, os envolvimentos do sistema
colinérgico na fisiopatologia de transtornos mentais tém sido
frequentemente apontados. Especificamente, mudangas nos receptores
muscarinicos e nicotinicos de ACh sdo observadas na esquizofrenia
(Voss et al., 2008). No entanto, a fisiopatologia deste transtorno ainda
ndo estd esclarecida, fato que justifica a realizacdo de mais estudos
relacionados aos mecanismos subjacentes a esse transtorno tdo
complexo.

1.3 RELACAO ENTRE DIABETES E ESQUIZOFRENIA: DANO
OXIDATIVO

O SNC ¢ susceptivel a efeitos deletérios da hipoinsulinemia e da
hiperglicemia, provocando estresse oxidativo, modificagcbes na
expressao de proteinas, na cadeia respiratoria e fosforilagdo oxidativa e
no fator neurotréfico derivado do cérebro. Tais modificacbes podem
desencadear diversas comorbidades em pacientes diabéticos, como a
depressdo e aterosclerose (Ross et al, 1990; Mangarifios et al., 2000;
Jung et al., 2010; Ceretta et al., 2012b; Calles-Escandon e Cippolla,
2001).

Enquanto a maioria dos 6rgdos do corpo sdo capazes de utilizar
outros substratos energéticos, o cérebro utiliza primordialmente a
glicose. Dessa forma, a barreira hematoencefélica é rica em
transportadores de glicose 1 (GLUT1) e mais de 99% da glicose captada
é utilizada pelos neur6nios e por células da glia. Assim, a eficécia e
continuas  demandas  metabdlicas do  cérebro  tornam-se
excepcionalmente susceptiveis a flutuagdes na concentragdo de glicose
no organismo (Whitmer, 2007).

O estresse oxidativo é um estado de desequilibrio entre a
producdo de EROs efou ERN e a capacidade de defesa antioxidante do
organismo (Yoshihiro, 2003). O cérebro é particularmente vulneravel ao
dano oxidativo, devido ao seu alto consumo de oxigénio, extensivo uso
de glutamato, pelo seu elevado contetdo lipidico, em especial de &cidos
graxos polinsaturados (PUFAS), por seu modesto mecanismo de defesa
antioxidante e pela presenca de células microgliais, as quais podem
produzir espécies reativas (ERO) (Halliwell e Gutteridge, 2007).
Considera-se que a hiperglicemia induz um aumento na producdo de
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EROs no cérebro, figado, pancreas e células endoteliais da aorta, entre
outros (Rocha et al., 2006). Portanto, a hiperglicemia constante no
individuo diabético pode colaborar para a inducéo de estresse oxidativo.

Muitos estudos tém mostrado que a obesidade e a hiperglicemia
estdo associadas ao aumento da producdo de EROs (Furukawa et al.,
2004; Kudin et al., 2004). Além disso, mecanismos bioquimicos tém
sido propostos para explicar as anormalidades estruturais e funcionais
associadas com a exposicao prolongada dos tecidos a hiperglicemia. 1sso
indica que a capacidade antioxidante enddgena pode estar prejudicada
nos individuos diabéticos, dificultando a remocdo dos radicais livres
(Santini et al., 1997).

Pesquisas indicam um aumento de carbonilacdo de proteinas em
tecidos renais e da peroxidacéo lipidica em figado, plasma e hipocampo
de ratos submetidos aos modelos experimentais do diabetes (Szkudelski,
2001; Wayhs el al., 2010; Chang et al., 2011). O estresse oxidativo
causa prejuizos irreversiveis as células, induzindo a morte celular tanto
por necrose quanto por apoptose (Halliwel e Gutteridge, 1999).

A partir de estudos em células B in vivo, observou-se que altas
concentracGes de glicose aumentam a apoptose celular, contudo, a
glicotoxicidade nas ilhotas de Langerhans do pancreas é potencialmente
irreversivel, ocorrendo uma longa exposi¢do cronica as concentragdes
elevadas de glicose na condicdo do DM bem como pela diminui¢do
caracteristica da sintese e secrecdo da insulina (Wajchenberg, 2007).

O dano em tecidos causado pela superprodugdo de superdxido
mitocondrial € uma das principais causas da diabetes (Giacco e
Brownlee, 2010). As ERO tém um papel importante na fisiopatologia de
diversas doengas, inclusive o diabetes (Brownlee, 2001). Sabe-se, por
exemplo, que a hiperglicemia cronica pode aumentar o estresse
oxidativo, o qual reduz a capacidade do sistema de defesa antioxidante e
acelera o progresso de complicac6es diabéticas (Brownlee, 2004).

Um dos principais mecanismos patogénicos responsavel pelos
danos celulares e teciduais relacionados ao estresse oxidativo no DM
envolve a formacgdo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGES),
0s quais sdo lipideos ou proteinas que se tornam glicados apds a
exposicdo a aglcares oxidados e que atuam modificando proteinas
intracelulares relacionadas a regulacdo génica. Tudo isso interfere na
sinalizacdo celular e ainda estimula a produgdo de citocinas
inflamatdrias (Barbosa et al., 2008). A produgdo aumentada de ERO em
decorréncia da hiperglicemia parece ser o mecanismo comum em todas
as células lesadas, sendo essa hipotese capaz de unificar todas as vias
(Boarolli et al., 2014). Assim, a hiperglicemia ocasiona 0 aumento da
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atividade da poli ADP (ribose difosfato de adenosina) polimerase
(PARP), enzima envolvida no reparo de danos ao DNA, e
consequentemente, a diminuicdo da atividade do gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase (GAPDH), responsavel pela metabolizacdo final
da glicose, ativando as vias dos polidis (isso ocorre quando a glicose é
metabolizada em sorbitol e frutose, pela acdo das enzimas aldose
redutase e desidrogenase do sorbitol), AGEs (produtos avancados da
glicosilacdo ndo enzimatica), PKC (proteina cinase), NFkB (fator
nuclear Kb) e via das hexosaminas (ocorre pelo aumento da glicose
intracelular como consequéncia da metabolizacdo final de frutose-6-
fosfato a uridina difosfato-N-acetil glucosamina) (Brownlee, 2005)
(Figura 3).

1 Glicose
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Figura 3: Mecanismo unificado de dano celular induzido pela hiperglicemia.
ERO = espécies reativas de oxigénio; PARP = poli-ADP-ribose polimerase;
GAPDH = gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; AGEs = produtos avangados
da glicosilacdo ndo enzimatica; PKC = proteina cinase; NFkB = fator nuclear
Kb. Fonte: adaptada de Reis et al. (2008).

Esse aumento ocasiona um desequilibrio da homostase celular
que leva a diminuicdo das defesas antioxidantes intracelulares. Além da
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hiperatividade da rota dos polidis, a hiperglicemia pode ocasionar um
aumento na concentra¢do dos produtos da glicacdo avancada (AGEs),
alterando assim a funcgéo celular (Calles-Escandon e Cippola, 2001). A
glicacdo de proteinas resulta na liberacdo de varios fatores inflamatorios
(citocinas), levando ao estresse oxidativo (radicais livres) e a diminuicdo
do metabolismo de substratos, com consequente reducdo de adenosina
trifosfato (ATP), o que causa degeneracBes e disfuncbes vasculares
(Sartori, 2006).

O quadro de hiperglicemia causa consequéncias neuroldgicas,
gue embora ainda ndo estejam totalmente esclarecidas, podem
influenciar largamente no metabolismo cerebral. Um ambiente com
elevada concentragdo de glicose provoca, por exemplo, alteragdes nas
células glias, contribuindo para a fisiopatologia dos transtornos do SNC
observadas na hiperglicemia e pode ser devido a um efeito direto da
glicose, ndo envolvendo necessariamente um déficit de insulina (Mello
etal., 2012; Valente et al., 2012).

Todos os componentes celulares sdo susceptiveis a acdo das
EROs, porém a membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da
lipoperoxidacdo lipidica, que acarreta alteracbes na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares (Mello et al., 1984). De
Oliveira et al. (2009) mostraram que em um modelo animal de
esquizofrenia induzido por diferentes doses de cetamina aumentaram a
peroxidacéo lipidica e carbonilagdo protéica.

Em modelos animais do diabetes, foram descritas alteracbes
como o aumento da reatividade de astrocitos hipocampais e plasticidade
sinaptica; alteragdes vasculares; diminuicdo da complexidade dendritica;
neurotransmissao prejudicada e perda de memoria (Magarifios et al.,
2000; Jung et al., 2010). Todos esses danos estdo correlacionados
também a esquizofrenia, o que enfatiza a relagdo entre a hiperglicemia e
0 estresse oxidativo (Boarolli et al., 2014).

A correlagdo entre esquizofrenia e DM, normalmente estd
associada ao ganho de peso e a DM2 (Azevedo et al., 2002). Contudo,
poucos estudos mostram a relacdo entre esquizofrenia e DM1. Um
estudo recente indicou possivel associacao entre a Sindrome da Delecéo
do Cromossomo 22¢11.2, com esquizofrenia e DM1, observado em um
individuo de 29 anos e uma crianca de 9 anos (Digilio et al., 2005).
Entretanto, testes clinicos atuais mostraram como os defeitos na
sinalizacdo da insulina (causados por uma hipoinsulinemia que esta
presente no DM1) perturbam o nivel de neurotransmissores no cérebro
de camundongos, resultando em niveis elevados da proteina Net, que
remove noradrenalina e dopamina do espacgo sindptico (Figlewicz et
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al.,1996). A diminuicdo da dopamina no cortex frontal pode contribuir,
desse modo, para déficits cognitivos e sintomas negativos associados a
esquizofrenia (Robertson et al., 2010).

Desse modo, evidéncias apontam que distirbios nos mecanismos
de defesa antioxidante tém um papel crucial na fisiopatologia de
transtornos psiquiatricos como esquizofrenia, transtorno de humor e
depressdo (Halliwell, 2001; Halliwell e Whiteman, 2004). Tanto fatores
genéticos como ambientais podem ocasionar 0 aumento de ERO e
influenciar a capacidade de defesa antioxidante em pacientes
psiquiatricos, desencadeando dano a lipideos, proteinas e DNA,
afetando entdo, o crescimento e a diferenciacdo neuronal (Pandya et al.,
2013).

O dano oxidativo no DNA é reconhecido como a maior causa de
morte celular e mutagdes em todos 0s organismos aerébicos, sendo que
as ERO representam a classe de radicais mais importante gerada nos
seres vivos (Bjelland e Seeberg, 2003). Devido a isso, 0 dano ao DNA
pode ser relacionado com o desenvolvimento de doengas cronicas,
degenerativas e o envelhecimento (Valko et al., 2004). Cada
modificacdo na estrutura molecular do material genético é designada
com um dano ao DNA (Friedberg et al., 2016). Inclusive, o DNA de
células vivas pode ser lesado quando exposto a agentes quimicos e
fisicos. Compostos exdgenos e anestésicos tém demonstrado potenciais
efeitos mutagénicos e genotdxicos (Baden e Simmon, 1980; Sardas et
al., 1992).

O dano ao DNA produzido por oxidacdo é considerado o dano
mais significante oriundo do metabolismo celular. Uma vez que a vida
animal depende de oxigénio, constantemente sdo gerados agentes
oxidantes derivados do proprio metabolismo, como por exemplo,
radicais superoxido, peroxido de hidrogénio, entre outros.
Adicionalmente, os radicais livres também podem ser gerados frente a
diversas patologias como o cancer e doengas cardiovasculares, radiagéo,
calor, uso de produtos quimicos e drogas. Os animais por sua vez,
desenvolveram um complexo mecanismo enzimatico antioxidante,
porém, ha situacfes em que este mecanismo ndo funciona perfeitamente
ou encontra-se em desequilibrio (Friedberg et al., 1995; Friedberg et al.,
2016).

De todos os alvos celulares para o dano oxidativo, 0 mais
vulnerdvel é o DNA, ja que este ndo pode ser simplesmente reposto,
como as proteinas e lipidios. O aumento de EROs pode causar dano ao
DNA através do ataque quimico direto e/ou através de mecanismos
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indiretos, como a acdo sobre enzimas que replicam ou reparam o DNA
(Meehan et al., 1999; Brozmanova et al., 2001).

Ja foi estimado que o genoma humano recebe cerca de 10.000
“ataques” oxidativos por dia (Friedberg et al., 1995). Os radicais livres
sdo capazes de iniciar uma reacdo em cadeia que resulta em danos ao
DNA a distancias consideraveis da reacao inicial (Saran e Bors, 1990).
O ataque ao DNA por EROs, pode originar quebras de simples e/ou
dupla fita, assim como, lesdes nas bases puricas e pirimidicas, afetando
a integridade do genoma (Croteu e Bohr, 1997).

Muitas evidéncias sugerem que danos acumulativos no DNA
causados por EROs, contribuam para diversas condi¢Bes clinicas como
cancer (Palyvoda et al., 2003; Rajeswari et al., 2000), esquizofrenia
(Psimadas et al., 2004), Alzheimer (Migliore et al., 2005), DM1 (Reis et
al., 2008). O DM1 tem grandes fatores biol6gicos que interferem na
qualidade de vida dos pacientes. O estresse oxidativo, dano ao DNA,
alteragdes na expressao de proteinas e a apoptose, levam a progressdo de
doencas associadas ao DM, e ainda podem levar ao desenvolvimento da
esquizofrenia (De Oliveira., 2009). Portanto, medidas que previnam o
avanco de complicacdes psiquidtricas podem representar uma
importante estratégia para prevencdo e controle da esquizofrenia em
pacientes com DML1.

1.4 MODELOS ANIMAIS DO DIABETES E DA ESQUIZOFRENIA

O conceito de modelo animal é qualquer preparacdo
desenvolvida, suficientemente similar a quaisquer aspectos de
determinada doenca (Geyer et al., 2001). O uso de modelos animais de
doencas humanas é imprescindivel como ferramenta na pesquisa
experimental (Lipska e Weinberger, 2000).

Dentre os diferentes modelos experimentais de DM encontra-se a
aplicacdo de aloxano, cuja injecdo intravenosa destroi seletivamente as
células B-pancreaticas, que, por sua vez, sdo captadas rapidamente pelos
transportadores de glicose (GLUT2), levando a formacdo de radicais
livres apds uma série de reagfes que culminam com a lesdo celular
(Malaisse et al., 1982; Lenzen, 2008). O aloxano proporciona discreta
reducdo glicémica cerca de 30 minutos apds sua injecdo, como resultado
da estimulacdo de secrecdo de insulina e consequente aumento da
insulinemia (Lenzen, 2008). Contudo, ap6s 60 minutos da injecdo ocorre
hiperglicemia decorrente do decréscimo da insulinemia persistindo nas
préximas 4 horas. Nessa fase ocorrem as primeiras alteragdes
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morfologicas das células B, como dilatagdo do reticulo endoplasmatico
rugoso e das mitocondrias, além de diminui¢do do complexo do Golgi,
dos granulos e do contetdo de insulina (Szkudelski, 2001). No periodo
de 4 a 8 horas, ha um grande aumento da insulinemia, como
consequéncia de ruptura da membrana celular. Posterior e
permanentemente segue a hiperglicemia, que ocorre de forma crescente
entre 9 a 144 horas, estabilizando-se ap6s esse periodo. Esta fase é
alcancada com a completa degranulagdo e perda de integridade das
células B, gerando um aumento de macrofagos no pancreas (Boquist,
1977; Szkudelki, 2001; Lenzen, 2008).

Geralmente os modelos animais de diabetes exibem
caracteristicas fisiolégicas similares as encontradas em humanos como
hiperglicemia croénica, hiper ou hipoinsulinemia, além dos sintomas
clinicos da diabetes: polidria, polifagia e letargia (Srinivasan e Ramarao,
2007). Em animais, estudos apontam que o aloxano induz déficit no
metabolismo da glicose e de lipidios, assim como em humanos
(Velasquez et al., 1990; Shafrir, 2003; McNeil, 1999; Srinivasan e
Ramarao, 2007). Além disso, varios modelos pré-clinicos de diabetes
exibem complicagdes, tais como neuropatia, nefropatia, cardiomiopatia,
aterosclerose e hipertensdo (McNeil, 1999; Velazquez et al., 1990).

No presente trabalho o aloxano foi administrado via
intraperitoneal, conforme descrito na literatura (Szkudelki, 2001). Esse
farmaco induz nos animais DM1 devido ao desenvolvimento de
alteracOes clinicas e laboratoriais bem definidas, incluindo, a elevagéo
da ingestdo hidrica e da diurese e valores glicémicos acima de 300
mg/dL (Spiller et al., 2012). Diante disso, é sabido que o modelo animal
de diabetes induzido por aloxano encontra-se bem estabelecido e
validado, permitindo a mimetizacdo da doenca para o estudo da
fisiopatologia e novos alvos terapéuticos (Schellini, 1992), fato que
justifica a escolha deste modelo nesta pesquisa.

JA& o modelo animal de esquizofrenia, apresenta uma
complexidade e dificuldade para se obter um modelo animal que
contemple todos os aspectos do transtorno. Por isso, existe uma série de
modelos que demostram aspectos diferentes da esquizofrenia para que
se possam estudar diferentes mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos
nesse transtorno (Javitt et al., 2000; Meyer e Feldon, 2010).

Em modelos animais farmacolégicos de esquizofrenia, destaca-se
a administragdo de antagonistas ndo competitivos de receptores
glutamatérgicos (NMDA), como a cetamina (De Oliveira et al., 2009;
Canever et al., 2010; Fraga et al., 2011), fenciclidina (Hashimoto et al.,
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2007; Elsworth et al., 2012) e MK-801 (Su et al., 200; Boulay et al.,
2010), os quais blogueiam o canal NMDA, impedindo o influxo de
calcio, podendo assim induzir um estado psicético transitério e
reversivel incluindo sintomas positivos, negativos e cognitivos da
esquizofrenia em individuos saudaveis (Javitt et al., 2000; Mechri et al.,
2010).

Em roedores, estas drogas estabelecem comportamentos
anormais, como hiperatividade, estereotipia, alteracdo  do
comportamento social e déficit sensério e cognitivo, que séo
constitutivos da esquizofrenia (Lipska e Weinberger, 2000). Nestes
modelos, a capacidade de reversdo e/ou prevencdo da patologia por
farmacos prevé que estes compostos poderdo apresentar funcgéo
antipsicética em humanos (O’neill ¢ Shaw, 1999; Geyer ¢ Ellenbroek,
2003; Kapur e Mamo, 2003; Bubenikova-Vaesova et al., 2008; Neill et
al., 2010; Meltzer et al., 2011).

Neste contexto, a pesquisa em animais tem representado um
promissor instrumento para elucidar as bases biol6gicas das doengas e
dos transtornos psiquiatricos. Sabe-se que o0 estresse oxidativo
decorrente de hiperglicemia crbnica exerce papel central nas
complicacdes do DML1 e que as EROs podem lesionar macromoléculas
celulares, como proteinas, lipideos e o0 DNA, atuando assim como
agentes pro-apoptéticos. Por fim, o proposito deste trabalho foi
investigar a associacdo do DM1 com a esquizofrenia em modelos
animais, a fim de desvendar os parametros comportamentais e
bioguimicos envolvidos em ambas patologias.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os parametros comportamentais e bioquimicos do DM1
como fator de risco para o desenvolvimento da esquizofrenia em um
modelo animal de roedores.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar os niveis sanguineos poés-prandial dos ratos
Wistar jovens submetidos ao modelo animal do diabetes
associado ao modelo animal de esquizofrenia no inicio e no final
do experimento;

v Monitorar o peso dos ratos Wistar jovens submetidos
ao modelo animal do diabetes associado ao modelo de
esquizofrenia no inicio e no final do experimento;

v Avaliar os pardmetros comportamentais (atividade
locomotora, interacdo social e inibicdo por pré-pulso do reflexo
do sobressalto - PPI) em ratos Wistar jovens submetidos ao
modelo animal do diabetes associado ao modelo animal de
esquizofrenia;

v Avaliar a atividade da enzima AChE no cortex frontal,
hipocampo e estriado de ratos Wistar jovens submetidos ao
modelo animal do diabetes associado ao modelo animal de
esquizofrenia;

v Avaliar 0os niveis de substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) e a carbonilacido de proteinas no cortex
frontal, hipocampo e estriado de ratos Wistar jovens submetidos
ao modelo animal do diabetes associado ao modelo animal de
esquizofrenia;

v Avaliar o dano ao DNA a partir do sangue periférico
dos ratos Wistar jovens submetidos ao modelo animal do diabetes
associado ao modelo animal de esquizofrenia.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado dentro das diretrizes estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimental Animal (CONCEA)
para pesquisas utilizando animais. O projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do
Extremo Sul Catarinense - UNESC (Protocolo n® 006/2015-2) (anexo
A). Todos os cuidados foram adotados para evitar ou mimetizar o
sofrimento dos animais durante os experimentos, além de minimizar o
nUmero de animais.

Os procedimentos utilizados para este experimento foram
realizados nas dependéncias do Laboratério de Neurociéncias
(Neurolab), pertencente a instituicdo de ensino, UNESC. Todos os
equipamentos, reagentes e drogas necessarias para 0 cumprimento deste
estudo estavam disponiveis ao proponente, ndo havendo critérios
aparentes para suspensdo ou encerramento da pesquisa.

3.1 ANIMAIS

Os animais foram obtidos do biotério da universidade e
acondicionados em 5 por caixa, com ciclo de claro e escuro de 12 horas
(6 horas as 18 horas), a uma temperatura de 23 £+ 1° C com alimentacédo
e agua disponiveis, exceto no dia em que os animais ficaram em jejum
de 18 horas antes da administragéo de aloxano, para melhor absor¢do do
medicamento conforme determina o protocolo para indugdo do DM1 em
animais.

Os ratos Wistar sdo descritos na literatura ha muitos anos como
uma linhagem de roedores apropriada para o estudo da esquizofrenia,
bem como para o estudo de novos tratamentos farmacoldgicos pré-
clinicos (Ellenbroek e Cools, 2000; Nestler e Hyman, 2010). Para este
estudo foram utilizados 180 ratos Wistar jovens, pesando em média 70g
a 100g. Este nimero considerou o fato do modelo animal de diabetes
apresentar um indice de mortalidade de 20% em experimentos pré-
clinicos, ja bem descritos na literatura (Dornas et al., 2006) ¢, além da
morte dos animais pelo DM1, poderiam haver falhas técnicas e/ou
imprevistos durante o experimento.

Optou-se pela utilizacdo de ratos machos devido as fémeas
apresentarem uma grande variabilidade de resposta em ambos o0s testes
comportamentais e bioquimicos, fato geralmente associado ao perfil
hormonal especifico. Os animais foram utilizados com 23 dias para
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mimetizar a DM1, pois a mesma pode ser desencadeada na infancia e
adolescéncia em humanos (SBD, 2014).

Utilizou-se um numero de 10-15 animais por grupo para a
realizacdo das analises comportamentais divididas em 2 momentos; 1°
atividade locomotora e interacdo social (n=60); 2° IPP (n=60). Os
mesmos animais foram expostos a atividade locomotora e ao teste de
interacdo social, pois ndo ha nenhum fator estressor nesses
comportamentos. No entanto, 0s animais que realizaram o teste IPP ndo
puderam ser expostos a outra analise comportamental, pelo fato do PPI
expor os animais a estimulos auditivos, os quais poderiam gerar um
estresse nos animais e, assim, comprometer os resultados da pesquisa.
Para as analises bioquimicas utilizou-se um total de 60 animais (n= 5-8).
Sendo que foram utilizados o sangue e as estruturas cerebrais (cértex
frontal, hipocampo e estriado) de todos os animais incluidos no
experimento.

Ap0s os testes comportamentais, 0s animais foram decapitados e
suas estruturas cerebrais dissecadas, congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas em freezer -80C° para posteriores analises bioguimicas. Os
animais foram descartados e acondicionados em saco branco leitoso e
conduzidos para o freezer (conservacdo) na universidade.
Posteriormente, foram coletados e transportados por empresa
terceirizada. Os residuos foram tratados fisicamente e em seguida
encaminhados para disposicdo final em aterro sanitario. Procedimentos
realizados conforme RDC n° 306/2004 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria (ANVISA).

3.1.1 Inducéo do diabetes por aloxano

O DM1 foi induzido nos animais através de uma Unica injecdo
(150 mg/kg) intraperitoneal (i.p) de aloxano diluido em solugéo salina
(0.9% NaCl) sendo que o grupo controle recebeu solugdo salina nas
mesmas condigdes. Ambos os grupos experimentais (aloxano e salina)
receberam injecdo de aloxano ou salina apés jejum de 18 horas (Lerco et
al., 2003). O contetdo de glicose foi quantificado por kit comercial 48
horas ap6s a inducdo e também no 10° dia do experimento.

Ressalta-se que neste estudo somente foram utilizados animais
com alteracBes clinicas e laboratoriais compativeis com o diabetes,
representadas por glicemia pos-prandial acima de 300mg/dL e perda de
peso. Os animais que ndo preencheram estes critérios foram
desprezados.
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3.1.2 Inducéo da esquizofrenia por cetamina

A cetamina é o anestésico utilizado em modelos animais de
esquizofrenia  para  mimetizar  alteracbes = comportamentais
(hiperlocomocéo e embotamento afetivo) e bioguimicas (hiperfuncéo do
glutamato, alteracdo em receptores nicotinicos de acetilcolina,
hiperatividade na transmissdo neuronal, etc.) semelhantes ao transtorno
guando administrada na dose de 25mg/kg (Hunt et al, 2006; Canever et
al., 2010). Na literatura estd bem descrito a utilizacdo deste modelo
animal para induzir a esquizofrenia, sendo que sua validade de face
(mimetizar os sintomas da doenca determinada), construto (habilidade
do modelo em reproduzir alguns aspectos fisiopatol6gicos da doenca) e
preditiva (a avaliacdo se os medicamentos classicos utilizados para tratar
a patologia tem o potencial de prevenir e/ou reverter as alteragdes
comportamentais e neuroquimicas induzidas no animal) estdo
comprovados (Reddy e Yao, 1996; De Oliveira et al., 2009). Sendo
assim, neste estudo a cetamina foi administrada via intraperitoneal, na
dose de 25 mg/kg, preparada em solucdo salina no volume de 1mL/100g
(Tomiya et al, 2006; Imre et al , Becker, 2004; Canever et al., 2010). A
utilizagdo do modelo animal de cetamina é vidvel, uma vez que, estes
animais sdo de baixo custo, facil de trabalhar e com fisiologia
semelhante ao humano em varios aspectos (Silva et al., 2010).

3.1.3 Desenho experimental

No primeiro momento (indugdo do diabetes), os animais foram
pesados e este procedimento se repetiu no 10° dia (final) do
experimento. Os ratos foram divididos em 4 grupos experimentais: 1)
Controle (salina + salina), 2) Cetamina (cetamina + salina), Aloxano
(aloxano + salina) e Aloxano + Cetamina, 0S quais permaneceram em
jejum de 18 horas para posterior inducdo do diabetes através de uma
Gnica injecdo (i.p) de aloxano (150mg/kg) ou salina. Os niveis de
glicose foram avaliados 48 horas ap6s a inje¢do do aloxano para
comprovacdo da inducdo do modelo. Do 4° ao 10° dia, os animais
receberam injecdo intraperitoneal (i.p) de cetamina (25mg/kg) ou salina
durante 7 dias afim de mimetizar o modelo de esquizofrenia.

No 10° dia, 30 minutos ap6s a Gltima administragdo de cetamina
ou salina, os animais foram submetidos aos testes comportamentais:
atividade locomotora, interacéo social e IPP. Antes da decapitacdo com
0 uso da guilhotina, os animais foram submetidos ao teste da glicemia
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para verificar se permaneceram diabéticos até o final do experimento.
Logo apds, os animais foram decapitados com uso de guilhotina, o
sangue foi coletado para andlise do Dano ao DNA e as estruturas
cerebrais (cortex frontal, hipocampo e estriado) dissecadas, congeladas
em nitrogénio liquido e mantidas em freezer -80C° para posteriores
analises bioquimicas (Figura 5).

Medicdo .
glicose ‘ Medicao glicose e peso
12 dia 32 dia 42 dia 10¢ dia

$

| Cetamina (25 mg/kg i.p) ou salina ‘

Indugdo do diabetes | |
(aloxano—150mg/kg i.p)

ousalina
Eutanasiae
Anélises Bioguimicas \ 4mm | retiradadas | Analises
estruturas. Comportamentais

Figura 4: Desenho experimental (figura elaborada pela autora)

3.2 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

3.2.1 Atividade Locomotora

Trinta minutos ap6s a Ultima administracdo de cetamina ou
salina, os animais foram submetidos individualmente & exploracéo
durante o periodo de 15 minutos em uma caixa de atividade locomotora
com 50 x 25 x 50 cm de dimensdo, sendo a atividade avaliada
automaticamente (Activity Monitor, Insight Laboratory Equipment,
Ribeirdo Preto, SP). Este teste avalia a distancia percorrida (em
centimetros) pelo animal, dividindo o tempo total de avaliagdo em
blocos de 5 minutos (Canever et al., 2010; De Oliveira et al., 2011). A
distancia total foi entdo calculada somando-se as mudancas de posi¢Ges
controladas pelo sistema (Zugno et al., 2013) (Figura 6). Este teste tem
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como finalidade avaliar a atividade exploratéria e locomotora dos
animais e esta relacionado com os sintomas positivos da esquizofrenia.

________________________________________________________________________________________|
Figura 5: Representagéo do equipamento do teste da atividade locomotora
(ilustracdo elaborada pela autora).

3.2.2 Interacdo Social

Apo6s a Ultima administracdo de cetamina ou salina, 0s animais
foram isolados e privados de agua e comida por um periodo de seis
horas. Posteriormente foram colocados em duplas, em uma caixa de
acrilico (60 x 60 x 30 cm) com piso sélido. O teste consistiu em analisar
a interacdo social das duplas, que pertenciam ao mesmo grupo
experimental, porém de caixas diferentes, por um periodo de 15
minutos. A avaliagdo comportamental em relagdo ao perfil social dos
animais de forma individual ndo foi realizada, apenas em pares
(Schneider e Przewlocki, 2005). Durante este intervalo, foi analisada a
laténcia para iniciar o contato entre os animais (seguir ou se aproximar
do parceiro, montagem sobre o parceiro, cheirar ou grooming de
qualquer parte do corpo do parceiro), o tempo total em que os animais
permaneceram em contato e o nimero total de contatos (Niesink e Van
Ree, 1989; Schneider e Przewlocki, 2005) (Figura 7).

A diminuigdo da interagdo social vem sendo estudada como um
comportamento caracteristico (sintoma negativo) em modelos animais



50

de esquizofrenia e autismo (Mohn et al., 1999; Schneider e Przewlocki,
2005; Dicicco-Bloom et al., 2006).

Figura 6: Representagio do equipamento do teste de interagfo social
(ilustracéo elaborada pela autora).

3.2.3 Inibicéo por pré-pulso do reflexo do sobressalto (IPP)

A quantificacdo da IPP foi realizada com base no protocolo
descrito por Levin et al. (2011). Foi utilizada uma caixa de medida de
sobressalto com vedagdo sonora (Insight). O protocolo foi composto por
74 testes pseudo-randomizados, divididos em sete categorias distintas,
apresentados com um intervalo de 20 segundos: 1) 20 apresentacdes de
pulso sozinho (P), com uma intensidade de 120 dB por 50 ms; 2) 8
apresentacbes de cada intensidade de pré-pulso (PP) sozinho,
intensidades de 65, 70 e 75 dB, com 3000Hz de frequéncia por 20 ms; 3)
10 apresentacOes de cada intensidade de PP + P, com um intervalo de 50
ms.

A integridade do filtro sensério-motor de humanos e de modelos
animais é verificado através do teste de inibicdo pré-pulso do reflexo do
sobressalto (IPP). O reflexo SS é uma resposta motora estereotipada
frente a estimulos repentinos e intensos (Swerdlow et al., 2006). No
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fénomeno de IPP, a diminuicdo da resposta ao pulso (P), estimulo
repentino e intenso, ocorre quando esse é precedido de um pré-pulso
(pP), estimulo menos intenso (Figura 8). Assim, o IPP reflete a acdo
protetora do filtro sensério-motor contra interferéncias: o estimulo mais
fraco ndo s6 desencadeia 0 seu processamento, como também é capaz de
suprimir o processamento de um estimulo mais forte subsequente
(Graham, 1975). O resultado indica a porcentagem de IPP, avaliando
assim as fungbes sensério-motoras dos animais (Hoffman e Ison, 1980;
Weiss e Feldon, 2001).

Resposta
Comportamental

120 dB —4—

65 dB

1200 dB ——

70, 75 ou 80 dB == 100 ms
[ppl—

65 dB

Figura 7: Representacéo da Inibicdo pré-pulso do reflexo de sobressalto (PPI).
A figura representa a situagdo em que um estimulo forte (pulso, P) gera uma
resposta (R), mas na presenca de um estimulo fraco prévio (pré-pulso, pP), a
resposta ao pulso é diminuida (r). O fendmeno de IPP é calculado a partir da
diferenca entre a resposta comportamental sem e com pré-pulso. Adaptado de
Koch e Schinitzler (1997).
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3.3 ANALISES BIOQUIMICAS
3.3.1 Mensuracéo da glicemia

Os niveis sanguineos de glicose foram mensurados por meio de
kit comercial no 3° e no 10° dia de experimento. Para realizar esse
procedimento, foi necessario furar a extremidade da calda do rato com
uma agulha (13 x 0,45 mm) e colocar o sangue na fita medidora de
glicose. Para constatacdo do diabetes, os niveis de glicose em jejum
deveriam ser superiores ou igual a 300 mg/kg (Spiller et al., 2012).

3.3.2 Avaliacdo de parametros de Dano Oxidativo em cérebro de
roedores

3.3.2.1 Medida de dano oxidativo a lipideos

Como indicio de peroxidacdo lipidica foi medido os niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) durante uma
reacdo acida aquecida, conforme previamente descrito por Draper e
Hadley (1990). As amostras obtidas foram misturadas com éacido
tricloroacético 10% e &cido tiobarbiturico 0,6%, fervidas por 30 minutos
e ap0s, os equivalentes de malondialdeido (MDA) foram determinados
por espectrofotometria, a absorbancia em 535 nm.

3.3.2.2 Medida de dano oxidativo a proteinas

O dano oxidativo em proteinas foi determinado pelo contetdo de
grupos carbonila, baseado na reacdo com dinitrofenilidrazina (DNPH),
conforme descrito por Levine et al. (1990). As amostras obtidas foram
precipitadas pela adicdo de acido tricloroacético 20%, centrifugadas
com forca centrifuga de 8.000g e entdo dissolvidas com DNPH. Os
grupos carbonila foram determinados por espectrofotometria, a
absorbancia em 370 nm.

3.3.2.3 Medida de dano ao DNA

O protocolo utilizado na execucdo do teste foi baseado na verséo
alcalina desenvolvido por Singh et al. (1988) com modificacbes
sugeridas por Tice et al. (2000). Aproximadamente 5 pL de sangue
heparinizado foi embebido em 95 puL de agarose Low Melting Point
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(0,75%). Essa mistura foi colocada em lamina de microscépio pré-
revestida com cobertura de 300 pL de agarose normal a 1,5 % e coberta
posteriormente com uma laminula. Depois da solidificacdo em geladeira
por aproximadamente 5 minutos, as laminulas foram retiradas e imersas
em tampao de lise [2,5 M cloreto de s6dio (NaCl), 100 mM EDTA e 10
mM Tris, pH 10,0-10,5, com adigéo na hora do uso de 1% de Triton X —
100 e 10% de sulfoxido de dimetilo (DMSQ)] por no minimo 1 hora e
até duas semanas, a 4°C. Posteriormente, as laminas foram incubadas
em tampdo alcalino (300 mM hidréxido de sodio (NaOH) e 1 mM
EDTA, pH>13) por 20 minutos para desenrolar o DNA. A corrida
eletroforética foi realizada por mais 15 minutos, a 25v e 300mA. Todas
essas etapas foram realizadas sob luz amarela indireta. Em seguida, as
laminas foram neutralizadas com 0,4 M Tris (pH 7,5). Finalmente, o
DNA foi corado com nitrato de prata utilizando protocolo de Villela et
al. (2006).

Quanto a observacdo ao microscopio, foram analisadas 100
células por individuo (50 de cada lamina duplicada). As células foram
classificadas, visualmente, de acordo com o tamanho da cauda (0 = sem
cauda e 4 = comprimento maximo de cauda). Assim, o indice de Danos
(ID) de cada grupo variou de zero (100 x 0 = 0; 100 células observadas
completamente sem danos) a 400 (100 x 4 = 400; 100 células
observadas com dano maximo). A frequéncia de danos (em %) foi
calculada em cada amostra com base no nimero de células com cauda
versus o nimero de células sem cauda (Collins, 2004). Foram utilizados
controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de
assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram
codificadas para andlise as cegas.

3.3.3 Atividade da acetilcolinesterase

A atividade da enzima foi dosada a partir do método de (Ellman
et al., 1961). A taxa de hidrdlise foi analisada em 1 ml de uma solucéo
0,8 mM com presenca de 100 mM de tampéo fosfato (pH 7,5) e 1,0 mM
de 5,5’-ditiobis-acido-2-nitrobenzéico (DTNB). Foram utilizados
cinquenta pL de cada amostra adicionadas a solugéo e pré-incubadas por
3 minutos.

Em seguida, a hidrdlise foi analisada pela formagdo de anions
amarelos (dianion tiolato) de DTNB, mensurado em 412 nm de
absorbancia por 2 minutos em intervalos de 30 segundos a uma
temperatura de 25°C. A atividade da enzima das amostras analisadas foi
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expressa em pmol de iodeto de acetilcolina (ACSCh) por hora por mg
de proteina. As amostras foram avaliadas em duplicata.

3.3.4 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi determinada pelo método de Lowry
et al. (1951), e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrédo.
Todas as amostras analisadas foram dosadas em duplicatas.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados na analise de glicose do 3° dia foram avaliados de
acordo com o teste t de Student’s para amostras independentes. Ja os
resultados da glicose e da avaliacio do peso do 10° dia foram analisados
usando a analise de variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo post
hoc Tukey. Os efeitos da cetamina, aloxano e a interacdo aloxano +
cetamina foram descritos por meio da ANOVA de duas vias. A anélise
bioquimica dos danos oxidativos bem como os resultados dos testes
comportamentais foram obtidos pela ANOVA de duas vias, quando 0s
valores de F foram significativos, comparagdes post hoc foram feitas
pelo teste de Tukey. Os dados foram expressos como média (+) € erro
padrdo da média (média + E.P.M). A significancia estatistica foi
considerada para valores de p<0,05.

O teste de IPP foi analisado ap6s o calculo da média da amplitude
de sobressalto ap0s as sessdes de P, bem como a média da amplitude da
resposta de sobressalto ap6s as sessdes de PP+P para cada animal. O
nivel de IPP para cada animal foi determinado pela expressdo da
amplitude de sobressalto de PP+P, como uma reducdo percentual a
partir da amplitude de sobressalto de P, sendo calculada de acordo com
a seguinte equacdo: % IPP = 100 —[(PP/P) x 100], desta forma, 0%
corresponde & auséncia de diferenca entre a amplitude de sobressalto
apos as sessdes de P e PP+P g, consequentemente, a auséncia de inibicao
da resposta de sobressalto. As analises estatisticas foram realizadas
através do programa Statistica versdo 8.0 e utilizou-se o programa
GraphPad Prism 5 para a realizagdo dos graficos.
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4 RESULTADOS
4.1 INDUGAO DO DIABETES POR ALOXANO

A glicose foi mensurada no 3° e 10° dia de experimento. De
acordo com o teste t observou-se, no 3° dia (Figura 9-A), um aumento
dos niveis de glicose nos animais do grupo aloxano em relagdo ao
controle (p<0,01). Quando avaliado os niveis de glicose no 10° dia
(Figura 9-B), a analise de variéncia de duas vias (ANOVA) ndo revelou
interacdo entre as seguintes varidveis: aloxano e cetamina [F(1,56)=
0,27, p= 0,60,] porém o ANOVA de uma via demostrou que houve
diferenca entre os grupos [F(3,32)= 1555,76, p<0,01]. No 10° dia houve
um aumento da glicemia nos grupos cetamina (p<0,01), aloxano
(p<0,01) e aloxano + cetamina (p<0,01) quando comparados ao controle
(p<0,01). Ressalta-se que os grupos aloxano e aloxano + cetamina foram
0s que mostraram uma hiperglicemia mais significativa (400-600
mg/dL). O grupo aloxano + cetamina quando comparado ao grupo
aloxano também mostrou uma diferenca (p<0,01) significativa na
glicemia. Observou-se ainda que a cetamina isolada aumentou a
glicemia dos animais e, conforme o esperado, o aloxano isolado e
associado a cetamina induziu o modelo do diabetes, que caracteriza-se
por um aumento na glicemia acima de 300mg/dL.

O peso dos ratos foi mensurado no 10° dia (Figura 9-C), e 0
ANOVA de duas vias ndo revelou interagdo entre o grupo aloxano +
cetamina: [F(1,56)= 0,94, p= 0,33], no entanto, ANOVA de uma via
demostrou uma diferenca significativa entre os grupos [F(3,56)= 6,17,
p<0,01]. Os resultados mostraram uma consideravel diminuigcdo de peso
nos grupos que receberam aloxano e aloxano + cetamina, ou seja, nos
que desenvolveram hiperglicemia quando comparado ao controle
(p<0,01) e a cetamina (p<0,01).
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Figura 8: Medigdo dos niveis de glicose no 3°(A) e 10°(B) dia e do peso no
10°(C) dia em animais submetidos ao modelo do diabetes associado ao modelo
de esquizofrenia nos seguintes grupos: 1) controle (salina + salina); 2) cetamina
(cetamina + salina); 3) aloxano (aloxano + salina); 4) aloxano + cetamina.
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controle, ** diferente do grupo cetamina, # diferente do grupo aloxano. Fonte:
dados da autora. _
4.2 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

4.2.1 Atividade Locomotora

A figura 10 representa a distdncia percorrida dos animais. A
administragdo de cetamina induziu hiperlocomog¢do nos animais
(p<0,01). Ja o grupo aloxano + cetamina apresentou uma diminui¢do
significativa da distancia percorrida em relacdo ao grupo cetamina
(p<0,01) e ao grupo aloxano (p<0,01). ANOVA de duas vias revelou
interacdo significativa entre as seguintes variaveis: aloxano + cetamina
[F(1,31)= 25,48, p<0,01]. Além disso, verificou-se que a cetamina
isolada induziu hiperatividade, reproduzindo o modelo animal de
esquizofrenia. A associacdo do aloxano + cetamina foi capaz de reduzir
a hiperlocomocdo em relagdo ao grupo cetamina (p<0,01) e ao grupo
aloxano (p<0,01), mostrando um possivel efeito depressivo causado pelo
aloxano.
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Figura 9: Representacéo da hiperlocomogo do teste da atividade locomotora
dos animais submetidos ao modelo de diabetes associado ao modelo de
esquizofrenia nos seguintes grupos: 1) controle (salina + salina); 2) cetamina
(cetamina + salina); 3) aloxano (aloxano + salina; 4) aloxano + cetamina. Os
valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,01, n=8-10. * diferente do grupo
controle, ** diferente do grupo cetamina, # diferente do grupo aloxano. Fonte:
dados da autora.

4.2.2 Interacéo Social

A figura 11 representa os indicadores de interacéo social (laténcia
= 4A, nimero de contatos = 4B e tempo total de contatos = 4C) dos
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animais submetidos ao modelo do diabetes associado ao modelo de
esquizofrenia.

Na laténcia, “tempo para o primeiro contato” (figura 4A) a
ANOVA de duas vias revelou interacdo entre o grupo cetamina +
aloxano: [F(1,32)= 7,14, p<0,05). Foi observado que a cetamina
aumentou significativamente o tempo para o primeiro contato (p<0,01)
entre 0s animais. Observou-se também um aumento da laténcia no grupo
aloxano quando comparado ao grupo controle (p<0,01) e ao grupo
cetamina (p<0,01). Foi verificado que no grupo aloxano + cetamina, o
tempo que os animais levaram para se tocar pela primeira vez foi
significativamente maior em relacdo aos grupos controle (p<0,01),
cetamina (p<0,01) e aloxano (p<0,01). No parametro avaliado, pode-se
afirmar que a cetamina mimetizou os sintomas negativos no modelo
animal de esquizofrenia enquanto o aloxano demonstrou, pelo menos em
parte, potencializar os efeitos da cetamina.

No parametro, nimero total de contatos (figura 4B), ANOVA de
duas vias revelou interacdo entre as seguintes variaveis: cetamina +
aloxano [F(1,32)= 6,76, p<0,05). Verificou-se novamente que a
cetamina induziu o modelo de esquizofrenia, uma vez que diminui o
nimero total de contatos entre os animais (p<0,01). O aloxano também
diminui o numero total de contatos em relacdo ao controle (p<0,01),
enquanto o grupo aloxano + cetamina apresentou um menor nimero de
contatos entre os animais diferindo dos grupos controle (p<0,01),
cetamina (p<0,01) e aloxano (p<0,01). Assim como na laténcia, no
numero total de contatos, a associagdo do aloxano + cetamina parece ter
potencializado o efeito da cetamina.

No tempo total de contatos (figura 4C), a ANOVA de duas vias
revelou interagdo entre as seguintes variavéis: cetamina + aloxano
[F(1,32)= 7,77, p<0,01). Verificou-se que o grupo aloxano foi diferente
significativamente do grupo controle (p<0,01) e do grupo cetamina
(p<0,01) apresentando menor tempo de contato entre os animais. O
grupo aloxano + cetamina também se mostrou significativo, porém
somente quando comparado ao grupo cetamina (p<0,01). Sendo assim,
destaca-se que a cetamina ndo foi capaz de induzir o0 modelo animal de
esquizofrenia neste parametro. No entanto, o aloxano isolado e sua
associacdo coma cetamina foi capaz de reduzir o tempo total de contato
entre 0s animais.
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Figura 10: Representacdo da interagdo social (A= laténcia, B= nimero de
contatos e C= tempo total de contatos) dos animais submetidos ao modelo do
diabetes associado ao modelo de esquizofrenia nos seguintes grupos: 1) controle
(salina + salina); 2) cetamina (cetamina + salina); 3) aloxano (aloxano + salina;
4) aloxano + cetamina. Os valores foram expressos como média + EPM (Erro
Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,01, n=8-10.
* diferente do grupo controle, ** diferente do grupo cetamina, # diferente do
grupo aloxano. Fonte: dados da autora.

4.2.3 Inibicao por pré-pulso do reflexo do sobressalto

A figura 12 demonstra os efeitos da funcéo sensério-motora dos
animais submetidos ao modelo do diabetes associado ao modelo de
esquizofrenia a partir do teste de IPP. ANOVA de duas vias revelou
interacBes entre as seguintes varidveis em 65dB entre: aloxano +
cetamina [F(1,42) =5,79, p<0,05]; em 70dB entre: aloxano + cetamina
[F(1,42)=160,27, p<0,01]; em 75dB entre: aloxano + cetamina
[F(1,40)=60,072, p<0,01]. Os animais do grupo controle inibiram o P
(Pulso) mediante PP (Pré-Pulso) por apresentarem valores melhores de
IPP, ou seja, uma maior % do IPP. Os animais pertencentes ao grupo
cetamina apresentaram déficit na IPP quando comparado ao grupo
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controle nas trés intensidades estudadas (65dB, 70dB e 75dB) (p<0,01),
0 que indica um possivel efeito da cetamina em desencadear um déficit
no perfil sensdrio-motor dos animais.

Da mesma maneira, 0 grupo aloxano demonstrou um déficit
significativo na IPP quando comparado aos animais do grupo controle
nas mesmas intensidades avaliadas (p<0,01, respectivamente). Esse
resultado revela o efeito prejudicial do aloxano no perfil cognitivo dos
animais, sendo essa acao semelhante ao efeito da cetamina. Ademais,
em 65dB os resultados demonstram um significativo déficit sensoério-
motor dos animais pertencentes ao grupo aloxano + cetamina quando
comparados ao grupo controle (p<0,01) e ao grupo aloxano (p<0,01).
Verificou-se também uma diminuicdo na IPP nos animais em 70dB e
75dB quando comparado ao grupo cetamina (p<0,01). Estes resultados
mostraram diante das intensidades estudadas, uma inibicdo IPP em
ambas as patologias e na sua associagao.

60+

*
404 *®  K[FE * [Hx
* * *
*|# T [ salina
204 @ Cetamina
BN Aloxano
Il Aloxano + Cetamina

PP 65 PP 70 PP 75

PPI %

o

o

Figura 11: Representagdo do teste IPP nos animais submetidos ao modelo do
diabetes associado ao modelo de esquizofrenia nos seguintes grupos: 1) controle
(salina + salina); 2) cetamina (cetamina + salina); 3) aloxano (aloxano + salina;
4) aloxano + cetamina. Os valores foram expressos como média = EPM (Erro
Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,01, n= 10-
12. * diferente do grupo controle (salina + salina), ** diferente do grupo
cetamina (salina + cetamina), # diferente do grupo aloxano (aloxano + salina).
Fonte: dados da autora.
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4.3 ANALISES BIOQUIMICAS
4.3.1 Atividade da acetilcolinesterase

A figura 13 demonstra a atividade da enzima AChE nas trés
estruturas cerebrais nos animais submetidos ao modelo do diabetes
associado ao modelo de esquizofrenia. ANOVA de duas vias revelou
interacdes entre as seguintes variaveis aloxano + cetamina no cortex
frontal: [F(1,20)=49,89, p<0,01]; hipocampo: [F(1,20)=50,40, p<0,01];
estriado: [F(1,21)=10,23, p<0,01]. A atividade da AChE mostrou-se
aumentada nas trés estruturas no grupo cetamina quando comparado ao
grupo controle (p<0,01). Demonstrando a possivel a acdo da cetamina
na inducdo de efeitos no sistema colinérgico. Nos animais do grupo
aloxano os valores da atividade da AChE apresentaram-se aumentados
guando comparados ao grupo controle (p<0,01) no coértex frontal,
hipocampo e estriado. O grupo aloxano + cetamina dentre 0s grupos
avaliados, foi 0 que mostrou um mais consideravel na atividade da
enzima AChE em relacdo aos grupos controle (p<0,01), cetamina
(p<0,01) e aloxano (p<0,01). O grupo de aloxano foi capaz de aumentar
a atividade da AChE quando comparado ao grupo controle (p<0,01),
porém ndo de forma tdo exacerbada quanto a associacao do aloxano com
a cetamina.

Os dados observados na atividade da AChE demonstram o efeito
da cetamina em induzir nos animais alteragGes bioquimicas semelhantes
as observadas em pacientes esquizofrénicos, o que sugere ainda um
risco aumentado destas alteragdes na associacdo do diabetes com
esquizofrenia (aloxano + cetamina). A cetamina foi capaz de aumentar a
atividade da AChE em todas as estruturas avaliadas, reproduzindo o
modelo de esquizofrenia e apontando o efeito deste anestésico no
sistema colinérgico.
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Figura 12: Representacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)
dos animais submetidos ao modelo do diabetes associado ao modelo de
esquizofrenia nos seguintes grupos: 1) controle (salina + salina); 2) cetamina
(cetamina + salina); 3) aloxano (aloxano + salina; 4) aloxano + cetamina. Os
valores foram expressos como média £+ EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,01, n= 6. * diferente do grupo
controle, ** diferente do grupo cetamina, # diferente do grupo aloxano. Fonte:
dados da autora.

4.3.2 Parametros de Dano Oxidativo

Os resultados da figura 14A e 14B demonstraram a avaliagdo
bioguimica de peroxidacdo lipidica (TBARS) e carbonilacdo de
proteinas, respectivamente, nos animais submetidos ao modelo do
diabetes associado ao modelo de esquizofrenia. ANOVA de duas vias
revelou interacfes na peroxidacdo lipidica (figura 14A) entre as
seguintes variaveis aloxano + cetamina no cortex frontal: [F=(1,16)=
39,03, p>0,01]; hipocampo: [F=(1,16)=7,71, p>0,05]; estriado:
[F=(1,16)=7,49, p<0,05]. Na figura 14B, ANOVA de duas vias revelou
interacdes na carbonilacdo de proteinas entre as seguintes variaveis
aloxano + cetamina no coértex frontal: [F=(1,16)= 36,22, p>0,01];
hipocampo: [F=(1,16)=8,54, p>0,01]; estriado: [F=(1,20)=35,89,
p<0,01].

Nas figuras 14A e 14B demonstram que a cetamina foi capaz de
aumentar os niveis de TBARS e carbonilacdo de proteinas em relagéo ao
grupo controle (p<0,01) apenas no cortex frontal. Por outro lado a
associacdo do aloxano + cetamina mostrou um aumento significativo da
peroxidacéo lipidica e da carbonilagdo proteica quando comparado aos
grupos controle (p<0,05), cetamina (p<0,05) e aloxano (p<0,05) nas trés
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estruturas cerebrais avaliadas. Esse resultado do TBARS e da
carbonilacdo de proteinas parece demostrar que o aloxano isolado nao
causa dano lipidico nem proteico, diferentemente da cetamina. Porém,
guando associados (aloxano + cetamina), percebe-se um efeito
potencializado ou predomina um efeito da cetamina, a qual aumentou
significativamente a peroxidagdo lipidica e a carbonilagdo de proteina.
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Figura 13: Representacdo do pardmetro bioquimico peroxidacdo lipidica
(TBARS)(A) e carbonilagdo de proteina (B) nos animais submetidos ao modelo
do diabetes associado ao modelo de esquizofrenia nos seguintes grupos: 1)
controle (salina + salina); 2) cetamina (cetamina + salina); 3) aloxano (aloxano
+ salina; 4) aloxano + cetamina. Os valores foram expressos como média +
EPM (Erro Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores de
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p<0,01 e p<0,05, n= 5. * diferente do grupo controle, ** diferente do grupo
cetamina, # diferente do grupo aloxano. Fonte: dados da autora.
4.3.3 Parametros de Dano ao DNA

Os resultados da figura 15 e 16 demonstram a frequéncia de
danos e o indice de danos no DNA em sangue periférico dos animais
submetidos ao modelo do diabetes associado ao modelo de
esquizofrenia.

A figura 15 representa o “numero de células com dano”. ANOVA
de duas vias revelou interagdo entre as seguintes variaveis aloxano +
cetamina: [F(1,18)=5,48, p<0,05]. Essa interacdo possivelmente ocorreu
pelo efeito da cetamina, uma vez que, o aloxano ndo potencializou o
dano celular. Pode-se observar que os grupos cetamina (p<0,05),
aloxano (p<0,05) e aloxano + cetamina (p<0,05) apresentaram um
aumento significativo na frequéncia de danos, quando comparados ao
grupo controle. Este resultado demostrou que o grupo cetamina foi
capaz de induzir o modelo animal de esquizofrenia. Esse resultado
confirma que a cetamina foi capaz de induzir dano ao DNA,
mimetizando em animais, alteragdes bioquimicas que ocorrem em
pacientes esquizofrénicos.
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Figura 14: Representacdo do parametro molecular da Frequéncia de Danos em
sangue periférico dos animais submetidos ao modelo do diabetes associado ao
modelo de esquizofrenia nos seguintes grupos: 1) controle (salina + salina); 2)
cetamina (cetamina + salina); 3) aloxano (aloxano + salina; 4) aloxano +
cetamina. Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da
Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n= 5. * diferente
do grupo controle. Fonte: dados da autora.

A figura 16 representa o “nivel de dano nas células”, ANOVA de
duas vias revelou interacdo entre as seguintes variaveis aloxano +
cetamina: [F(1,18)=6,33, p<0,05], porém a cetamina induziu dano,
enquanto o aloxano isolado ndo demostrou efeito e a associagdo aloxano
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+ cetamina ndo potencializou o dano ao DNA. Assim, o indice de danos
mostrou-se aumentado nos grupos cetamina (p<0,01) e aloxano +
cetamina (p<0,05) quando comparados ao grupo controle.
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Figura 15: Representagio do parametro molecular do indice de Danos em
sangue periférico dos animais submetidos ao modelo do diabetes associado ao
modelo de esquizofrenia nos seguintes grupos: 1) controle (salina + salina); 2)
cetamina (cetamina + salina); 3) aloxano (aloxano + salina; 4) aloxano +
cetamina. Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da
Média), sendo considerados significativos valores de p<0,0le p<0,05, n= 5. *
diferente do grupo controle. Fonte: dados da autora.
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5 DISCUSSAO

Como descrito anteriormente, a DM1 é uma patologia que se
caracteriza pela destruicdo parcial ou total das células B pancreaticas
resultando em perda progressiva da capacidade de produzir insulina, ao
longo de meses ou anos (SBD, 2014). O processo de autodestruicdo se
inicia meses a anos antes do diagnodstico clinico da doenca e,
dependendo da idade do diagnostico, cerca de 70 a 90% das células B ja
foram destruidas apds os primeiros sintomas de hiperglicemia (Atkinson
etal., 2014).

No presente estudo, foi constatado o diabetes nos animais tanto
no 3° dia como no 10° dia apds a administracdo de aloxano, sendo que
no 10° dia a cetamina isolada aumentou os niveis de glicose. As
alteragdes do metabolismo da glicose sdo mais comuns em pacientes
com esquizofrenia, com ou sem tratamento, quando comparados a
populacdo geral (Sena et al., 2003). Um estudo retrospectivo com 95
esquizofrénicos tratados ou ndo tratados mostrou uma prevaléncia maior
de DM (15,8%) quando comparado & populagdo geral da Italia (3,2%)
(Mukherjee et al., 1996). No 10° dia, 0 peso dos animais dos grupos
aloxano e aloxano + cetamina apresentou significativa diminuicdo,
confirmando uma das alteragBes para o diagndstico do diabetes, segundo
a Sociedade Brasileira de Diabetes (2014). Portanto, pode-se sugerir que
0 modelo animal do diabetes induziu hiperglicemia e perda consideravel
de peso sendo semelhantes aqueles apresentados pelos individuos
diabéticos.

Nos Ultimos anos, pesquisas tém contribuido para a compreensao
das representagdes do DM1 e sua associagdo com o autocuidado. Um
estudo com delineamento longitudinal, realizado por Skinner et al.
(2000), mostrou a importancia das representacdes pessoais do diabetes
na determinacdo do bem-estar e do autocuidado com relacdo a
alimentacdo para adolescentes com DM1. Devido a isso, torna-se
relevante o estudo do modelo animal de DM induzido pelo aloxano que
representa o quadro diabético dependente de insulina, bem consolidado
na literatura (Szkudelki, 2001; lenzen, 2008), bem como uma possivel
avaliacdo de um posterior desenvolvimento da esquizofrenia apds a
inducdo do modelo. O presente estudo buscou investigar parametros
comportamentais e bioquimicos do DM1 como fator de risco para a
esquizofrenia.

A esquizofrenia é um transtorno altamente incapacitante (Balu e
Coyle, 2011), particularmente porque afeta as pessoas em uma fase
produtiva (final da adolescéncia e inicio da idade adulta) onde essas
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deveriam estar consolidando ou construindo sua personalidade,
incluindo os fatores sociais, econémicos, profissionais e de
relacionamento (sexuais e familiares) (Koch, 2006). O transtorno tem
origem poligénica, sofrendo influéncias de fatores ambientais e de
desenvolvimento (Van Os et al., 2010). O fator poligénico pode ser um
aspecto complicador no estudo devido as peculiaridades deste transtorno
associado a DM1.

Estudos mostram que altera¢@es na funcéo glutamatérgica cortical
podem estar associadas a uma disfuncdo tanto no sistema dopaminérgico
como colinérgico nos modelos animais de esquizofrenia (Grace, 1991;
Carlsson et al., 1999; Jentsch e Roth, 1999; Coyle et al., 2003). A
cetamina, substancia usada em modelos animais leva a uma hipofuncéo
glutamatérgica e demonstra mimetizar, inclusive os sintomas positivos,
negativos e déficit cognitivo da esquizofrenia (De Oliveira et al., 2011;
Smith et al., 2011), corroborando os achados deste estudo, no qual a
administragdo de cetamina induziu hiperlocomogdo nos animais. No
entanto, a associa¢do do aloxano + cetamina foi capaz de reduzir a
hiperlocomocéo, fato que pode estar relacionado a um comportamento
tipo depressivo nos animais. Wayhs et al. (2010) induziram o diabetes
em ratos e constataram um maior tempo de imobilidade dos animais
diabéticos em relag@o ao controle. Estudo mostrou que um dos sintomas
mais comuns de depressdo relacionados ao diabetes é a perda de peso, a
qual foi verificada nos animais deste estudo.

Diferentes modelos animais de esquizofrenia mostram alteracdes
no comportamento social, dentre os quais estdo os tratamentos com
AMPH ou antagonistas de receptor NMDA (Sams-Dood,
1995;1997;1998; Becker e Grecksch, 2004). A cetamina, substancia
utilizada neste estudo para mimetizar os sintomas da esquizofrenia, tem
se mostrado um bom modelo animal, em particular, para 0s sintomas
negativos (Zugno et al., 2013).

Estudos pré-clinicos utilizam o teste de interacdo social com o
intuito de avaliar o comportamento relacionado aos sintomas negativos
(Sams-Dood, 1995; Deroza et al., 2012). Neste teste comportamental
sdo avaliados os parametros de laténcia para o primeiro contato, nimero
de contatos e tempo total de contatos (Gama et al., 2012). Um estudo
mostrou que a cetamina induziu isolamento social em humanos
(Micallef et al.,, 2003), e do mesmo modo foi verificado um
comportamento semelhante ao isolamento social, evidenciado pelo
aumento da laténcia para o primeiro contato e a reducdo do nimero de
contatos nos animais submetidos a administracdo de cetamina presente
na pesquisa. De forma similar, Gama et al. (2012) também observaram
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gue administragdo cronica de cetamina (25 mg/kg) em ratos induziu
déficit social. Corroborando com alteracBes sociais encontradas em
pacientes esquizofrénicos (Neill et al., 2010).

Estudos clinicos e pré-clinicos tem mostrado que a depressdo
pode ser induzida pelo DM em animais e humanos (Goméz et al., 2003;
Ceretta 2012a; Dhavale et al.,, 2013). Os resultados deste estudo
apontam que a associacdo do aloxano e cetamina aumentaram
significativamente a laténcia nestes animais e reduziu o numero de
contatos em relacéo ao grupo controle, cetamina e aloxano. Tais achados
enfatizam mais uma vez um comportamento relacionado aos sintomas
negativos e sugere que, pelo menos em parte, o aloxano potencializou,
através do comportamento tipo depressivo, os efeitos da cetamina. Em
humanos, doses subanestésicas de cetamina também induzem
comportamento semelhante & esquizofrenia (Krystal et al., 2004).

Pesquisas sobre transtornos mentais associado as doengas
crbnicas, em particular a DM1, tem indicado presenga, de depresséo,
ansiedade e danos cognitivos associados nos pacientes diabéticos (Wells
et al, 2009). Do mesmo modo, individuos com esquizofrenia
apresentam alteracdes cognitivas anterior e imediatamente apds o
surgimento da psicose, caracteristicas que podem indicar o fator
cognitivo como um marcador para o surgimento do transtorno (Zaytseva
et al., 2015). Diversos estudos revelam que pacientes com DM1
apresentam déficits cognitivos associados ao desempenho reduzido em
diferentes dominios da fung&o cognitivo (Cholerton et al., 2013; Mayeda
et al., 2015). Ja trabalhos realizados por (Green et al., 2000; Green et al.,
2004) sugerem que o grau de déficit cognitivo desencadeia um amplo
impacto no desempenho social e auxilia na decisdo do prognostico de
recuperacao dos pacientes esquizofrénicos.

Estudos tém vinculado estas alteracdes cognitivas aos receptores
NMDA. Pesquisa realizada por Mohn et al. (1999) mostrou a reducdo de
NMDARL1 (NR1) em ratos geneticamente modificados e o consequente
déficit social e cognitivo. Estudos, inclusive um realizado por este
laboratério, avaliando o efeito crénico da cetamina em parametros
bioquimicos e comportamentais demonstraram que a administracdo
desta substancia também leva a déficits cognitivos em ratos, mesmo
apos a suspensdo do tratamento (Chatterjee et al., 2011; Zugno et al.,
2014).

A cetamina leva a dano e morte neuronal em regides cerebrais
cortico-limbicas de ratos adultos (Farber et al., 1995). As alteracOes
comportamentais produzidas por esta substancia sdo, em parte,
vinculadas ao bloqueio de receptores NMDA em interneurnios
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GABAGérgicos, desencadeando uma desinibicdo da atividade neural nas
estruturas do sistema limbico, como o cortex pré-frontal (Moghaddam et
al., 1997). Tal mecanismo leva a liberagcdo excessiva de glutamato e
dopamina nessas regides cerebrais (Moghddam et al., 1997; Lorrain et
al., 2003; Razoux et al., 2007).

A funcdo sensério-motora foi avaliada neste trabalho através da
inibicdo por pré-pulso do reflexo do sobressalto (IPP) que paralelamente
tem sido considerado um bom instrumento para avaliacdo do perfil
cognitivo (Isolan et al., 2007). Sabe-se que essa funcdo é severamente
destruida na esquizofrenia, ou seja, ha um déficit do processamento da
informacdo nos pacientes esquizofrénicos (Laurent et al., 1999). A
inibicho por pré-pulso é classificada como um endofendtipo
neurofisiolégico (Greenwood et al., 2007), e o déficit da IPP €
relacionado com alguns sintomas da esquizofrenia, como o transtorno de
pensamento e distragdo (Turetsky et al., 2007).

As estruturas corticais e limbicas, como cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado, estdo diretamente relacionadas com o controle das
fungdes sensorio-motoras (Swerdlow et al., 2001). O teste de IPP tem
como objetivo avaliar o controle desempenhado por estas estruturas
sobre o sistema de filtro sensério-motor ou detectar déficits nesse
processo. O mecanismo de filtro parece preservar o sistema nervoso de
um elevado nimero de informagdes (Weiss e Feldon, 2001).

Levando em consideracdo que estas estruturas cerebrais estdo
alteradas na esquizofrenia (Swerdlow e Geyer, 1998), e que o transtorno
em questdo apresenta sintomas como dano intelectual e prejuizo em
funcdes de memodria, atencdo e execucdo (Weickert et al., 2000), o
presente estudo avaliou a funcdo sensério-motora através do teste de IPP
em um modelo animal do diabetes associado ao modelo animal de
esquizofrenia.

Desta forma, conforme os resultados obtidos neste trabalho pode-
se perceber um déficit de IPP nos animais tratados com cetamina
avaliados nas trés intensidades de pré-pulso (65dB, 70dB e 75dB). Esses
resultados confirmam estudos anteriores que mostram que 0s
antagonistas de receptor NMDA induzem prejuizo na inibi¢do por pré-
pulso (Mansbach e Geyer, 1991; Swerdlow et al., 1998; Ducan et al.,
2001; Levin et al., 2005; Imre et al., 2006; Monte et al., 2013; Zugno et
al., 2014). Alguns estudos apontam que a cetamina induz déficit neste
processo, porém dependente da dose utilizada (Mansbach e Geyer,
1991; Swerdlow et al., 1998). Sendo assim, o estudo em questdo mostra
que a dose de 25 mg/kg de cetamina também foi capaz de induzir nos
animais, os efeitos comportamentais esperados.
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Uma provavel explicacdo para o surgimento desses efeitos é
sugerida por Bakshi e Geyer. (1998), onde a infusdo de MK-801, um
antagonista de receptor NMDA, levou ao prejuizo na IPP, possivelmente
devido a alteracGes em estruturas do sistema limbico, como a amigdala e
0 hipocampo dorsal, além de uma possivel relacdo com o cortex pré-
frontal medial. Acredita-se que estes receptores estejam fixados em
interneurbnios GABAGérgicos, e 0 blogueio destes receptores
desencadeie uma interrup¢do da inibicdo da atividade neuronal nestas
regides.

Estas observagdes ressaltam a importancia dos resultados
encontrados no teste de IPP, com relacdo ao efeito da cetamina na fase
jovem, principalmente, pelo fato das alteracBes cognitivas serem
sintomas importantes, com provavel valor preditivo (Green, 1996), e que
estdo presentes em individuos com esquizofrenia. A IPP da resposta a
um estimulo sonoro vem sendo considerado um possivel modelo animal
gue corrobora com as caracteristicas observadas nos pacientes, como a
IPP prejudicada. E regulada pelo circuito cortico-limbico-estriado-
palido, sofrendo prejuizo mediante algumas particularidades
experimentais, como a utilizacdo de antagonistas de receptor NMDA
(Gogos et al., 2012).

Ainda sobre os resultados deste teste comportamental, 0 aloxano
também induziu um déficit significativo de IPP em relagdo ao grupo
controle nas trés intensidades. Isso indica um déficit no perfil cognitivo
dos animais diabéticos similar ao prejuizo induzido pela cetamina nas
intensidades de PP de 65dB, 70dB e 75dB. As disfun¢des cognitivas no
DM1 surgem no inicio da doenca (dentro de 2 anos do diagnostico)
(McCrimmon et al., 2012; Cato et al., 2014). O encéfalo de criancas
pode ser mais susceptivel aos efeitos do DM do que o encéfalo de
adultos, embora esse fato possa ocorrer devido a dificuldade de manter o
controle glicémico nessa idade (Ryan et al., 1985). Individuos que
desenvolvem DML antes dos 7 anos de idade apresentam um risco maior
de desenvolver déficits cognitivos severos quando comparados aos que
desenvolvem a doenca em idades mais tardias (Ryan, 2006).

O primeiro pardmetro avaliado foi a avaliagdo da atividade da
enzima AChE devido a alguns estudos demonstrarem a relagéo entre o
DM1 e as disfungdes em sistemas de neurotransmissores, tais como:
dopaminérgico, glutamatérgico, purinérgico e colinérgico (Sherin et al.,
2012; Elsherbiny e Al-Gayyar, 2013; Aung et al., 2014). Sabe-se que a
ACh é um neurotransmissor excitatorio, essencial para fungdes motora,
de memoria, aprendizado, controle do fluxo sanguineo cerebral,
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percepcdo e atencdo seletiva (Schetinger et al., 1999; Yu e Dayan,
2002).

Dados da literatura mostram que niveis alterados desse
neurotransmissor vém sendo associados a delirios e alucinagfes (Burt,
2000; Hasselmo, 2006), e demostra que 0 seu metabolismo possui uma
relagdo direta com as fungdes cognitivas (Hasselmo, 2006). Déficits
cognitivos foram observados em pacientes diabéticos e modelos
experimentais de DM sendo relacionados com alterag@es na atividade da
AChE, o que pode indicar modificacGes na neurotransmissdo colinérgica
(Sanchez-Chavez e Salceda, 2000). A esquizofrenia também é vinculada
a uma série de disfuncbes cognitivas, dessa maneira, 0 sistema
colinérgico vem sendo considerado fundamental para a modulacdo
neural de mecanismos subjacentes a esses sintomas (Davis et al., 1975;
Powchik et al., Sarter et al., 2012).

Neste contexto, o déficit cognitivo observado em pacientes
esquizofrénicos pode estar relacionado ao sistema colinérgico (Money et
al., 2010). A atividade aumentada da enzima AChE desencadeia uma
hidrélise exacerbada, e consequente diminuicdo de ACh em receptores
colinérgicos, levando a funcéo cerebral reduzida e alteracdo bioquimica
observada no transtorno (Haroutunian et al., 1994; Guan et al., 1999).
Paralelo a isso, farmacos inibidores da acetilcolinesterase vém sendo
estudados com o intuito de melhorar pardmetros cognitivos em
individuos esquizofrénicos (Ribeiz et al., 2010).

Schmatz et al.(2009) demonstram que ratos submetidos a um
modelo de DM apresentaram um aumento da atividade da AChE em
diferentes estruturais cerebrais (cortex cerebral, hipocampo, estriado,
cerebelo e hipotdlamo). Por esse motivo, agentes inibidores da atividade
da AChE tém sido estudados com o objetivo de diminuir os efeitos
hipocolinérgicos observados quando a atividade da enzima aumenta
(Das et al., 2001).

Os resultados deste estudo demonstraram que a cetamina
aumentou a atividade da AChE no cértex frontal, hipocampo e estriado,
0 que pode levar a degradagdo de ACh nessas estruturas. Esses dados
corroboram estudos prévios, em que antagonistas de receptores NMDA,
administrados cronicamente, também foram capazes de elevar a
atividade da AChE (Zugno et al., 2013; Zugno et al., 2014; Zugno et al.,
2015).

Uma possivel explicacdo para tal alteracdo € que a cetamina vem
sendo considerada um antagonista de receptores nicotinicos (NAChR)
(Scheller et al., 1996; Chatterjee et al., 2012), aumentando assim a
guantidade de ACh na fenda sinaptica, ativando de forma exacerbada a
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enzima AChE e prejudicando a formacdo de memdria no hipocampo
(Chatterjee et al., 2012).

Estas alteracGes bioquimicas apoiam os resultados encontrados no
teste comportamental de avaliagdo do perfil cognitivo (IPP) desses
animais. O prejuizo no filtro sensério motor induzido pela cetamina,
com consequente reducdo da inibicdo por pré-pulso, acompanha o
aumento da atividade da AChE nas estruturais cerebrais estudadas.
Estudo realizado por (Ballmaier et al., 2002), mostrou que o uso de um
antagonista da enzima AChE (rivastigmina) desencadeou o aumento de
ACh no nicleo basal magnocelular (NBM) — regido de onde se
originam os neurdnios colinérgicos corticopetal, finalizados em regifes
corticais e camadas (Lysakowski et al., 1989; Wenk, 1997) — com
decorrente reducdo do déficit na IPP gerado por lesdo imuno no NBM,
confirmando que os neurbnios colinérgicos do NBM estdo envolvidos
na filtragem de estimulo sensério-motor. Acredita-se que o0 NBM regula
0 mecanismo sensorio motor por meio de projecdes para areas como
cortex pré-frontal e regides limbicas (Ballmaier et al., 2001).

Essas estruturas cerebrais estdo diretamente relacionadas com o
controle da funcdo sensério motoras também mostraram alteracdo
bioguimica no presente estudo. Como referido acima, a acetilcolina é
um neurotransmissor envolvido em parametros de memoria e
aprendizado, o que condiz também com os resultados encontrados no
teste de IPP, sendo possivel que estas alteragdes comportamentais sejam
devido a alteragbes no sistema colinérgico, com o0 aumento da
degradagdo de ACh pela enzima AChE.

Os resultados do presente estudo, também mostraram que o
aloxano aumentou a atividade AChE nas trés estruturas em relacdo ao
grupo controle. A associacdo do aloxano + cetamina potencializou o
aumento na atividade da enzima AChE quando comparado aos grupos
controle, cetamina e aloxano. Dados da literatura demonstraram que a
hiperglicemia foi capaz de causar uma diminuigdo na neurotransmisséo
colinérgica hipocampal em funcdo de um aumento nos niveis de RNAm
da AChE e uma reducdo nos niveis de RNAm dos receptores
colinérgicos M1 e M3 em modelo animal de ratos diabéticos (Sherin et
al., 2012).

Atualmente é postulado que o estresse oxidativo decorrente do
quadro de hiperglicemia cronica exerce papel central nas complicagdes
do DM (Giacco, Browlee, 2010). As EROs podem danificar proteinas,
lipideos e 0 DNA, e atuar como agentes pré-apoptoticos. Marcadores de
dano oxidativo em proteinas e lipideos na vigéncia do DM tém sido
amplamente abordados na literatura. No entanto, a relagdo do DM com
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0s transtornos mentais requer atencdo e principalmente novos estudos
(Kowluru et al., 2004). Um estudo mostrou que a peroxidacéo lipidica e
a carbonilacdo protéica sdo as maiores consequéncias mediadas por
radicais livres (Meagher e Fitzgerald, 2000).

Os danos em proteinas e lipideos alteram a permeabilidade da
membrana celular e, consequentemente, prejudicam a atividade de
enzimas e receptores. Varias doencas neurodegenerativas estdo
diretamente ligadas com a peroxidacdo lipidica. Adicionalmente, o
acumulo de proteinas carboniladas em neurdnios tem sido implicado em
muitos transtornos neuroldgicos (Dalle-Donne, 2006).

No presente estudo a cetamina aumentou os niveis de TBARS e
carbonilagéo de proteinas no cértex frontal quando comparado ao grupo
controle. Estes resultados com corroboram estudos anteriores do grupo
do laboratério (De oliveira et al., 2009; Zugno et al., 2003). A
diminuicdo dos sintomas positivos da esquizofrenia estd supostamente
envolvida com a diminuicdo da peroxidacdo lipidica, levando em
consideracdo que a hiperatividade dopaminérgica desencadeia danos
lipidicos devido a formacéo de radicais livres durante o0 metabolismo da
dopamina (Zhang et al., 2006). Adicionalmente, resultados encontrados
na literatura indicam niveis aumentados de TBARS no plasma,
eritrocitos e liquor de pacientes com esquizofrenia (Mahadik et al.,
1998; Herken et al., 2001; Akyol et al., 2002). Dalle- Done et al. (2006)
encontraram ainda evidéncias de acimulo de proteinas carboniladas em
pacientes esquizofrénicos.

O estresse oxidativo no diabetes tem sido associado a
hiperglicemia e, em especial, a complicacBes cardiovasculares e
prejuizos ao SNC (Mangarifios et al., 2000; Jung et al., 2010; Pitocco et
al., 2010). Além disso, a resisténcia & insulina e a disfuncdo das células
[ pancreaticas parecem desempenhar um papel importante no estado de
desequilibrio redox (Pitocco et al., 2010). A esquizofrenia também esta
associada a indugdo do estresse oxidativo em pacientes (Padurariu et al.,
2010).

Durante a hiperglicemia, hd um aumento da producdo de radicais
livres de oxigénio através da auto-oxidacdo da glicose. Tais radicais
exercem seus efeitos citotoxicos nos fosfolidipios de membrana,
resultando na formacdo de malondialdeido (MDA) (Silva et al., 2011).
O MDA é um produto final da peroxidacdo lipidica, o qual reage com o
acido tiobarbitarico (Ayoub e Yousuf, 2000). Sendo assim, nesta
pesquisa foi observado que a associacdo do aloxano + cetamina
aumentou significativamente os niveis de TBARS e a carbonilagdo de
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proteinas no cortex frontal, hipocampo e estriado quando comparado aos
grupos controle, cetamina e aloxano.

O aumento de proteinas glicadas no plasma de pacientes
diabéticos estd relacionado ao estresse oxidativo, uma vez que essas
proteinas interagem com receptores, estimulando a producdo de ERO e
diminuindo a glutationa intracelular (Baynes, 1991). Esse aumento de
producdo de ERO contribui para uma série de complicagdes secundarias
ao diabetes, tais como aterosclerose e a peroxidacgdo das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) nas células endoteliais (Nishikawa et al., 2000).
Estudos revelam que o estresse oxidativo secundario a hiperglicemia
ocorre antes das complicagdes mais tardias do DM se manifestarem
clinicamente, incluindo os transtornos mentais. Por isso, acredita-se que
estd condicdo desempenhe um papel particularmente relevante na
patogénese da DM (Rocha et al., 2006; Hamilton et al., 2007).

Outro parametro bioquimico avaliado neste estudo foi 0 dano ao
DNA. Varios estudos, inclusive esse, ttm demonstrado que a cetamina
esté relacionada ao aumento do estresse oxidativo. Neste contexto todos
os alvos celulares para o dano oxidativo, 0 mais vulneravel é o0 DNA
(Hallwell e Gutteridge, 2006). Os resultados deste estudo demostram
gue a cetamina, 0 aloxano e a associa¢do aloxano + cetamina induziram
aumento na frequéncia de danos em comparacdo ao grupo controle,
enquanto no indice de danos, apenas a cetamina e aloxano + cetamina
induziu um aumento neste parametro. De Oliveira et al. (2009) apontam
gue doses subanestésicas de cetamina causam aumento do estresse
oxidativo em cérebro de ratos.

Hou et al. (2013) mostraram que a administracdo crénica deste
anestésico causou lesdo neuronal em camundongos. Adicionalmente,
Zou et al. (2009) relataram aumento notavel na neurodegeneracao
apoptdtica em cérebro de ratos administrados com maltiplas injecGes de
cetamina (20 mg/kg).

A hiperglicemia pode acarretar a glicacdo das enzimas
antioxidantes, o que causa a inativacdo destas, diminuindo assim a
defesa do organismo (Wiernsperger, 2003). Merkel et al. (2003)
demostraram que pacientes diabéticos que ndo produzem ou sdo
sensiveis & insulina, podem apresentar uma instabilidade gendmica
maior em decorréncia de um sistema de reparo menos eficiente.

Provavelmente em decorréncia desse reparo menos eficiente, a
doenca pode estar relacionada ao acumulo de danos em diferentes
tecidos ao longo do tempo bem como disfuncdo e falha de diversos
6rgdos, principalmente olhos, nervos, coragdo, rins e vasos sanguineos
(Taylor, 1999). Desse modo, o dano oxidativo tem sido considerado
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como um dos principais responsaveis pelas complicacdes apresentadas
pelos diabéticos (Wiernsperger, 2003).

Diante de tudo, este estudo sugere que o DM1 pode desencadear
a esquizofrenia, pois a hiperglicemia presente constantemente no DM1
pode desencadear alteragdes nos parametros comportamentais e
bioguimicos, conforme evidenciado nesta pesquisa. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para desvendar os mecanismos envolvidos e
concretizar os achados deste estudo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados descritos permitiram as seguintes
conclusdes:

v A administragdo do aloxano aumentou a glicemia e
diminuiu o peso nos animais confirmando alteragbes para o
diagndstico do diabetes.

v Nos parametros comportamentais avaliados foram
observados que o aloxano + cetamina apresentaram um
comportamento tipo depressivo na atividade locomotora, assim
como na interacdo social; tanto a cetamina quanto o aloxano
isoladamente mostraram um prejuizo no déficit cognitivo (IPP); e
a cetamina isolada mimetizou os sintomas positivos, negativos e
cognitivos no modelo animal de esquizofrenia, uma vez que
induziu hiperlocomocdo, aumentou a laténcia para o primeiro
contato social, redugcdo do nimero de contatos entre 0s animais,
além de diminuir o IPP.

v Nos parametros bioquimicos foi observado que o
aloxano e a cetamina isolados e associados aumentaram a
atividade da AChE; a cetamina e a associa¢cdo com o aloxano
induziram dano lipidico, protéico e dano ao DNA.

A importancia do DM1 do ponto de vista social e econdémico é
indiscutivel, devido as taxas de comorbidade e mortalidade. Assim, fica
evidente que tal doenga mereca uma atengdo e cuidados especiais no
sentido de uma deteccdo precoce dos individuos susceptiveis, para que
haja possibilidade de intervencdo e prevencdo inclusive contra o
desenvolvimento de outras patologias associadas ao DM1, como a
esquizofrenia.
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7 PERPECTIVAS

Apesar dos avangos nas pesquisas com diabetes e esquizofrenia,
tanto em modelos animais quanto em humanos, permanecem muitas
duvidas sobre seus mecanismos envolvidos. Sendo assim, pretende-se
dar continuidade a esse estudo dosando outros marcadores bioquimicos
como: insulina, hemoglobina glicada e perfil lipidico; avaliar outros
pardmetros bioquimicos de estresse oxidativo, neuroinflamacio e
metabolismo energético; acompanhar a diurese e ingestdo de agua dos
animais. Por fim, objetiva-se realizar um estudo com ratas Wistar jovens
para comparar as diferencas entre 0s géneros nos mesmos parametros
comportamentais e bioquimicos.
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RISCO PARA ESQUEOFREMA* Protocolo n® 00820152 sob a responsabilidade de
Alexandra loppi Zugne e equiper Joaane Budn, Pafrica Femanda Schudk, Samira
Valvasson, Vanessa Morees de Andrade, Lara Canever, Alexandra Stephamie Almeida
Heyimann, Gustavo Mastella, Louyse Sulzbach Damdzic e Sarah Gomes Tasso, gue
amwolve a8 produpdo, manutengdo sou wblizagde doe anmas perdencentes ao filo
Chordatz, subifiic Verfebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa centifica (ou
ansing) — enconia-se de acordo com os preceifos da Lei no. [ 11.754, de 8 de oufubro de
2008 do Decreto no. 6893, de 15 de jultho de 2008, & com a8 normas editadas peio
Conssftho Nacional de Confrole da Expenimentagdo Amimal (CONCEA) e foi aprovado
pala COMISSA0 DE ETICA NO US0 DE ANIMAIS (CELIA) da UNESC — Universidade do
Extremo Sul Cafaninenss, em reunido de: 2807/ 20715,
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The project was A pproved in its ethica and methodological aspects. Any alferation
of the onginal vergion of this project must be previously submitted fo the Commyifies for
further analyzes. May you have further gquesions please contact us  on
www.Lnesc netoropen’'ceud or by e-mail: ceuaiunesc net
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