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RESUMO

A pesar de vérias décadas de esforcos em pesquisa, a etiologia e
fisiopatologia da esquizofrenia continuam sendo um desafio e o0s
tratamentos existentes apresentam limitacGes consideraveis no manejo
dos casos de esquizofrenia. Portanto, este estudo teve por objetivo
avaliar o efeito da administragdo da melatonina sobre parametros
comportamentais e de metabolismo energético no modelo animal de
esquizofrenia induzido pela administragdo de cetamina. Para tal, duas
doses de MLT (1mg/kg e 10mg/kg) foram usadas em dois protocolos
diferentes, sendo um de prevencdo e outro de reversdo. Assim, no
protocolo de prevencdo os animais receberam MLT nas doses de
1mg/kg ou 10mg/kg ou salina por gavagem, uma vez ao dia durante 14
dias, entre os dias 8 e 14 receberam cetamina (25mg/kg) ou salina via
intraperitoneal (i.p). Enquanto que no protocolo de reversdo, os animais
receberam cetamina (25mg/kg) ou salina (i.p), uma vez por dia, durante
14 dias, entre os dias 8 e 14 receberam MLT (1mg/kg ou 10mg/kg), uma
vez ao dia. No 14° dia, os animais foram submetidos a avaliagdo da
distancia percorrida, estereotipia, tempo de permanéncia no centro e nas
bordas além da avaliacdo da inibicdo da IPP. O cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado foram dissecadas para posteriores andlises da
atividade dos complexos I, I, 1I-Ill e IV da cadeia respiratoria
mitocondrial e atividade da Creatina Cinase (CK). Esses resultados
demonstram que a administracdo repetida de cetamina, resulta em
hiperatividade e comprometimento da IPP. Os resultados revelam que
nos dois protocolos avaliados a cetamina induziu o0 aumento da distancia
percorrida, movimentos estereotipados e tempo de permanéncia no
centro e nas bordas. A MLT, ndo teve influéncia sobre os efeitos da
cetamina; no protocolo de prevencdo a MLT na dose de 10mg/kg
apresentou aumento dos movimentos de estereotipia e induziu o0s
animais a um aumento do tempo de permanéncia no centro e
diminuicdo do tempo de permanéncia nas bordas. Em relacgdo a inibicéao
do reflexo de sobressalto, a MLT nas duas doses testadas apresentou um
efeito preventivo e de reversdo das trés intensidades avaliadas. Os
resultados deste estudo também mostram que a MLT sozinha ou
associada a cetamina induziu a alteracbes dos complexos da cadeia
transportadora de elétrons (CTE). No protocolo de prevengdo, o grupo
MLT10+cetamina induziu o aumento da atividade do complexo IV no
hipocampo; enguanto que no protocolo de reversdo a MLT nas duas
doses testadas sozinha ou em associagdo com a cetamina alterou a
atividade dos complexos I, 11-11 e 1V do cortex, estriado e hipocampo






respetivamente. Com relacéo a atividade da enzima CK, resultados deste
estudo mostram que a cetamina alterou a sua atividade no cortex e
hipocampo no protocolo de prevencdo, enquanto que a MLT nas duas
doses preveniu o efeito deletério da cetamina nestas estruturas cerebrais.
Diante destes resultados, assume-se que o modelo de esquizofrenia
induzido por cetamina representa uma ferramenta Util para o estudo da
esquizofrenia e que a MLT possui algum potencial protetor sobre a IPP
no modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina. Portanto
mais estudos sdo necessarios para um melhor entendimento desta
hipotese.

Palavras chaves: Esquizofrenia; Melatonina; Mitocondria.






ABSTRACT

Althou decades of research efforts, the etiology and pathophysiology of
schizophrenia remains a challenge and existing treatments have
significant limitations in the management of schizophrenia cases.
However, this study aimed to evaluate the effect of melatonin
administration on behavioral and energy metabolism parameters in the
animal model of schizophrenia induced by ketamine administration.
Two doses of MLT (1mg/kg and 10mg/kg) were used in two different
protocols, prevention and reversion. Thus, in the prevention protocol,
the animals received MLT at doses of 1mg/kg or 10mg/kg or saline per
gavage, once a day for 14 days, between days 8 and 14 received
ketamine (25mg/kg) or saline intraperitoneally (i.p). While in the
reversion protocol, the animals received ketamine (25mg/kg) or saline
(ip) once daily for 14 days, between days 8 and 14 received MLT
(Img/kg or 10mg/kg), once a day. On the 14th day, the animals were
submitted to evaluation of the traveled distance, stereotypy, time of
permanence in the center and in the borders besides the evaluation of the
inhibition of IPP. The pre-frontal cortex, hippocampus and striatum
were dissected for further analysis of the complexes I, I1, 1I-11l and IV of
the mitochondrial respiratory chain and creatine kinase (CK) activity.
These results demonstrate that repeated administration of ketamine
results in hyperactivity and impairment of IPP. The results show that in
both protocols evaluated, ketamine induced an increase in traveled
distance, stereotyped movements and increased time in the center and
decreased time in the borders. MLT had no influence on the ketamine
effects; In the prevention protocol, MLT at the 10mg/kg dose showed an
increase of the movements of stereotypy and induced the animals to an
increase of the time of permanence in the center and decrease of the
time of permanence in the borders. Regarding the inhibition of the
startle reflex, MLT in the two doses tested showed a preventive and
reversion effect of the three evaluated intensities. The results of this
study also show that MLT alone or associated with ketamine induced in
electron transport chain complexes (CTE) changes. In the prevention
protocol, the MLT10 + ketamine group induced increased IV complex
activity in the hippocampus; While in the reversion protocol the MLT in
the two tested doses alone or in association with ketamine altered the
complexes I, 1I-11 and IV activity of the cortex, striatum and






hippocampus respectively. Regarding the activity of the CK enzyme,
results of this study show that ketamine altered its activity in the cortex
and hippocampus in the prevention protocol, whereas MLT in both
doses prevented the ketamine deleterious effect in these brain structures.
Given these results, it is assumed that the ketamine-induced
schizophrenia model represents a useful tool for schizophrenia study and
that MLT has some protective potential over IPP in the animal model of
ketamine-induced schizophrenia. Therefore more studies are needed to
better understand this hypothesis.

Keywords: Schizophrenia; Melatonin; Mitochondria.
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1 INTRODUCAO

A esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico crénico que
compromete varias fungdes cognitivas tais como memodria, pensamento,
percepcdo e emocdes, assim como a motricidade e conduta social
(Bowie e Harvey, 2006; Javitt, 2010). Por serem bastante complexos e
diversos, os sintomas da esquizofrenia sdo tradicionalmente agrupados
em positivos e negativos (Lesch, 2001). Os sintomas positivos podem
ser caraterizados por delirios e alucinagdes, os sintomas negativos
incluem embotamento afetivo, isolamento social, anedonia, escassez de
pensamentos (Tandon et al., 2009). Um terceiro grupo de sintomas
tornou-se particularmente importante na dltima década: os sintomas
cognitivos. A este respeito, na esquizofrenia estdo afetados desde os
estagios iniciais do transtorno, varios dominios da cogni¢cdo como a
velocidade de processamento, atencdo, memoria de trabalho,
aprendizagem verbal e visual, raciocinio e resolucédo de problemas (Van,
2009; Cuesta et al., 2015). Como consequéncia, estes pacientes tem sua
produtividade, qualidade de vida e funcionamento sociais afetados.

Acreditava-se que este grupo de sintomas seria evidente somente
em pacientes idosos com esquizofrenia, mas atualmente os sintomas
cognitivos sdo considerados um dos nulcleos na investigacdo deste
transtorno. Sabe-se que estes sintomas ndo sdo causados pelas
medicacOes utilizadas por estes pacientes e que essas medicagdes, em
sua grande maioria, também séo ineficazes em relacéo a esse grupo de
sintomas (Kraus e Keefe, 2007; Galletly, 2009). E comum seu
surgimento na fase mais tardia da adolescéncia ou no inicio da idade
adulta e sua prevaléncia no mundo é de cerca de 1% (Sha et al., 2005;
Messias et al., 2008), com uma incidéncia anual de 0,8 casos por 10.000
habitantes (Martin, 2009). A expetativa de vida de homens e mulheres
com esquizofrenia é de cerca de 15 e 12 anos respectivamente mais
curto, do que na populacao geral (Crump et al., 2013).

A esquizofrenia é uma doenca cerebral grave com um curso
heterogéneo, em que 25-30% das pessoas acometidas no mundo,
apresentam um curso moderado com remissdo quase completa, 50% tém
um curso moderado com algum decrescimo dos sintomas e 20-25%
apresentam sintomas crénicos (WHO; ICD-10, 2007). N&o ha diferenca
na frequéncia em relacdo ao género, no entanto, € comum os homens
apresentarem inicio dos sintomas precocemente e por tal, tendem a
apresentar formas mais graves do transtorno com mais sintomas
negativos, menor probabilidade de remissdo e geralmente, pior
progndstico quando comparados as mulheres (Jablensky, 2000).
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Entre os pacientes com esquizofrenia é comum a comorbidade
com outros transtornos psiquiatricos, doencas clinicas e uso de drogas
licitas e ilicitas. Apesar de estar associado com outras comorbidades,
tais como o transtorno de pénico ou transtorno de stresse pds-
traumatico, as comorbidades mentais comuns em pacientes com
esquizofrenia sdo o transtorno obsessivo-compulsivo com uma
prevaléncia no mundo de cerca 46%, o transtorno por abuso de
substancias 47% e depressdo 81% (Green et al., 2003). O risco de
mortalidade em individuos com esquizofrenia é duas a trés vezes maior
do que na populacdo geral (McGrath et al., 2008). O suicidio é a
principal causa de mortalidade prematura entre esses pacientes cuja taxa
estima-se em 10% e ocorre, principalmente, durante os primeiros dois
anos do transtorno (Meltzer, 2002; Tandon, 2005). Além de uma
elevada taxa de suicidio efetivado, a incidéncia de tentativas de suicidio
em pacientes com esquizofrenia € de duas a cinco vezes maiores do que
a encontrada na populacdo geral (Siris, 2001). A esquizofrenia é, no
contexto atual, responsavel por um profundo impacto sdcio-econdémico
para o0s pacientes acometidos assim como para suas familias (Stefan et
al., 2002).

Apesar de varios fatores e mecanismos terem sido propostos para
entender a patogénese da esquizofrenia, sua etiopatologia permanece
desconhecida (Van Os e Kapur, 2009; Insel, 2010). A maioria dos
estudos aponta para varias possiveis hipoteses etioldgicas da
esquizofrenia. A primeira, e a mais aceita, hipdtese etioldgica da
esquizofrenia estd relacionada com o desiquilibrio no sistema de
neurotransmissores, principalmente nos sistemas dopaminérgico (Kapur
e Remington, 2001), glutamatérgico (Konradi e Heckers, 2003;
Kantrowitz e Javitt, 2010) e GABAérgico (Caruncho et al., 2004;
Frankle et al., 2015) e alteracGes nas suas interacdes (Carlsson et al.,
2001; Menschikov et al., 2016). As teorias adicionais sobre a patogénese
da esquizofrenia incluem fatores genéticos e ambientais (McGuffin,
2004; Fatjo-Vilas et al., 2008), comprometimento do desenvolvimento
neural e conectividade (White e Hilgetag, 2011), neuroinflamacgéo
(Tomasik et al., 2016; Trépanier et al., 2016), bem como bioenergética
anormal (Ben-Shachar e Laifenfeld, 2004; Yuksel et al., 2015).

A hipdtese neurodesenvolvimental realca a esquizofrenia como
um transtorno com inicio pré-natal e desencadeado no comeco da vida
adulta. De acordo com esta hipétese, a esquizofrenia caracteriza-se por
uma conectividade sinaptica reduzida (McGlashan e Hoffman, 2000;
Faludi e Mirnics, 2011) e mdltiplos sistemas neurais desregulados,
especialmente os sistemas dopaminérgico e glutamatérgico (Bauer et al.,
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2012). Tem sido proposto que a trajetoria do desenvolvimento inclui a
elaboracdo reduzida de vias inibitorias e a poda excessiva de vias
excitatorias, implicando um equilibrio excitatério-inibitdrio alterado no
cortex pré-frontal (Insel, 2010). A reducdo da mielinizacdo também esta
relacionada com a alteracdo da conectividade neuronal. Além disso,
multiplas linhas de evidéncia sugerem associacdo da esquizofrenia com
alteracGes progressivas na estrutura cerebral, tais como o alargamento
ventricular lateral, aumento do caudado, anormalidades da substancia
cinzenta e branca, reducfes volumétricas dos lobos frontais e temporais,
bem como do hipocampo (DeLisi, 2008; Olabi et al., 2011; Vita et al.,
2012), fornecendo evidéncias prima facie para a origem neuro-
desenvolvimental deste transtorno. Pensa-se que tais alteragdes sdo
mediadas por imuno-inflamacdo neuroprogressiva, estresse oxidativo,
nitrosativo e vias de morte celular que sdo influenciadas por uma
diversidade de fatores ambientais (Venkatasubramanian e Debnath,
2013). Entre outros fatores de que contribuem para o desenvolvimento
da esquizofrenia encontram-se: 0 nascimento em meio urbano,
nascimento no inverno, idade avancada dos progenitores, infecdo pré-
natal, desnutricdo pré-natal, estresse materno, complicacdes obstétricas,
status socioecondmico, entre outros (McGrath e Susser, 2009; Meyer e
Feldon, 2010). Sabe-se que h&a uma grande contribuigdo genética para o
desencadeamento da doenga, entretanto, quando todos esses fatores ou a
maioria deles ocorrem em conjunto, o0 risco para desenvolver
esquizofrenia pode ser maior (Tamminga e Holcomb, 2005).

Os antipsicoticos constituem o principal tratamento para
individuos com esquizofrenia. Embora tenham persistido como a melhor
opcdo de tratamento deste transtorno mental, sendo efetivos para o
tratamento de sintomas positivos, estas medicacbes permanecem
limitadas em relagdo aos sintomas negativos e cognitivos da
esquizofrenia (Buchanan et al., 2007). Acrescido a esta limitacdo, os
efeitos colaterais podem ser estressantes e frequentemente intolerveis,
incluindo movimentos involuntarios como; tremores e rigidez,
discinesia tardia, hiper-salivacdo, aumento do ritmo cardiaco, sindrome
metabdlica e ganho de peso (Coccurello e Moles, 2010; Pramyothin e
Khaodhiar, 2010). Dessa forma, estes efeitos colaterais por si, requerem
mais tratamento farmacolégico ou resultam na interrupcdo do
tratamento, levando a subsequentes recaidas. Uma aderéncia parcial ou
completo abandono do tratamento, é geralmente comum em transtornos
mentais graves. Estima-se que cerca de metade dos pacientes com
esquizofrenia em tratamento, deixa de tomar 30% ou mais da medicacao
prescrita (Velligan et al., 2006; Goff et al., 2010). A ndo adesdo esta
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associada a graves consequéncias clinicas tais como aumento do risco de
recaida, suicidio ou comportamentos agressivos, entre outros além de
elevados custos, tanto monetarios como de recursos psicossociais
(Sajatovic, 2010; Acosta, 2012). Outro fato importante é que
aproximadamente um terco de individuos com esquizofrenia néo
respondem a medicagdes antipsicéticas (Bentall, 2009). Os défices de
sono sdo frequentemente observados em pacientes com esquizofrenia e
sdo reiteradamente parte da fase prodrémica anterior a recidiva, mesmo
guando os pacientes estdo sob medicacdo (Chemerinski et al., 2002).
Existem evidéncias demonstrando que as alteragdes na arquitetura do
sono sejam devido aos baixos niveis de melatonina (MLT) enddgena
circulante, cuja funcdo original é de regular o ciclo circadiano
sono/vigilia (Fanget et al., 1989; Monteleone et al., 1992). Os pacientes
com esquizofrenia ndo apresentam um padrdo circadiano de secre¢do da
MLT normal (Bersani et al., 2003; Trbovic, 2010). Alguns estudos
mostraram niveis plasmaticos da MLT noturna reduzidos em pacientes
ndo medicados e aqueles sob medicacdo antipsicotica (Fanget et al.,
1989; Suresh et al., 2007).

1.1 HIPOTESE DOPAMINERGICA E GLUTAMATERGICA DA
ESQUIZOFRENIA

Apesar do crescente consenso de que a esquizofrenia é um
transtorno neural, sua fisiopatologia continua a ser estudada (Meyer e
Feldon, 2010). Entretanto, ndo ha dividas da existéncia de alteracdes
anatbmicas e bioquimicas cerebrais em sua génese, nas quais
encontram-se as disfungbes nos sistemas dopaminérgico e
glutamatérgico; além dos sistemas GABAérgico e colinérgico
(Miyamoto et al., 2003; Harrison e Weinberger, 2005), que resultam em
irregularidades no funcionamento de regides cortico-basais, que pode
levar ao desencadeamento dos sintomas do transtorno (Tost et al., 2012).

A hipotese dopaminérgica da esquizofrenia propfe uma
hiperestimulacdo subcortical da transmissdo dopaminérgica em
receptores de dopamina do tipo D,, responsaveis pelos sintomas
positivos do transtorno (Guillin et al., 2007) e os sintomas negativos e
cognitivos seriam resultado do déficit dopaminérgico no cortex
dorsolateral e préfrontal (Carlsson et al., 2001; Abi-dagham et al.,
2004). Esta hipotese é apoiada pela estreita correlagdo entre doses
terapéuticas de antipsicoticos convencionais e suas afinidades por
receptores D, e, adicionalmente, devido a evidéncias de aumento do
nimero de receptores D, em cérebros de pacientes com esquizofrenia
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(Pearlson, 2000; Miyamoto et al.,, 2003; Wong e Van, 2003). O
glutamato é o aminodcido excitatério mais abundante do sistema
nervoso central (SNC), onde sua transmissdo é mantida sob fino
controle e é imprescindivel para fungdes fisiolégicas como aprendizado,
memoria,  cogni¢do, efeitos  neurotroficos,  neurotoxicos e
neuroplasticidade (Davies et al., 1979; Watkins e Evans, 1987). Estes
efeitos glutamatérgicos sdo mediados por duas grandes classes de
receptores: ionotrépicos (NMDA, AMPA e cainato) e metabotropicos
(mGlul,5; mGlu2,3; mGlu4,6,7,8) (Verkhratsky e Kirchhoff, 2007).
Alteracfes no controle da transmissdo glutamatérgica resultam em
transtornos psiquiatricos, como a esquizofrenia (Javitt e Zukin, 1991;
Javitt et al., 2011).

A hipétese glutamatérgica da esquizofrenia propdem que os
sintomas positivos, negativos e cognitivos na esquizofrenia
compartilham uma origem comum na disfungdo da neurotransmissdo de
glutamato (Glu) (Coyle e Tsai, 2004; Gilbert-Rahola e Villena-
Rodriguez, 2014). Esta proposta se originou de estudos em animais e,
em seguida, nos estudos em humanos, que observaram que 0s
antagonistas de receptores NMDA, especificamente, a cetamina e a
fenciclidina (PCP), induzem sintomas semelhantes a esquizofrenia em
voluntarios saudaveis (Javit et al., 2012). O mecanismo pelo qual a
disfuncdo do Glu ocorre ainda ndo é entendido, mas 0s receptores
NMDA podem estar envolvidos. Geyer et al. (2002) descreveram em
sua revisdo que os antagonistas NMDA ndo competitivos, incluindo
PCP e cetamina, produzem uma série de anormalidades
comportamentais em ratos e macacos, que tém importantes relagdes com
a sintomatologia esquizofrénica. Paralelamente as hipoteses
neuroquimicas, a implicagdo fisiopatoldgica do estresse oxidativo tem
ganhado atencdo crescente e tem se demonstrado estar envolvida em
muitas doencas mentais (Ng et al., 2008; Marazziti et al., 2011).

Apesar da complexidade inerente a essa area de pesquisa, com
heterogeneidade significativa nos resultados e estudos negativos, uma
quantidade significativa de achados fundamentais apoia uma associacao
entre o estresse oxidativo e a fisiopatologia da esquizofrenia (Flatow et
al., 2013). Com relagdo aos distlrbios do SNC, niveis baixos de
glutationa foram encontrados tanto no cortex pré-frontal como no
liquido cefalorraquidiano por cromatografia liquida com espectrémetro
de massa (Do et al., 2009). De acordo com esses estudos, um estudo
protedmico do cortex pré-frontal (CPF) de pacientes com esquizofrenia
revelou que metade das proteinas alteradas estavam associadas a fungéo
mitocondrial e ao estresse oxidativo (Prabakaran et al., 2004).
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Com relacdo as hipoteses neuroquimicas da esquizofrenia, o
aumento dos niveis de dopamina levam ao aumento da auto-oxidagédo e
desaminacdo oxidativa, contribuindo assim para o aumento do estresse
oxidativo (Yao e Keshavan, 2011; Davis et al., 2014). Entretanto,
acredita-se que a hipofuncdo NMDA na esquizofrenia resulte em niveis
aumentados de glutamato que poderiam causar sinais excitotéxicos em
neurbnios glutamatérgicos com aumento da liberacdo de célcio
intracelular e subsequentemente aumento dos niveis de espécies reativas
de oxigénio (ERO) (Packer et al., 1997; Davis et al., 2014). Assim, a
dopamina ou o glutamato, poderiam modular o estado oxidativo, que
também poderia ter um impacto direto nessas vias neuroguimicas
(Deslauriers et al., 2015, Grignon e Deslauriers, 2015; Hardingham e
Do, 2016).

1.2 ESQUIZOFRENIA E DISFUNCAO MITOCONDRIAL

Evidéncias de anormalidade primaria de geracdo de energia na
esquizofrenia sdo conhecidas desde 1934, apoiadas no aumento do
lactato e diminui¢do de glutationa (Looney e Childs, 1934). A andlise de
proteomas tem revelado desregulacdo do metabolismo energético na
area de Wernicke bem como a disfungdo da glicose no talamo e
alteragdo da homeostase do célcio no cortex dorsolateral e pré-frontal de
pacientes com esquizofrenia (Martins-de-Sousa et al., 2009). Um outro
estudo revelou anormalidades no metabolismo energético cerebral em
pacientes com esquizofrenia, que pode ser devido ao fornecimento
anormal de oxigénio e glicose e ou sinalizacéo de fatores de crescimento
resultando em perturbagdo metabdlica global que pode ter contribuido
para fisiopatologia da esquizofrenia (Prabakaran et al., 2004). As
mitocondrias sdo uma das mais importantes organelas celulares e tém
um papel crucial na neuroinflamacéo, estresse oxidativo e sinalizacdo
apoptdtica. E também evidente que as mitocondrias podem modular a
atividade neuronal, morfogénese e plasticidade dendritica e sinaptica (Li
et al., 2005). Defeitos nesses processos resultam no desenvolvimento
atipico dos neurbnios. Além disso, varios fatores de risco para
esquizofrenia tais como genética, desregulagdo dos sistemas de
neurotransmissores, toxinas ambientais, desnutricdo prenatal, infecdes e
substancias de abuso podem levar a disfuncdo mitocondrial (Park et al.,
2010; Jousse et al., 2014). Fatores relacionados a integridade das
mitocOndrias sdo essenciais para o desenvolvimento embrionario e para
formag&o de sindpses em camundongos. Prejuizos no seu funcionamento
e consequente estado anormal de energia celular afeta o
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neurodesenvolvimento possivelmente por afetar a conectividade
neuronal, a neurotransmissdo e a mielinizacdo (Chen et al., 2003;
Ishihara et al., 2009). A diversidade de fun¢Bes mitocondriais tem
despertado 0 interesse na investigagdo dessa organela em diversos
transtornos mentais (Picard et al., 2016). Numerosas evidéncias de
estudos que utilizam uma gama de técnicas experimentais, desde
estudos de imagem até métodos ultraestruturais a meios genéticos e
moleculares, sugerem um papel para as mitocondrias nos disturbios
mentais em geral e na esquizofrenia em particular (de Oliveira et al.,
2011; Amar et al., 2007; Marchbanks et al., 2003).

A mitocondria é geradora do trifosfato de adenosina (ATP)
necessario para o funcionamento da célula através da fosforilagéo
oxidativa. Qualquer defeito na via de fosforilagdo mitocondrial ou no
funcionamento normal do cérebro leva a pronunciadas deficiéncias de
energia, insuficiéncia no transporte de célcio e a formacdo de ERO nos
neurdnios, que em Ultima instancia pode resultar em morte neuronal.
Evidéncias sugerem que o prejuizo do funcionamento mitocondrial e
alteragdes das vias descendentes sdo associados a patogénese de varios
transtornos mentais (Chaturvedi e Flint, 2013). Estudos bioquimicos,
genéticos e neuroimagem em humanos sugerem que a disfuncédo
mitocondrial na esquizofrenia, basea-se em evidéncias sobre alteracéo
do metabolismo energético cerebral, atividade da cadeia transportadora
de elétrons (CTE) e expressdo de genes envolvidos na funcéo
mitocondrial (de Oliveira et al., 2011). Focando no sistema de
fosforilagdo oxidativa e consequentemente, abordando os complexos
mitocondriais, estudos post mortem em cérebro de pacientes com
esquizofrénia revelaram alteracBes na atividade da citocromo c oxidase
(complexo V), succinato desidrogenase (complexo 1) e NADH-
citocromo ¢ redutase (complexos I-111) (Cavelier et al., 1995; Prince et
al., 1999). Em conjunto, estes achados sugerem um funcionamento
anormal dos complexos mitocondriais da cadeia respiratéria na
esquizofrenia, sendo que estas alteragbes mitocondriais podem ndo ser
uniformes dependendo da regido cerebral avaliada ou do tipo de célula
estudada (Belogrudov e Hatefi, 1994; Prince et al., 1999; Mehler-Wex et
al., 2006). Pesquisas indicam que a atividade e expressdo de
subunidades do complexo |, desempenham um papel importante no
controle da fosforilagdo oxidativa na mitocéndria (Davey et al., 1998), e
encontram-se aumentadas em plaquetas de pacientes esquizofrénicos
(Ben-Shachar et al., 1999; Taurines et al., 2010; Rosenfeld et al., 2011).
Foi demonstrado também que o grau de aumento na atividade do
complexo | estd diretamente relacionado a severidade dos sintomas
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positivos da esquizofrenia (Dror et al., 2002). Além disso, no cdrtex
parieto-occipital de pacientes com esquizofrénia, verificou-se um
aumento no nivel de RNAm para genes que codificam subunidades que
constituem o complexo | (Karry et al., 2004). Estas evidéncias sugerem
gue a atividade alterada do complexo | pode prejudicar a respiracao
celular e a dindmica da mitocondria na esquizofrenia (Dror et al., 2002;
Rosenfeld et al., 2011).

Estd demonstrado que as disfun¢Bes mitocdndriais participam na
neurodegeneracdo e deficiéncias cognitivas, carateristicas comuns da
esquizofrenia (Schon e Manfredi, 2003; Picard e McEwen, 2014).
Apesar deste entendimento, ndo se sabe se a esquizofrenia mediada pela
mitocOndria é a causa primaria da toxicidade ou é uma resposta ao dano
provocado. Além das alterages mitocondriais, anormalidades em outros
pardmetros do metabolismo energético tém sido observadas na
esquizofrenia, como por exemplo, alteracbes no funcionamento da
enzima creatina cinase (CK) (Canever et al., 2010). Esta enzima esta
envolvida na estocagem de fosfatos de alta energia produzidos pela
mitocOndria, ou seja, catalisa a transferéncia reversivel do grupo N-
fosforil da fosfocreatina para a adenosina difosfato (ADP), regenerando
0 ATP (Pilla et al., 2003). Assim, uma diminuicdo na producdo de ATP,
pode levar a uma reducédo na atividade ou expressao desta enzima (Wyss
e Kaddurah-Daouk, 2000). Neste sentido, Burbaeva et al. (2003),
verificaram uma diminuicdo da enzima CK em tecido cerebral de
pacientes esquizofrénicos, sugerindo que essa diminuicdo esteja
associada a disfuncdo energética cerebral presente na esquizofrenia. De
modo geral, estes achados suportam a ideia de que o metabolismo
energético cerebral pode estar alterado em estruturas cerebrais de
pacientes esquizofrénicos. Portanto, sugere-se que novas substancias
gue tenham acdo neste sistema, possam ser futuramente utilizadas na
clinica para o tratamento da esquizofrenia. Alguns estudos sugerem que
a MLT parece exercer um papel de prevencdo de dano mitocondrial
mantendo ou até mesmo aumentando os niveis de formacdo de ATP,
bem como diminuindo a acdo de radicais livres (Hong-Mei e Yigiang,
2014). As CK s8o enzimas encontradas em todo o corpo, mas existem
predominantemente em células de tecidos com altas demandas de
energia e grandes flutuacbes no metabolismo energético, como
musculos e nervos. Mais especificamente, as enzimas CK séo expressas
como duas isoenzimas mitocondriais, a isoforma CK-ubiquiticas e CK-
sarcoméricas, e como trés isoformas citosolicas (mono ou diméricas):
As CK-MM, CK-MB e CK-BB séo mais prevalentes nos musculos
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esqueléticos, coracdo e cérebro, respectivamente (Wallimann et al.,
1992).

Em condigdes fisioldgicas normais, os niveis totais de CK variam
dependendo da idade, sexo, raca, massa muscular, atividade fisica e
condicdo climética (Brancaccio et al., 2008). Os niveis basais de CK
tendem a ser persistentemente mais elevados nos homens do que nas
mulheres, mais em homens negros em comparagdo com 0s homens
caucasianos e aqueles com maior massa corporal (Black et al., 1986;
Brancaccio et al., 2008). O limite superior para CK normal foi
estabelecido para menos de 150 U/L para mulheres e menos de 175 U/L
para homens (CK NAC UV, 1996). Além disso, h4 muitos fatores
conhecidos associados com niveis aumentados de CK tais como
agitacdo psicomotora, medicagdes, drogas, injecGes intramusculares,
rabdomidlise e miocardite (Knochel, 1993; APA, 1994) . Um aumento
da CK-MM sérica foi encontrado em pacientes com doencas agudas do
cérebro, tais como infeccBes, doencas vasculares e traumatismos
(Meltzer, 1976). Altos niveis de CK tipicamente duram 1-2 semanas,
com niveis maximos atingindo 20.000 UI/L (Meltzer, 1969). Pesquisas
anteriores também demonstraram niveis variaveis, mas consistentes de
CK na maioria dos pacientes submetidos a psicoses agudas (Hatta et al.,
1998; Hermesh et al., 2001).

Um dos mais conhecidos estudos clinicos de esquizofrenia neste
sentido foi sobre a ocorréncia de psicose associada a creatina cinase-
emia, que se refere a niveis marcados de CK em episddios de psicose
aguda (Schweid et al., 1972, Faulstich et al., 1984, Hermesh et al.,
2002). O aumento dos niveis CK é encontrado na maioria dos pacientes
hospitalizados com esquizofrenia aguda e pacientes com psicoses
afetivas (Meltzer, 1976). Como se sabe, a principal funcdo da cadeia
transportadora de elétrons (CTE) é converter a energia redox para um
gradiente eletroquimico de protons que subsequentemente causa
formacédo de ATP a partir do ADP e fosfato pela ATP sintase. O produto
final da cadeia respiratéria é a dgua que é gerada em uma reducdo de
quatro elétrons de oxigénio molecular pelo complexo IV (Lee et al.,
2001). Contudo, durante este processo, ocorre 0 vazamento de elétrons
especialmente nos complexos | e 11l e uma pequena porcentagem de O,
vazado, é convertida em EROs, tais como radicais anido superdéxido
(02" "), peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical reativo hidroxilico
(*OH) (Genova et al., 2001).

Muitos estudos sugerem que as ERO participam do mecanismo
fisiopatoldgico de varias patologias humanas, tais como artrite, choque
hemorragico, doencas cardiovasculares, catarata, disfung@es cognitivas,
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incluindo a esquizofrenia, podendo ser a causa ou fator agravante do
qguadro geral (Halliwell et al., 1992). Diante dessa perspectiva, €é
reconhecido que todos os tecidos sdo vulnerdveis ao estresse oxidativo,
porém o SNC é particularmente sensivel ao estresse oxidativo pela sua
alta taxa de consumo de oxigénio, dos elevados niveis de lipidios
polinsaturados capazes de sofrer peroxidacéo lipidica e da auto-oxidagéo
de alguns neurotransmissores que podem levar a formagdo de ERO
(O Neil et al., 1995).

Uma das hipoteses aceitas sobre a etiologia da esquizofrenia,
postula que as variacdes em multiplos genes de risco em interagdo com
0 ambiente e fatores de desenvolvimento, contribuem para o fenétipo da
doenca (Lohmueller et al., 2003; Harrison e Weinberger, 2005). Além
disso, o estresse oxidativo pode levar a lesdo celular e contribuir para
neuropatologia da esquizofrenia (Mahadik et al., 2006). A relacdo entre
a esquizofrenia e o estresse oxidativo ja foi demonstrada em um estudo
realizado por de Oliveira et al. (2009), sugerindo que a administracdo de
cetamina em roedores, desencadeia altera¢es na atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx), resultando em dano proteico e
lipidico. Também foi relatado que os niveis de antioxidantes ndo
enzimaticos como a GSH estdo diminuidos na esquizofrenia (Raffa et
al., 2009; Raffa et al., 2011). Sabe-se, portanto, que o estresse oxidativo
interfere em todo o processo de neurodesenvolvimento e pode
permanecer durante toda a vida (Halliwell, 1992). O dano oxidativo é
uma consequéncia da utilizacdo ineficiente de O, pelas células. A maior
parte do O, absorvido pelas células é utilizada para a geracio de energia
mitocondrial na forma de ATP (Acufia-Castroviejo et al., 2001). No
entanto, uma pequena percentagem do O, tomado pelas células escapa
ao metabolismo convencional e é reduzida a radicais e produtos nao
radicais que pela sua alta reatividade, sdo prejudiciais as estruturas
subcelulares (figura 3). Os radicais livres sdo moléculas ou porcdo de
moléculas que possuem um elétron ndo emparelhado em seu orbital de
valéncia. Esse estado deficiente em elétrons torna esses agentes
altamente reativos e danificam moléculas adjacentes abstraindo um
elétron ou doando um elétron para eles. Embora o dano aos lipidios,
proteinas e DNA pareca ser de maior interesse, a lesdo que ocorre ndo se
restringe a essas grandes moléculas (Acufia-Castroviejo et al., 2001).
Para além disso, os compostos gerados sdo capazes de provocar dano a
qualquer molécula na vizinhanga do local onde sdo produzidos. Isto é
particularmente verdadeiro para a maioria das espécies reactivas. Ex: O
*OH, que devido & sua meia-vida curta, interage com a primeira
molécula que encontra e devido a isso, as lesGes moleculares que
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ocorrem sao descritas como sendo especificas do local (Russel et al.,
2004).
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Figura 1 - O oxigénio molecular (O) é reduzido a varios radicais livres e
espécies reactivas relacionadas como ilustrado nesta figura. Embora o radical
anido superoxido (O 2 .-) ndo seja considerado especialmente reactivo, o radical
hidroxilo (*OH) facilmente danifica qualquer molécula na vizinhanca do local
onde é produzido. Uma variedade de enzimas causa a formacéo do O: .- e, da
mesma forma, por causa do vazamento de elétrons da cadeia de transporte de
elétrons, os radicais sdo produzidos abundantemente nas mitocondrias. Varias
enzimas, incluindo superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT) metabolizam estes reagentes para subprodutos menos toxicos ou
ndo téxicos. Quando o perdxido de hidrogénio (H202) é metabolizado por GPx,
a glutationa reduzida (GSH) é oxidada para o glutationa dissulfureto (GSSG)
que é convertido de volta a GSH pela enzima glutationa redutase (GRd)
(Adaptado de Russel et al., 2004).

1.3 ANTIPSICOTICOS

Os primeiros antipsicéticos a serem descobertos na década de
1950 foram o haloperidol e a clorpromazina, seguidos por outros
agentes, incluindo flufenazina, loxapina, pherfenazina, pimozida,
tioridazina, tiotixeno e trifluoperazina. Conhecidos como antipsicéticos
"de primeira geragdo" ou "tipicos", esses farmacos foram usados para
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tratar psicose (independentemente da causa), distdrbios psicéticos
crbnicos (por exemplo, esquizofrenia) e outras condi¢des psiquiatricas.
Entretanto, os efeitos adversos proeminentes incluiram efeitos colaterais
extrapiramidais tais como discinesia tardia, rigidez muscular e tremores,
isto é, sintomas parecidos com Parkinson (Pratt et al., 2012). Novos
antipsicéticos, conhecidos como antipsicoticos "de segunda geracdo" ou
"atipicos", apresentam menor risco de efeitos colaterais extrapiramidais.
No entanto, muitos tém efeitos metabolicos graves. Estes antipsicdticos
incluem aripiprazole, clozapina, iloperidona, olanzapina e risperidona.
Antes da descoberta dos primeiros antipsicéticos, o manejo da
esquizofrenia dependia de sedacdo forte, terapia eletroconvulsiva e
institucionalizacdo (Van e Kapur, 2009). Atualmente, o principal
tratamento para a esquizofrenia consiste no uso de medicacdo
antipsicética, cuja acdo principal é a diminuicdo da atividade dos
receptores de dopamina e em muitos casos, essas medicacfes exercem
efeito sobre a atividade dos receptores de serotonina (Becker e Kilian,
2006; Millan et al., 2016). O desenvolvimento de antipsicdticos de
segunda geracdo produziu alguns avancos em termos de eficacia, com
alguma melhora modesta no tratamento dos sintomas negativos e na
tolerabilidade, particularmente no que se refere aos efeitos colaterais
extrapiramidais nesta condicdo (Garay et al., 2016). No entanto, nenhum
antipsicotico apresenta efeitos robustos sobre os déficits cognitivos ou
problemas de processamento social que sd@o componentes importantes
deste transtorno (Millan et al., 2016).

Durante anos, a eficacia limitada de agentes convencionais e de
segunda geracdo levou a teoria segundo a qual a manipulagdo de outros
alvos cerebrais além dos receptores da dopamina D, podia ser necessaria
para tratar esse distlrbio e para melhorar a seguranca e a tolerabilidade.
Nos Gltimos anos, a hipotese de receptores NMDA da esquizofrenia foi
validada em modelos pré-clinicos e humanos (Howes et al., 2015). De
acordo com esta teoria, a liberacdo excessiva da dopamina na via
mesolimbica e a diminuicdo da liberacdo de dopamina da via
mesocortical no cortex pré-frontal, que sdo responsaveis por alguns dos
sintomas da esquizofrenia, sdo secundérias a uma diminui¢do no
controle de receptores NMDA dos neurénios GABAérgicos inibitorios.
Nenhuma medicacdo capaz de melhorar seletivamente a atividade de
receptores NMDA nesta regido chave do cérebro foi aprovada para uso
humano. Estudos indicam que o0s pacientes com esquizofrenia
prodrdmica e precoce tém niveis elevados de glutamato cerebral em
comparagdo com controles saudaveis e pacientes de alto risco que néo se
tornam psicoéticos (de la Fuente-Sandoval et al., 2011). As alteragGes na
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excitacdo mediada por receptores NMDA dos neurdnios GABAérgicos
indicam que a esquizofrenia esta associada a sistemas glutamatérgicos
disfuncionais no cortex pré-frontal e nas regides limbicas do cérebro.
Contudo, existe cada vez mais evidéncias de que o numero de
mecanismos fisiol6gicos tais como o0 estresse oxidativo, respostas
atipicas imunomediadas, sdo observados em individuos com
esquizofrenia e ndo apenas a fisiopatologia dopaminérgica como atesta a
hipotese dopaminérgica da esquizofrenia (Arroll et al., 2014). A este
respeito, abordagens alternativas orientadas para outros receptores
mGIuRs, como os do grupo Ill, bem como para outros receptores de
dopamina (D; e D,) também estdo atualmente a ser estudadas em
modelos pré-clinicos de esquizofrenia (Wieronska et al., 2013).
Evidencias tem relatado uma associagao entre a esquizofrenia, disfuncdo
do ritmo circadiano e niveis de MLT em pacientes com esquizofrenia
(Wulff et al., 2012).

1.4 MELATONINA

A MLT, N-acetil-5-metoxitriptamina, é o principal horménio
produzido pela glandula pineal (Armando, 2013; Onaolapo et al., 2017).
A MLT é uma indolamina de peso molecular 232,3 sintetizada a partir
do aminoéacido essencial triptofano. Foi identificada inicialmente na
glandula pineal de bovinos (Lerner et al., 1959), mais tarde descobriu-se
gue podia estar presente ou ser sintetizada em outros 6rgdos e tecidos
como, retina, trato gastrointestinal, testiculos e linfocitos. A sua funcéo
originalmente descrita é a de regulador de ritmos biologicos (Reitter et
al., 2007). Sua descoberta remonta de 1917 data em que se publicou um
pequeno artigo sobre a glandula pineal. Segundo este artigo, a glandula
pineal podia produzir uma substancia que clareia a pele de girinos. Sua
difusdo deu-se apartir de 1958, através de um artigo de uma pégina
publicada por Aaron Lerner, dermatologo de Yale no jornal American
Chemical Society. As primeiras provas sobre a a¢do da MLT como
tranquilizante e indutora de sono foram observadas em 1970 quando
Tay, (1970) trabalhando com doze voluntarios, mediu ondas cerebrais,
ciclos respiratorios e o ritmo cardiaco. Ao injetar 75mg de MLT nos
individuos observou que, poucos minutos depois da administracdo, as
ondas cerebrais haviam lentificado e a maioria dos sujeitos estavam
dormindo. Este e outros estudos demonstraram que a MLT gerava
efeitos opostos aos da adrenalina. Estudos subsequentes usando
radioinmunoensaio, demonstraram uma evidéncia crucial: os seres
humanos produzem de cinco a dez vezes mais MLT durante a noite do
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que durante o dia, um ritmo cicardiano que também se observa em
outros animais (Russel e Reiter, 1995).

A sintese de MLT em mamiferos, que é liberada na fase do escuro,
depende, necessariamente, de uma ativagéo do sistema nervoso autbnomo
na sua divisdo simpatica e da consequente liberacdo de noradrenalina
pelos terminais que inervam a glandula pineal. A noradrenalina,
interagindo com 0s receptores pds-sinapticos dos tipos a; e bi—
adrenérgicos presentes nos pinealdcitos, desencadeia uma série de eventos
bioguimicos intracelulares que levam & sintese de MLT. A sintese de
MLT (figura 1) acontece pela conversdo do triptofano em 5-
hidroxitriptofano pela acdo da enzima triptofano hidroxilase 1 (TPH1), a
qual passa por uma descarboxilagdo subsequente catalisada pela
descarboxilase de 1-aminoacidos aromaticos que resulta na formacédo de
serotonina. A serotonina é por sua vez, acetilada pela acdo da
arilalquilamina  N-acetiltransferase (AANAT) e convertida em N-
acetilserotonina, que tem o grupamento hidroxila trocado por metil pela
acdo da hidroxindol-oxi-meltransferase (IOMT), culminando na formacao
da MLT (Cipolla et al., 1999).

* *
Tripotofano 5-Hidroxitriptofano 5-hidroxitriptamina
T (Serotonina)

Serotonina

5-hidroxilase de triptofano 5-HTP-descarboxilase N-acetiltransferase

H£\0

*

N-Acetil-5-metoxitriptofano N-Acetil-Serotonina
D (Melatonina) ? i

0 OH-Indole-O-Metiltransferase

Figura 2 - Sintese da MLT a partir do aminoacido essencial triptofano (adaptado
de Sergio et al., 2012).

O ritmo da MLT é gerado pelo rel6gio circadiano endégeno no
nucleo supraquiasmatico do hipotamo e é segregado de acordo com o
ciclo de 24 horas de luz e escuridao (Tan et al., 2003). Anormalidades
na funcdo pineal altera a secrecdo da MLT, que leva a alteracdo dos
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picos de secrecdo diurna e noturna verificada em pacientes com
depressdo unipolar, depressao bipolar e esquizofrenia (Srinivasan et al.,
2010; Khaleghipour et al., 2012). Esta propriedade deve-se a atividade
de um pequeno feixe de neurdnios chamado nucleo supraquiasmatico,
localizado no hipotalamo, que transmite sinais elétricos seguindo um
padrdo regular de 12 horas de fase de liberacdo e outras 12 horas de fase
de ndo liberacdo da MLT (Russel e Reiter, 1995).

O sistema neural que controla o metabolismo da glandula pineal
origina-se no nucleo paraventricular do hipotdlamo, que se projeta para
coluna intermédio-lateral da medula toracica alta, nos neurdnios pré-
ganglionares do sistema nervoso autdbnomo simpatico. Estes neurénios
projetam-se entdo para 0s ganglios cervicais superiores, cujos neurdnios
po6s-ganglionares se projetam para glandula pineal através dos ramos
carotideos internos e nervos condrios. O ritmo diario de sintese de MLT
depende do sistema neural que controla a ritmicidade circadiana e que
comega na retina e se projeta, via trato retino-hipotalamico,
principalmente para o ndcleo supraquiasmatico, que se conecta com o
ndcleo paraventricular hipotaldmico, controlando nas 24 horas a
atividade da via neural descrita acima (Cipolla- Neto e Afeche, 2008).
Fisiologicamente a secrecdo da MLT aumenta assim que escurece e
atinge seu pico por volta de 2 a 4h am e diminui na segunda metade da
noite (Cicardin, 2010). A MLT possui tempo de meia vida curto (30-
40minutos) e os niveis fisioldégicos durante a noite sdo mantidos pelo
processo de secre¢do continua (Srinivasan et al., 2010).

Existe diferengas considerdveis entre a MLT sintetizada na
glandula pineal e a sintetizada em outros 6rgdos, principalmente em
relagdo ao local de retencdo, local do metabolismo e liberagdo na
circulagdo. Em mamiferos por exemplo, a contribuicdo da MLT extra
pineal é normalmente baixa (Pozo, 1997) com excecdo do trato
gastrointestinal em que a producdo da MLT alcanca concentracGes
substanciais, mas somente sob influéncia de fatores nutricionais, em
termos de resposta p6s pandrial (Bubenik, 2002; Hardeland e Pandi,
2005). A quantidade de MLT liberada pelo trato gastrointestinal e que
aparece na circulagdo pode superar de longe a quantidade liberada pela
glandula pineal (Huether et al., 1992), podendo influenciar a¢bes no
SNC, porém seus efeitos permanecem fracos por razdes relativas a curva
de resposta da MLT (Hardeland e Pandi, 2005).

Um dos primeiros mecanismos de a¢do da MLT esta relacionado
as suas propriedades hipnogénicas (Lushington, 1997). Além disso, a
MLT também tem acgdes de ressincroniza¢do de ritmos biolégicos. A
respeito destas propriedades, a MLT tem sido usada para tratar
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distarbios de ritmo como, jet lag e sindrome de atraso de fase de sono
(Arendt, 1988), entre outros distarbios do ritmo circadiano.

1.5 MELATONINA E ESQUIZOFRENIA

O uso de MLT como agente terapéutico pode ser datado de 1920,
guando um grupo de pacientes com "dementia praecox™ foi tratado com
extratos da glandula pineal (Becker, 1920). Entre as décadas de 1950 até
meados da década de setenta, a MLT foi utilizada na forma de inje¢des
de extrato pineal (Bigelow, 1974). Com relacdo a esquizofrenia, os
estudos iniciais envolvendo a MLT foram realizados com injecdes de
extratos da glandula pineal bovina (Eldred e Bell, 1960; Bigelew, 1974).
Logo apds, os extratos de glandula pineal deram lugar ao uso de
preparacdes de MLT para tratar distdrbios do sono (Shamir et al., 2000;
Suresh et al., 2007) e discinesia tardia na esquizofrenia (Castro et al.,
2011).

Evidéncias demonstram unanimidade sobre a indicagdo clinica da
MLT para regulagdo do sono, comum em pessoas idosas, pacientes com
as mais diversas patologias, incluindo doencas neurodegenerativas e
transtornos psiquiatricos. A MLT parece exercer uma série de outras
funcBes ainda pouco estudadas tais como: detoxificador de radicais
livres, modulador de processos inflamatérios, agente anticolinérgico,
protetor de dano mitocondrial, protetor de dano por alteragdo de influxo
de calcio, redutor de resisténcia a insulina e protetor da integridade de
membrana celular (Esposito e Cuzzocrea, 2010; Reiter et al., 2002; Tan
et al., 2007). Muitas acGes da MLT sdo mediadas através da interacéo
com receptores especificos ligados & membrana. Além disso, a MLT é
uma molécula anfipética, por isso pode atravessar a membrana celular e
submembranas intracelulares com facilidade. Devido a esta propriedade,
a MLT é capaz de atuar ndo apenas sobre receptores de membrana, mas
modificar diretamente reag¢des que ocorrem no interior das células e suas
organelas.

O metabolismo da MLT no SNC é particularmente relevante por
sua contribuigdo relativa das vias catabdlicas, pode ser influenciada por
condicbes de inflamacéo e de estresse oxidativo (Galano et al., 2011).
Isto ¢é evidenciado por elevados niveis de produtos de oxidacdo da MLT
tais como a N-acetyl-N-formil-5-methoxykynuramine (AFMK) no
liquido cerebroespinal de pacientes com meningite (Prunet et al., 2001).
Este metabdlito e seus produtos secundarios como a N'-acetyl-5-
methoxykynuramina (AMK), tém demonstrado possuir propriedades de
protecdo celular incluindo efeitos benéficos na mitocéndria (Rodrigues
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et al., 2004). Além disso, numerosas publicacdes tém demonstrado o
potencial neuroprotetor da MLT sob varias condigcBes experimentais
(Wang et al., 2013).

Vérios estudos relataram o funcionamento anormal da MLT na
fisiopatologia da esquizofrenia (Bersani et al., 2010; Morera-Funmero et
al., 2010). WuIff et al. (2012) relataram associacdo entre esquizofrenia,
disfungdo do ritmo circadiano e niveis de MLT em pacientes com
esquizofrenia. A MLT também tem sido utilizada no controle de
disturbios do sono associados a esquizofrenia (Gorfine et al., 2006) e
discinesia tardia relacionada a farmacos antipsicéticos (Shamir et al.,
2001). Os efeitos da MLT exo6gena tém sido estudados extensivamente
(Kopp et al., 1999; ElI Mrabet et al., 2012; Onaolapo et al., 2014;
Onaolapo et al., 2017). Em seres humanos, a administracdo diurna de
MLT promoveu o sono e resultou em padrbes de atividade cerebral
semelhantes ao sono no cOterx parieto occipital e no hipocampo
(Gorfine e Zisapel, 2007). Enquanto em roedores, varios estudos
demonstraram efeitos anticonvulsivantes (Yildirim e Marangoz, 2006),
ansioliticos (EI Mrabet et al., 2012), antidepressivos (Mantovani et al.,
2003 e efeitos facilitadores da memdria (He et al., 2013; Onaolapo et al.,
2017) da MLT exoOgena. Estudos que avaliam os efeitos
comportamentais da MLT em camundongos relataram um efeito
depressor central; com uma diminui¢cdo nos comportamentos de campo
aberto (Onaolapo et al., 2014) e reversdo dos efeitos comportamentais e
sisttmicos da exposicdo de camundongos prepuberos ao estresse
cronolégico imprevisivel (Onaolapo et al., 2017). No entanto, também
houve estudos que relataram efeitos convulsivos, (Stewart e Leung,
2005) supressdo de formacdo de meméria (Rawashdeh et al., 2007) e
comprometimento da aquisicdo, mas ndo a expressdo de medo
contextual em ratos (Yang et al., 2013). A MLT tem sido relatada como
benéfica na reversdo de alteracbes comportamentais e bioquimicas
associadas a esquizofrenia induzida por cetamina em camundongos (da
Silva et al., 2017). Embora os estudos tenham avaliado a eficacia da
MLT como coadjuvante no tratamento da esquizofrenia em humanos
(Suresh et al., 2007; Romo-Nava et al., 2014), ainda existe uma escassez
de informagdes pré-clinicas sobre seu potencial como Unico agente.

Durante a Ultima década, estudos demonstraram que a MLT
desempenha um papel eficaz na regulacdo da homeostase mitocondrial
(Martin et al., 2000). Além de ser um detoxificador de radicais livres, a
MLT reduz a producdo de 6xido nitrico (ON) dentro das mitocondrias
(figura 2). Além disso, mantém o fluxo de elétrons, a eficiéncia da
fosforilagdo oxidativa, a produgdo de ATP e a fungdo bioenergética da



54

célula, regulando a atividade dos complexos da cadeia respiratéria, o
influxo de Ca®* e a abertura de poros de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (Martin et al., 2000; Lopez et al., 2009).

e -
> Expressao génica

PTPM

Figura 3 - Representagdo esquematica dos potenciais mecanismos pelos quais a
MLT protege as mitocdndrias. (A) Posta no interior da mitocondria a MLT
detoxifica diretamente as ERO. (B) A MLT aumenta a atividade de enzimas
antioxidantes (SODs e GPx). (C) A MLT estabiliza a membrana interna
mitocondrial (MIM). (D) A MLT aumenta a atividade e respiracdo da CTE e
producdo de ATP. (E) A MLT regula a expressdo do genes mitocondriais. As
letras romanas |, I1, I, IV e V representam complexos da cadeia de transporte
de elétrons mitocondriais; ME membrana externa ; MI-membrana interng;
PTPM-poro transitério de permeabilidade mitocondrial (adaptdo de Hong-Mei e
Yigiang, 2014).

1.6 MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA

Para facilitar nossa compreensdo e manejo da esquizofrenia,
foram desenvolvidos modelos experimentais (Steeds et al., 2015) que
mimetizam alteracbes comportamentais e bioquimicas semelhantes as
alteracBes observadas nos varios sistemas de neurotransmissores
associados a esquizofrenia. Atualmente, os modelos farmacoldgicos que
usam antagonistas de receptores glutamatérgicos NMDA como
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cetamina, fenciclidina e MK801 tornaram-se muito importantes. Seu uso
estd baseado em observacgdes de que essas drogas induzem com sucesso
sintomas positivos e negativos de esquizofrenia (Uribe et al., 2013). O
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina foi reconhecido
como tendo validade de face superior em comparacdo com a
fenciclidina; porque é menos toxico e a administracdo repetida induz a
mudancgas comportamentais semelhantes as observadas na esquizofrenia
(Imre et al., 2006; Schumacher et al., 2016). O modelo animal de
esquizofrenia induzido por cetamina é hoje amplamente aceito; trata-se
de um anestésico dissociativo que afeta a atividade glutamatérgica pelo
bloqueio dos receptores NMDA (Ellison, 1995). Sabe-se que a cetamina
causa psicose em individuos com esquizofrenia e pode induzir sintomas
(positivos e negativos) similares aos da esquizofrenia em voluntarios
saudaveis (Becker et al., 2004). Estes autores também sugerem que
animais tratados de forma subcrbnica com cetamina fornecem
evidéncias de que a cetamina é um modelo animal 0atil para
esquizofrenia.

A pesquisa basica em animais representa uma promissora
ferramenta para o estudo da base neurobiol6gica do disturbio neural e
comportamental relevante para a esquizofrenia, para estabelecer e
avaliar, novas terapias farmacologicas para seu tratamento (Meyer e
Feldon, 2010). Sabe-se que a cetamina bloqueia o poro do canal
NMDA, impedindo deste modo o influxo de calcio o que resulta em
efeitos psicéticos que incluem sintomas positivos transitérios e
reversiveis, negativos e cognitivos da esquizofrenia em indiviuos
saudaveis e exacerba 0s mesmos sintomas em pacientes com
esquizofrenia (Mechri et al., 2001; Javitt et al., 2011). Em roedores,
estas substancias estabelecem comportamentos anormais, como
hiperatividade, estereotipia, alteracdo do comportamento social e déficit
sensorio e cognitivo, que sdo 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 funcdo antipsicética em humanos (Neill et al., 2010;
Meltzer et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Os antipsicoticos constituem a principal opcdo de tratamento da
esquizofrenia, portanto estas medicacfes apresentam limitagdes
consideraveis como a fraca eficacia principalmente para os sintomas
negativos e cognitivos da esquizofrefrenia; além disso em sua maioria
estas medicagdes apresentam efeitos colaterais significativos que por si
justificam mais tratamento farmacoldgico ou resultam em recaidas,
maior risco de agressividade e até de suicidio. Abordagens alternativas
orientadas para outros receptores mGIuRs, como os do grupo Ill, bem
como para outros receptores de dopamina D3 e D, também estio
atualmente a ser estudadas em modelos pré-clinicos de esquizofrenia
(Wieronska et al., 2013). Evidéncias tem mostrado uma associacao
entre a esquizofrenia, disfuncdo do ritmo circadiano e niveis de MLT em
pacientes com esquizofrenia (Wulff et al., 2012). Isto permite sugerir
que a reducdo da producdo da MLT que se observa no quadro clinico da
esquizofrenia seja consequéncia do processo patologico de transtornos
psiquiatricos que apresentam déficits do sono em seu quadro
sintomatoldgico, incluindo a esquizofrenia. Tendo em vista que 0s
farmacos atualmente utilizados no tratamento da esquizofrenia ainda nao
apresentam uma resposta ideal no manejo dos casos de esquizofrenia, a
prevencdo bem como o desenvolvimento de terapias alternativas ou
adjuvantes como a MLT apresenta-se justificavel.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo da MLT sobre pardmetros
comportamentais ¢ de metabolismo energético no modelo animal de
esquizofrenia induzido pela administragdo de cetamina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os efeitos da MLT sobre a distancia percorrida,
movimentos estereotipados, tempo de pernanéncia no centro e nas
bordas em ratos submetidos aos protocolos de prevencao e reversao;

Avaliar os efeitos da MLT sobre a inibicdo por pré-pulso do
reflexo do sobressalto de ratos submetidos aos protocolos de prevencdo
e reversao;

Avaliar os efeitos da MLT sobre a atividade dos complexos 1, 11,
II-111 e IV da cadeia respiratéria mitocondrial em tecidos cerebrais de
ratos submetidos aos protocolos de prevencéo e reversao;

Avaliar os efeitos da MLT sobre a atividade da enzima CK em
tecidos cerebrais de ratos submetidos aos protocolos de prevengdo e
reversao.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ASPECTOS ETICOS

Os experimentos foram realizados na Universidade do Extremo
Sul Catarinense (UNESC), no Laboratério de Neurociéncias em
colaboragdo com o Laboratério de Toxicologia. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as recomendacfes
internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratério, além
das recomendacGes para 0 uso de animais da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e comportamento (SBNeC). Os protocolos de manuseio e
experimentacio foram aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa
no Uso de Animais (CEUA) da UNESC sob Protocolo n° 045/2015-2
(Anexo A).

4.2 ANIMAIS

Os animais foram obtidos de col6nias mantidas no Biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Foram utilizados ratos
Wistar (Rattus novergicus) machos com 45 dias de vida, pesando
aproximadamente 170 a 200g. A quantidade total de animais foi de 120,
considerando-se 10-12 animais por grupo (6 grupos experimentais) e
dois protocolos (prevencdo e reversao) com 60 animais cada. Os ratos
foram acondicionados em grupos de cinco por caixa. Os experimentos
foram realizados obedecendo o ciclo claro/escuro de 12 horas (claro as
7:00h) e comida e agua ad libitum. O ambiente foi mantido a
temperatura de 22 + 1°C. Os animais tiveram seu peso, condigdo da
pelagem e comportamento alimentar monitorados diariamente durante o
periodo de estudo.

Os ratos desta espécie sdo descritos na literatura ha muitos anos
como uma linhagem de roedores apropriada para 0 estudo da
esquizofrenia, bem como para testar novas propostas farmacolégicas em
estudos pré-clinicos (Ellenbroek e Cools, 2000; Nestler e Hyman, 2010).

Optou-se pela utilizacdo de ratos machos porque as fémeas
apresentarem uma grande variabilidade de resposta em ambos os testes
comportamentais e bioquimicos, fato geralmente associado ao perfil
hormonal especifico.

Os procedimentos foram executados de acordo com o Instituto
Nacional de Guia de Salde para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério e as recomendacfes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) projetado para minimizar o
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sofrimento e limitar o nimero de animais utilizados. No presente estudo
foram usados dois protocolos (prevencao e reversdo) conforme (figura
4). A fim de verificar um eventual efeito profilatico e terapéutico da
MLT, foram utilizados dois protocolos, sendo um de prevencdo e outro
de reverséo adaptados de acordo com de Oliveira et al. (2011). Portanto,
no protocolo de prevengdo os animais receberam MLT nas doses de
1mg/kg ou 10mg/kg ou salina por gavagem, uma vez ao dia durante 14
dias, entre os dias 8 e 14 receberam cetamina (25mg/kg) ou salina via
intraperitoneal (i.p). A administracdo repetida de cetamina induz
sintomas tipicos da esquizofrenia em ratos (Hunt et al., 2006; de
Oliveira et al., 2011). No procolo de reversdo, 0s animais receberam
cetamina (25 mg/kg) ou salina (i.p), uma vez por dia, durante 14 dias,
entre os dias 8 e 14 receberam MLT nas doses de 1mg/kg ou 10 mg/Kkg,
uma vez ao dia (Castro et al., 2011; Ozyrt et al., 2014).

 MLT 1 ou 10mg/kg ou Controle |
| Protocolo de prevencio | I

' Cetamina 25mg/kg ou Salina :
0 8 14

|Cetamina 25mg/kg ou Salina , |
1 L

| Protocolo de reversao I
MLT 1 ou 10mg/kg ou Controle v

»# Atividade locomotora
»# Inibigao por pré-pulso

|

] Analises bioquimicas Id— » Cortex prefrontal | e— Testes
» Hipocampo comportamentais
# Estriado

Figura 4 - Os ratos foram separados aleatoriamente em seis grupos
experimentais (n= 10-12). Os animais receberam MLT nas doses de 1 ou
10mg/kg ou dgua, uma vez por dia, durante 14 dias, entre os dias 8-14 (durante
7 dias) receberam cetamina 25mg ou salina, uma vez ao dia. No protocolo de
reversdo os animais receberam cetamina (25mg/kg), uma vez por dia durante 14
dias, entre os dias 8-14 (durante 7 dias) receberam MLT1 ou 10mg/kg, uma vez
ao dia. Dados do pesquisador 2015.

Apds a ultima administracdo de salina ou cetamina, tempo
determinado conforme o protocolo de execucdo de cada teste, 0s
animais foram submetidos aos testes comportamentais: atividade
locomotora (distancia percorrida, esteriotipia, tempo de permanéncia no
centro e nas bordas), teste de |Inibicdo do Pré-Pulso (IPP).
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Posteriormente, foram mortos por decapitagdo em guilhotina. As
estruturas cerebrais, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado dos dois
hemisférios foram guardados separadamente, dissecadas, congeladas
em nitrogénio liquido e mantidas em freezer -80°C para posteriores
andlises bioquimicas da atividade dos complexos I, I, 1I-1ll e IV da
cadeia respiratoria mitocondrial, e atividade da creatina cinase.

4.3 FARMACOS
4.3.1 Cetamina

A cetamina foi administrada via i.p. na dose de 25mg/kg,
preparada em solucdo salina no volume de 1mL/1000g. A administragdo
da dose de 25mg/kg foi utilizada para mimetizar alguns sintomas
psicéticos, tais como a hiperlocomocdo e comportamento estereotipado,
déficits cognitivos e filtro sensoério-motor (Sams-Dodd, 1998). O
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetinina ¢ amplamente
aceito; trata-se de um anestésico dissociativo, que afeta a atividade
glutamatérgica através do bloqueio do receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA ) (Becker et al., 2003). Sabe-se que a cetamina causa psicose
em pacientes com esquizofrenia e esta substancia é também é usada para
avaliar sintomas positivos e negativos da esquizofrenia em voluntarios
saudaveis (Ellison, 1995).

4.3.2 Melatonina

A MLT (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., USA) foi
administrada na dose de 1mg/kg e 10mg/kg, dissolvida em 0,5% de
etanol, e a solucdo diluida em agua, administrada dentro de um volume
de 1ml por kilograma de peso (Subramanian et al., 2007). Para o grupo
controle, foi administrado o mesmo volume de etanol dissolvido em
agua.

3.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Aos animais submetidos aos dois protocolos, foram submetidos
aos seguintes testes comportamentais conforme descritos abaixo:
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4.4.1 Atividade locomotora

Para observar a capacidade de atividade locomotora, trinta
minutos ap6s a Ultima administracdo de salina ou cetamina, os animais
foram submetidos individualmente a exploracdo em uma caixa de
atividade locomotora com 50 x 25 x 50 cm de dimensfes durante o
periodo de 15 minutos, onde a atividade foi avaliada automaticamente
(Activity Monitor, Insight Laboratory Equipment, Ribeirdo Preto, SP).
Este teste avaliou a atividade locomotora através da distancia (cm)
percorrida pelo animal, dividindo o tempo total de avaliacdo 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
posicdes controladas pelo sistema (Zugno et al., 2013). O dispositivo é
capaz de registrar varios parametros da atividade locomotora. Os
seguintes parametros foram registrados no presente trabalho: distancia
percorrida, movimentos estereotipados e tempo de permanéncia no
centro e nas bordas do campo aberto. A distancia percorrida e a
estereotipia sdo medidas padrdo dos efeitos alucindgenos da cetamina,
bem como os sintomas da esquizofrenia (de Oliveira et al., 2009).

A estereotipia foi definida como movimentos rapidos e
repetitivos da cabecga e das pernas (Hiritri et al., 1993; Battisti et al.,
2000). Este parametro foi analisado no mesmo momento e equipamento
da atividade locomotora. A estereotipia é considerada pelo software,
como um movimento instdvel em qualquer momento em que
movimentos repetitivos sdo registrados em leituras subsequentes, sem
alteracdo no centro de massa do animal. As possiveis unidades de
medida a serem consideradas s&o mm (milimetros), cm (centimetros) e
polegadas (polegadas).

O tempo de premanéncia no centro e nas bordas sdo parametros
de ansiedade e defesa conhecida, uma vez que os roedores tendem a
evitar o centro de um campo, temendo a presenca de predadores (Lapiz
et al., 2000). No entanto, uma quantidade normal de tempo no centro
pode sinalizar atividade exploratéria do roedor (Avila-Martin et al.,
2015).

4.4.2 Interacdo da inibi¢do por pré-pulso

A quantificacdo IPP foi realizada com base no protocolo descrito
por Levin et al. (2011). Utilizou-se uma caixa de medida de sobressalto
com vedagdo sonora (Insight, S&o Paulo, Brasil). O protocolo foi
composto por 74 testes pseudo-randomizados, divididos em sete
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categorias distintas, apresentados com um intervalo de 20 segundos: 1)
20 apresentacOes de pulso sozinho (P) com uma intensidade de 120 dB
por 50 ms; 2) 8 apresentacdes de cada intensidade de pré-pulso (PP)
sozinho, intensidades de 65, 70 e 75 dB e 3000 Hz de frequéncia por 20
ms; 3) 10 apresentacdes de cada intensidade de PP + P, com um
intervalo de 50 ms. A média da amplitude de sobressalto apds as sessdes
de P, bem como a média da amplitude da resposta de sobressalto apds as
sessdes de PP+P foram calculadas para cada animal. O nivel de IPP para
cada animal foi determinado pela expressao 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 equacéo: %
IPP =100 — [(PP/P) x 100]. Desta forma, 0% correspondeu & auséncia
de diferenca entre a amplitude de sobressalto apds as sessbes de P e
PP+P e, consequentemente, & auséncia de inibicdo da resposta de
sobressalto. O resultado indicou a porcentagem de IPP, avaliando assim
as funcdes sensorio-motoras dos animais (Hoffman e Ison, 1980; Weiss
e Feldon, 2001).

4.5 ANALISES BIOQUIMICAS

Apo6s a morte dos animais por decapitacdo, suas estruturas
cerebrais foram retiradas (cortex pré-frontal, hipocampo e estriado). As
amostras foram inicialmente mantidas em freezer com temperatura -
80°C. Foram realizadas as seguintes analises bioguimicas como descrito
abaixo:

4.5.1 Atividade da Cadeia Respiratéria Mitocondrial Determinagao
da atividade do Complexo | (NADH desidrogenase)

Ao meio contendo tampéo fosfato de potassio (100 mM, pH 7,4)
e proteinas do homogeneizado foram adicionados 14 mM de NADH, 1
mM de rotenona e 10 mM de ferrocianeto de potassio. As absorbancias
foram registradas por 3 minutos a 420°C. A atividade do complexo |
(EC 1.6.5.3) foi medida através da taxa de redugdo do ferricianeto
dependente de NADH (Cassina e Radi, 1996). Os resultados foram

expressos em nmol. minL mg de proteina‘l.

Determinacéo da atividade do Complexo Il (succinato: ubiquinona
oxirredutase)
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O meio de incubacdo foi constituido de fosfato de potassio (40
mM, pH 7,4), 16 mM de succinato de sédio e 8 uM de 2,6-
dicloroindofenol (DCIP). Inicialmente, pré-incubou-se com 40-80 ug de
proteinas do homogeneizado a 30°C por 20 minutos. Depois, foram
adicionados ao meio 4 mM de azida sddica e 7 uM de rotenona e a
reacdo iniciou com adicdo de 40 uM de DCIP. As absorbancias foram
registradas por 5 minutos em 600 nm. A atividade do complexo Il (EC
1.3.5.1) foi medida pela diminuicdo da absorbéncia causada pela
reducdo do DCIP (Fischer et al., 1985). Os resultados foram expressos

em nmol .min"L. mg de proteina'l.

Determinacdo da atividade do Complexo 11+CoQ+I1l (succinato:
citocromo c oxirredutase)

O meio de reacdo, constituido de fosfato de potassio (40 mM, pH
7,4) contendo 16 mM de succinato de sodio, foi pré-incubado com 40-
80 ug de proteinas do homogeneizado a 30°C por 30 minutos. Em
seguida, foram adicionados 4 mM de azida sédica e 7 uM de rotenona e
a reacdo se iniciou pela adicdo de 0,6 pug/mL de citocromo ¢ e as
absorbancias foram registradas por 5 minutos a 550 nm. A atividade do
complexo 11+CoQ+Ill (EC 1.3.99.1) foi medida pelo aumento da
absorbancia causado pela reducédo do citocromo c (Fischer et al., 1985).

Os resultados foram expressos em nmol . min“L, mg de protel'na'l.

Determinacio da atividade do Complexo IV (citocromo ¢ oxidase)

O meio de incubagdo continha tampédo fosfato de potéssio (10
mM, pH 7,0), N-dodecil-D-maltosideo (0,6 mM) e 10-20 pg de
proteinas (homogeneizado). A reacdo foi iniciada pela a adicdo de 0,7
ug de citocromo c¢ reduzido. A atividade do complexo IV (EC 1.9.3.1)
foi medida a 25°C por 10 minutos pelo decréscimo na absorbancia
devido a oxidacdo de citocromo ¢ previamente reduzido. As leituras
foram feitas em 550 nm (Rustin et al., 1994). Os resultados foram

expressos em nmol . minL. mg de proteina‘l.

4.5.2 Atividade da Creatina Cinase Determinacéo da atividade da
enzima CK

Para a determinacéo da atividade da CK (EC 2.7.3.2), a reacao foi
iniciada pela adicdo de ADP 3,2 mM em meio contendo 7,08 mM de
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fosfocreatina e de 0,8 a 1 ug de proteinas (homogeneizado). Ap6s um
periodo de 10 minutos de incubacdo, a reagdo foi interrompida pela
adicdo de acido p-hidroximercuribenzoico 50 mM e a coloracéo résea
foi obtida pela adicdo de o-naftol 20% e diacetil 20%. A leitura foi
realizada por espectrofotometria a 540 nm, segundo o método de
Hughes (1962). Para calcular a atividade da creatina quinase nas
amostras, foi feita uma curva de calibragdo utilizando-se creatina como

padrdo. Os resultados foram expressos em umol de creatina. min~L. mg

de protel’na'l.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos testes comportamentais e do metabolismo
energético foram obtidos pela ANOVA de duas vias, quando os valores
de F foram significativos, comparacGes post hoc foram feitas pelo teste
de Tukey. Os dados foram expressos como média (x) e erro padrdo da
média (média = E.P.M). A significancia estatistica foi considerada para
valores de p<0,05. Os dados foram calculados pelo software
GraphPadPrism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA).
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6 RESULTADOS
6.1 PROTOCOLO DE PREVENCAO
6.1.1 Atividade locomotora

Os abaixo resultados mostram a distancia percorrida,
movimentos de estereotipia, tempo de permanéncia no centro e nas
bordas apresentados pelos animais durante 15 minutos. Os animais
foram avaliados 30 minutos e 24 horas apdés a Ultima injecdo de
cetamina e de MLT respetivamente.

As figuras 5 e 6, mostram os resultados relativos a
distancia percorrida bem como os movimentos de esteriotipia exibidos
pelos animais no protocolo de prevengdo. Observou-se que 0S grupos
controle+cetamna, MLT1+cetamina e MLT10+cetamina, apresentaram
aumento da distancia percorrida quando comparados ao grupo controle.
Para os movimentos de estereotipia, observou-se que 0s grupos
MLT10+salina, controle+cetamina, MLT1+cetamina e
MLT10+cetamina apresentaram aumento dos movimentos de
estereotipia quando comparados ao grupo controle. De maneira geral
estes resultados mostram que a cetamina induziu aumento da distancia
percorrida e dos movimentos de estereotipia e a MLT néo foi capaz de
prevenir os efeitos da cetamina. Contrariamente ao esperado, a MLT10
apresentou um efeito semelhante ao da cetamina para 0s movimentos de
estereotipia.

Protocolo de Prevengao
(14 dias de MLT+ 7 dias Cetamina)

Distancia (cm)

Estereotipia

80000

Controle+Salina
60000
MLT1+Salina
40000 MLT10+Salina

Controle+Cetamina
20000

MLT1+Cetamina

MLT10+Cetamina

Figura 5 - Efeito da administracdo da MLT (1mg/kg e MLT10mg/kg) e/ou
tratamento com cetamina (25mg/kg) sobre a atividade locomotora (distancia
percorrida e esteriotipia) no protocolo de prevencdo. Os dados estdo expressos
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como médiatEPM de 10-12 animais em cada grupo. *diferente de controle
(*p<0,05; ***p<0,0001).

I ; MLT1+Salia

S

| Cartrob+C smira | MLTI+ Cetimira MLTI0+Cetum ¥n |

Figura 6 - Efeito da administracdo da MLT (1mg/kg e 10mg/kg) e/ou tratamento
com cetamina (25mg/kg) sobre a atividade locomotora (distancia percorrida,
tempo de permanéncia no centro e nas bordas) no protocolo de prevengdo. Os
dados estdo expressos como média £ EPM de 10-12 animais em cada grupo.

Tempo de permanéncia no centro e nas bordas (prevencao)

A figura 7 mostra os resultados para o tempo de permanéncia dos
animais no centro e nas bordas depois dos respetivos tratamentos.
Quanto ao tempo de permanéncia no centro e nas bordas do protocolo de
prevengdo, estes resultados mostram que 0s grupos MLT1+salina,
MLT10+salina e o grupo MLT1+cetamina, apresentaram aumento
siginificativamente estatistico do tempo de permanéncia no centro e
diminuicdo do tempo de permanéncia nas bordas; estes resultados
sugerem ao contrario do esperado que, a MLT sozinha ou com cetamina,
além de ndo ter prevenido, induziu a comportamentos tipo
esquizofrénico.
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Protocolo de Prevencao
(14 dias de MLT+ 7 dias Cetamina)

Tempo no Centro (s) Tempo nas Bordas (s)

Controle+Salina
MLT1+Salina
MLT10+Salina
Controle+Cetamina

MLT1+Cetamina

MLT10+Cetamina

Figura 7 - Efeito da administracdo da MLT (1mg/kg e 10mg/kg) e/ou tratamento
com cetamina (25mg/kg) sobre a atividade locomotora (tempo de permanéncia
no centro e nas bordas) no protocolo de prevencdo. Os dados estdo expressos
como média £ EPM de 10-12 animais em cada grupo. * diferente de controle
(*p<0,05; ***p<0,0001).

6.1.2 Teste de inibi¢ao por pré-pulso

A figura 8 mostra os resultados sobre a inibi¢do da interacdo por
pré-pulso do reflexo de sobressalto apresentada pelos animais durante
15 minutos na caixa de pré-pulso. Os animais foram avaliados 30
minutos e 24 horas ap6s a Ultima injecdo de cetamina e MLT
respetivamente. Observou-se que o grupo controle+cetamina apresentou
diminuicdo da inibicdo por pré-pulso nas trés intensidades avaliadas
(65dB, 70dB e 75dB) quando comparado ao grupo controle; o grupo
MLT1+cetmana apresentou diminuicdo estatisticamente significativo
(p<0,05) para a intensidade de 70dB e apresentou um efeito preventivo
nas intensidades de 65 e 75dB quando comparado ao grupo controle; ja
0 grupo MLT10+cetamina apresentou diminuicdo estatisticamente
significativa (p<0,05) da inibicdo por pré-pulso nas trés intensidades
avaliadas quando comparado ao grupo controle.

Este achado sugere que a cetamina desencadeou um déficit no
perfil sensério-motor dos animais, confirmando a capacidade deste
farmaco de inducdo do modelo de esquizofrenia na inducdo de
alteracbes da IPP, ja& a MLT apresentou um leve efeito de prevencdo,
sugerindo seu potencial preventivo neste modelo.
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Protocolo de Prevencdo (14 dias de MLT+7 dias de Cetamina)

Inibicdo por Prepulso (%)

100

-50

Controle+Salina MLT1+Salina MLT10+Salina Controle+Cetamina MLT1+Cetamina MLT10+Cetamina

EE rpi65d8 MMM PPl 70dB PPI 75dB

Figura 8 - Efeito da administragdo da MLT (1mg/kg e 10mg/kg) e/ou tratamento
com cetamina (25mg/kg) sobre a inibigdo por pré-pulso no protocolo de
prevencdo. Os dados estdo expressos como média + EPM de 10-12 animais em
cada grupo. * diferente de controle (*p<0,05; **p<0,001).

6.1.3 Atividade dos complexos da cadeia respiratoria e da CK

A figura 9 monstra os resultados do protocolo de prevengao sobre
a atividade dos complexos I, II, 1I-1l1l e IV da cadeia respiratoria e
atividade da enzima CK de trés estruturas cerebrais (cortex, hipocampo
e estriado) dos animais que receberam MLT(1mg/kg ou 10mg/kg) ou
controle e seguido de tratamento com cetamina (25mg/kg) ou salina.

Com relacdo aos complexos I, II, 1I-1Il e IV da cadeia de
transporte de elétrons, observou-se que o grupo MLT10+cetamina
apresentou alteragcdo do complexo IV no hipocampo quando comparado
ao grupo controle. Relativamente a determinacgdo da atividade da enzima
CK; pode-se observar que o grupo controle+cetamina apresentou
alteraces significativas da atividade da CK no cértex e no hipocampo
guando comparado ao grupo controle. Estes achados sugerem que a
cetamina pode alterar a atividade da enzima CK em cérebro de roedores,
podendo causar disfunges no metabolismo energético que pode ser
relevante para o contexto da esquizofrenia.
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Atividade do

Atividade do

Complexo Il
[nmol./min.mg proteina]

Atividade do
Complexo 11-111
[nmol./min.mg proteina]

Atividade do
Complexo IV
[nmol./min.mg proteina]

Controle + Salina

MLT1 + Salina

Controle + Cetamina

—_—
—-—
3 mMLT10 + salina
[===]
==

MTL1 + Cetamina

[nmol./min.mg proteina]

MTL10 + Cetamina

Figura 9 - Efeito da administracdo da MLT (1mg/kg e 10mg/kg) e/ou tratamento
com cetamina (25mg/kg) sobre a atividade dos complexos I, 11, 1I-11l e IV e da
CK nas diferentes estruturas cerebrais de ratos no protocolo de prevencdo. Os
dados estdo expressos como médiatEPM de 10 animais em cada grupo. *
diferente de controle (* = p< 0,05).

6.2 PROTOCOLO DE REVERSAO

6.2.1 Atividade locomotora distancia percorrida e movimentos
estereotipados

As figuras 10 e 11 mostram os resultados da distancia percorrida,
movimentos de estereotipia, tempo de permanéncia no centro e nas
bordas apresentados pelos animais durante 15 minutos na caixa de
atividade locomotora. Os animais foram avaliados 30 minutos e 24
horas apds a ultima injecdo de cetamina e de MLT respetivamente. Para
a distancia percorrida, os resultados mostram que 0 grupo
controle+cetamina, MLT1+cetamina, MLT10+cetamina, apresentaram
aumento significativo da distancia percorrida quando comparados ao
grupo controle. Relativamente aos movimentos de estereotipia, 0s
grupos  controletcetamina, MLT1+cetamina, MLT10+cetamina,
apresentaram aumento significativo dos movimentos de estereotipia
guando comparados ao grupo controle. Estes dados sugerem que a
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cetamina mimetizou os sintomas da esquizofrenia no modelo animal de
esquizofrenia por ela induzido e as diferentes doses de MLT
administradas de forma cronica, ndo foram capazes de prevenir os
efeitos da cetamina.

Protocolo de Reversdo
(14 dias de Cetamina+ 7 dias de MLT)

Distancia (cm) Estereotipia
2000

80000 Controle+Salina

Kk KKk kkk kK kkk k%

MLT1+Salina
60000+

MLT10+Salina

BEONN

400004 Controle+Cetamina

20000 MLT1+Cetamina

MLT10+Cetamina

Figura 10 - Efeito da administracdo da MLT (1mg/kg e 10mg/kg) e/ou
tratamento com cetamina (25mg/kg) sobre a atividade locomotora (distancia
percorrida e esteriotipia) no protocolo de reversdo. Os dados estdo expressos
como médiatEPM de 10-12 animais em cada grupo. *diferente de controle
(*p<0,05; **p<0,001; ***p <0,0001).
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Figura 11 - Efeito da administragdo da MLT1 (mg/kg e MLT10mg/kg) e/ou
tratamento com cetamina (25mg/kg) sobre a atividade locomotora (distancia
percorrida e esteriotipia) no protocolo de reversdo. Os dados estdo expressos
como média+EPM de 10-12 animais em cada grupo.

Tempo de permanéncia no centro e nas bordas

A figura 12 mostra os resultados para o tempo de permanéncia
dos animais no centro e nas bordas no protocolo de reversao; para estes
pardmetros, os resultados mostram que o grupo MLT10+cetamina
apresentou aumento significativo do tempo de permanéncia no centro e
diminuicdo do tempo nas bordas. De maneira geral, verificou-se que a
interacdo da MLT10 e cetamina alterou o comportamento de evitacdo de
espacos abertos, carateristica natural destes animais por tentarem evitar
0 centro temendo 0 encontro com seus predadores.
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Protocolo de Reversdo
(14 dias de Cetamina+ 7 dias de MLT)

Tempo nas Bordas (s)
Tempo no Centro (s)

307 10007
Controle+Salina

800
MLT1+Salina

6004 MLT10+Salina

BONIN

400+ Controle+Cetamina

MLT1+Cetamina
2004

MLT10+Cetamina

Figura 12 - Efeito da administracdo da cetamina (25mg/kg) e/ou tratamento com
MLT (1mg/kg e 10mg/kg) sobre a atividade locomotora (tempo de permanéncia
no centro e nas bordas) no protocolo de reversdo. Os dados estdo expressos
como médiatEPM de 10-12 animais em cada grupo. * diferente de controle
(*p<0,05).

6.2.2 Teste de inibicao por pré-pulso

A figura 13 mostra os resultados sobre a inibi¢do da interacdo por
pré-pulso do reflexo de sobressalto apresentada pelos animais durante
15 minutos na caixa de pré-pulso. Os animais foram avaliados 30
minutos e 24 horas ap6s a Ultima injecdo de cetamina e MLT
respetivamente no protocolo de reversdo. Os resultados mostram que o
grupo controle+cetamina apresentou diminui¢do da inibicdo por pré-
pulso nas intensidades de 65dB e 70dB quando comparado ao gupo
controle, ja& os grupos MLT1l+cetamina e MLT10+cetamina,
apresentaram um efeito de reversdo nas trés intensidades avaliadas.
Regra geral, a cetamina induziu a diminuicdo da IPP nas trés
intensidades e a MLT foi capaz de reverter os efeitos danosos da
cetamina nas trés intensidades avaliadas, o que revelou seu potencial de
uso para reverter a IPP ja descrito por outros estudos.
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Protocolo de Reversdo (14 dias de Cetamina +7 dias de MLT)

Inibicdo por Prepulso (%)

. T

Controle+Salina MLT1+Salina MLT10+Salina Controle+Cetamina MLT1+Cetamina MLT10+Cetamina

E rri65dB WM PPl 70dB PPI 75dB

Figura 13 - Efeito da administragdo da cetamina (25mg/kg) e/ou tratamento com
MLT (1mg/kg e 10mg/kg) sobre a inibicdo por pré-pulso nas diferentes
estruturas cerebrais de ratos no protocolo de reversdo. Os dados estdo expressos
como média £+ EPM de 10 animais em cada grupo. * diferente de controle
(**p<0,001).

6.2.3 Atividade dos complexos da cadeia respiratoria e da CK

A figura 14, mostra os resultados da atividade dos complexos I,
Il, 1I-111 e IV da cadeia transportadora de elétrons e da atividade da CK
de trés estruturas cerebrais (cortex, hipocampo e estriado), dos animais
que receberam cetamina ou salina por 14 dias e tratados com
MLT(1mg/kg e 10mg/kg) ou salina por 7 dias. Os resultados deste
estudo mostram que o grupo MLT1+salina apresentou alteragéo
significativa do complexo | no cortex e no estriado; o grupo
MLT1+cetamina apresentou alteracdo significativa do complexo | do
estrido, complexo Il-111 no hipocampo e do complexo IV do cortex pré-
frontal; o grupo MLT10+cetamina apresentou alteracdo significativa do
complexo | do estriado, do complexo IV do cortex e hipocampo; o
grupo controle+cetamina apresentou alteragdo significativa do complexo
IV no cértex pré-frontal. De maneira geral a interacdo da MLT nas duas
doses testadas com a cetamina, alterou a atividade dos complexos da
CTE de todas as estruturas analisadas neste protocolo.
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Protocolo de Reversao (14 dias de Cetamina + 7 dias de MLT)

Atividade do

£
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Complexo IV
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Figura 14 - Efeito da administragdo da cetamina (25mg/kg) e/ou tratamento com
MLT (1mg/kg e 10mg/kg) sobre a atividade dos complexos I, 11, [I-11l e IV e da
CK nas diferentes estruturas cerebrais de ratos no protocolo de reversdo. Os
dados estdo expressos como média =+ EPM de 10 animais em cada grupo. *
diferente de controle (* = p< 0,05).
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7 DISCUSSAO

A esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico complexo, e para
estuda-lo, foi induzido um modelo animal de esquizofrenia induzido por
doses subanestésicas cronicas de cetamina por 7 ou 14 dias. Sabe-se que
a cetamina produz efeitos comportamentais similares aos sintomas
positivos e negativos da esquizofrenia observados em pacietntes com
esquizofrenia (Adler et al., 1999; Hunt et al., 2006). Duas doses de MLT
foram administradas para testar um possivel efeito preventivo ou de
reversdo; para tal, foram avaliados diferentes parametros
comportamentais tais como distncia percorrida, movimentos de
estereotipia, tempo de permanéncia no centro e nas bordas; foi
igualmente avaliada a IPP do reflexo de sobressalto. Procedeu-se
também a realizagdo de analises bioquimicas, que consistiram na
avaliacdo da atividade dos complexos I, I, 1I-1ll e IV da CTE e
atividade da enzima CK.

Os resultados deste estudo, mostraram que a administracdo da
cetamina em doses subanestésicas, induziu a um aumento da distancia
percorrida, movimentos de estereotipia, aumento do tempo de
permanéncia no centro e diminuiu o tempo de permanéncia nas bordas
nos dois protocolos executados neste estudo, 0 que sugere um aumento
nos indices de atividade locomotora. Nestes parametros, a MLT nas duas
doses testadas ndo foi capaz de prevenir ou reverter as alteracOes
induzidas pela cetamina, e em alguns casos pareceu ter efeitos
semelhantes aos apresentados pela cetamina, possivelmente esta alteracéo
se deve a sua interacdo com receptores dopaminérgicos. Estes resultados
mostram que a cetamina em doses subanestesicas e administrada de
forma cronica induz a alteragdo da motricidade dos animais, consistentes
com estudos realizados em humanos, que demonstram que a
administracdo de antagonistas NMDA em voluntarios saudaveis,
provoca alteragBes comportamentais semelhantes aos observados em
pacientes com esquizofrenia e pode piorar o quadro clinico de pacientes
acometidos por esse transtorno (Covington et al., 2007) e provoca
alteragdes comportamentais tipo esquizofrenia em roedores tais como
hiperlocomocdo, comportamentos parecidos com isolamento social
(Uribe et al., 2013), déficits da inibicao por pré-pulso (Kamiyama et al.,
2011) e perda de memdria (Chatterjee et al., 2011), seguidos de
alteragdes dos niveis de glutamato e dopamina (Adejoke et al., 2017).
Para além disso os resultados deste estudo corroboram com estudos
anteriores do nosso laboratério, que igualmente revelaram que a
administragdo da cetamina (25mg/kg) induziu ao surgimento de
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comportamentos similares aos observados em quadros clinicos de
pacientes com esquizofrenia (Zugno et al., 2014). Esta evidéncia,
reforca a relevancia deste modelo animal no estudo da esquizofrenia.

Os comportamentos estereotipados sdo caracteristicos de
distarbios psiquiatricos tais como esquizofrenia e transtorno obsessivo-
compulsivo (Ridley, 1994), e consiste na apresentacao de varios tipos de
movimentos anormais. Demonstrou-se que nos dois protocolos, a
cetamina induziu ao aumento de movimentos de esteriotipia quando
comparado ao grupo controle. O principal efeito da MLT neste estudo,
sugere que esta ndo foi capaz de prevenir ou reverter as alteracbes
comportamentais induzidas pela cetamina nos dois protocolos.
Entretanto, a MLT10, no protocolo de prevengdo apresentou efeito
semelhante ao observado nos grupos que tomaram cetamina,
possivelmente a explicacdo esteja relacionada a relagdo da MLT com
receptores de dopamina. Alguns estudos demonstraram que a MLT
aumenta a atividade de receptores dopaminérgicos D; e D, Binfaré et
al., 2010), e diminui a atividade de receptores noradrenérgicos (Mitchell
e Weinsheker, 2010). Tal como o0 grooming a estereotipia é regulada
pela sinalizacdo dopaminérgica através da ativacdo de receptores D1 e
D2, neurotransmissdo GABAérgica (Kaluef et al., 2016) e influéncia
glutamatérgica (Hong et al., 2014). A ativacdo dos receptores D1 leva a
aumento de movimentos estereotipados (Karler et al., 1997,
Komorowska e Pellis, 2004). E possivel que a MLT10 tenha provocado
aumento da liberacdo dopaminérgica e gerado alteragbes nos
movimentos de esteriotipia neste sistema de neurotransmissores. Com
base nestes dados pode-se inferir que a hiperlocomocdo gerada pela
cetamina € resultado do bloqueio do receptores NMDA, enquanto 0s
movimentos de estereotipia e 0 maior e menor tempo de permanéncia no
centro e bordas respetivamente, gerado pela MLT10, pode ser resultado
da estimulacdo de receptores dopaminérgicos D; e D,. Estes resultados
corroboram com um estudo realizado por Adejoke et al. (2017), que
mostrou que a MLT5mg/kg diminuiu o grooming nos ratos e este efeito
benéfico foi perdido na dose de MLT10mg/kg; este mesmo estudo a
administracdo de MLT (5 e 10mg/kg) levou a um significativo aumento
na interacdo social dependente de dose, com a administragdo repetida
mas ndo no inicio. Varios sistemas de neurotransmissores tém sido
implicados em alteracbes nos comportamentos de interacdo social; o
estudo realizado por Xi-Ming et al. ( 1998), demonstrou que as
influéncias GABA:¢érgicas, dopaminérgicas, glutamatérgicas,
colinérgicas e norepinefrinicas sdo cruciais para iniciar e controlar
comportamentos de interagcdo social. Neste contexto a influéncia da
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MLT em qualquer desses neurotransmissores pode ser responsavel pelos
efeitos observados. No entanto, mais pesquisa Sd80 necessarias para
avaliar adequadamente os mecanismos envolvidos.

Déficits de atencdo e percepcdo tém sido observados na
esquizofrenia e podem se dever a um mau funcionamento nos
mecanismos neuronais que filtram a informagdo sensorial do ambiente
(McGhie e Chapman, 1961). A IPP representa um indice dos
mecanismos sensdrio-motores essenciais para a protecdo da integridade
das informacGes sensoriais e cognitivas (Kilts, 2001). O reflexo de
sobressalto, que é regulado por um circuito neural relativamente simples
(Koch, 1999), é um mecanismo de defesa involuntario universal a um
estimulo subito intenso (geralmente auditivo) e pode ser inibido se o
estimulo surpreendente for intimamente precedido por um estimulo mais
fraco (pré-pulso) (Graham, 1975). Os déficits da IPP de maneira geral
podem indicar a incapacidade do cérebro, de filtrar as informagdes
desnecessarias, e estdo ligados a anomalias na supressao sensério-motor.
Supbe-se que os déficits sensoriais e sensério-motor conduzem a uma
inundagdo excessiva das regiGes cerebrais superiores, que por sua vez
resultam em distlbios cognitivos e em Gltima analise em psicose (Perry
et al., 1999). Os resultados deste estudo no protocolo de prevencao,
avaliando a IPP em trés intensidades diferentes de 65dB, 70dB e 75dB,
mostram que a cetamina diminuiu a IPP nas trés intensidades testadas.
Contudo, os resultados deste estudo sugerem que a MLT nas duas doses
testadas foi capaz de prevenir e rever a diminuicdo da inibi¢do por pré-
pulso induzidada pela cetamina.

Embora o mecanismo neuroquimico pelo qual a IPP é modulada
em humanos ndo esteja ainda completamente esclarecido, corroborando
com 0s nossos achados, existem evidéncias substanciais do
envolvimento de agonistas de receptores de dopamina, assim como
antagonistas de receptores NMDA como a cetamina, no estabelecimento
de alteracfes da IPP (Van e Eikelis, 2001). A administracdo destes
compostos, produz um estado hiperdopaminérgico na via mesocortical,
0 qual esta associado aos sintomas positivos da esquizofrenia (Chaves et
al., 2009). A avaliagdo da supressdo sensdrio-motora e as medicOes
operacionais da IPP, tornaram-se um importante instrumento para um
melhor entendimento do processamento de deficiéncias de informacéo
na esquizofrenia e transtornos relacionados (Braff e Geyer, 2001), tais
como dimininuicdo anormal da IPP em pacientes com esquizofrenia
(Caine et al., 1992). Modelos animais da IPP induzidos por agonistas
dopaminérgicos e antagonistas NMDA, tém sido propostos como tendo
uma boa validade preditiva para o desenvolvimento de medicagdes
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antipsicéticas e pesquisas sobre a etiologia de transtornos psicoticos
(Kilts, 2001).

Os efeitos benéficos da administracdo cronica de MLT sobre
déficits da IPP ou déficit sensério-motor podem ser explicados por
mecanismos dopaminérgicos e serotoninérgicos por ela modulados.
Algumas evidéncias que sugerem que a MLT modula a atividade
estriatal e limbica (Zisapel et al., 1983). Os locais de ligacdo a MLT
foram verificados em algumas areas cerebrais, tais como o estriado e o
sistema limbico, que sdo ricas em conteldo dopaminérgico. Existe
também a hipotese de que a MLT inibe a atividade dopaminérgica
limbica. Deste modo, o teor de dopamina mesolimbica e mesocortical
pode aumentar quando a secre¢do de MLT diminui (Sandyk e Kay,
1992; Zisapel, 1983). Estes dados sugerem que a MLT pode ser
essencial no ajuste da atividade dopaminérgica em algumas areas
cerebrais. Assim, como resultado da diminuicdo da secre¢cdo de MLT
durante a puberdade, o teor dopaminérgico mesolimbico pode ser
excessivamente aumentado, e seu efeito pode ser responsavel, em parte,
pelo desencadeamento dos sinais da esquizofrenia durante a
adolescéncia (Sandyk e Kay, 1990). Além disso, em roedores, enquanto
0S  agonistas  dopaminérgicos como  apomorfina  causam
comprometimento da IPP, os antagonistas dopaminérgicos, como o
haloperidol, revertem esse efeito (Uzbay et al., 2010). Portanto, os
efeitos benéficos da MLT no presente estudo podem estar relacionados a
sua acdo reguladora sobre o teor dopaminérgico em algumas regides
cerebrais.

A MLT em doses farmacoldgicas também interage com os
receptores 5-HT2, agindo como um antagonista desses receptores.
Além disso, tem sido sugerido que a administracdo cronica de MLT ou
analogos em conjunto com antipsicoticos atipicos poderia aumentar os
seus efeitos sobre os sintomas negativos da esquizofrenia (Sandyk e
Kay, 1991). A respeito disso, muitos agentes antipsicéticos atipicos
como a Clozapina, a Olanzapina, a Risperidona e a Quetiapina também
bloqueiam os receptores 5-HT2 e existe uma ligacdo entre a sua
atividade antipsicética e atividade bloqueadora de receptores 5-HT2
(Uzbay, 2009). A Clozapina e a Quetiapina também reverteram 0s
déficits de IPP em ratos (Uzbay et al., 2010). Demonstrou-se que a
principal vantagem dos antipsicéticos atipicos sobre os farmacos
classicos é que eles bloqueiam e regulam negativamente os receptores 5-
HT2 e por conseguinte, podem atuar em sincronia com 0s mecanismos
fisiolégicos enddgenos que reduzem a actividade do receptor 5-HT2
(Sandyk, 1991). Nesse sentido, nossos achados quanto aos efeitos do
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tratamento croénico com MLT e cetamina sobre IPP, também podem
estar relacionados a sua propriedade antagonista de receptores 5-HT2.

Embora as alteragbes comportamentais sejam parametros
importantes para entender os sintomas encontrados em pacientes com
esquizofrénia, existem algumas evidéncias que mostram anormalidades
bioguimicas e fisioldgicas relevantes, incluindo a desorganizacéo
neuronal do cortex pré-frontal (Uranova, 2001) e uma redugdo no
volume cortical (Zipursky, 1992). Assim, as alteraces nos neurénios do
acido y-aminobutirico (GABA), assim como alteragdes dopaminérgicas
(Toda e Abi-Dargham, 2007), glutamatérgicas e de metabolismo
energético, também sdo fundamentais para entender os mecasnimos
fisiopatoldgicos da esquizofrenia (Tsai e Coyle, 2002). Distarbios do
metabolismo energético e o estresse oxidativo no cérebro devido a
disfungdo mitocondrial tém sido documentados na esquizofrenia
(Prabakaran et al., 2004). As disfun¢bes mitocondriais também tém
demonstrado contribuir para neurodegeneracdo e deficiéncias
cognitivas, caracteristicas que sd0 comumente encontradas na
esquizofrenia (Schon e Manfredi, 2003; Picard e McEwen, 2014). As
mitocdndrias geram ATP necessario para aporte energético a funcédo
celular através da fosforilacdo oxidativa. Qualquer defeito na via
mitocondrial ou 0 mau funcionamento das mitocondrias cerebrais leva a
uma grave deficiéncia energética, a um déficit no armazenamento de
calcio e a producdo de ERO nos neurbnios, o que pode resultar em
morte neuronal. Varios estudos bioquimicos, genéticos, expressao
génica e de imagem em humanos sugerem disfuncGes mitocondriais na
esquizofrenia com base em evidéncias de alteracdo no metabolismo de
energia cerebral, atividade da cadeia de transporte de elétrons e
expressao de genes envolvidos na fun¢do mitocondrial (Ben-Shachar,
2016; Park et al., 2010; Brisch et al., 2014; Jousse et al., 2014).

Os resultados deste estudo referentes ao protocolo de prevencéo,
mostram que a MLT10 associada & cetamina alterou a atividade do
complexo IV no hipocampo. Este achado sugere que dependendo da
dose administrada, a MLT pode eventualmente potencializar a acdo da
cetamina e alterar o funcionamento dos complexos da CTE. Entretanto,
embora a maior parte dos estudos experimentais tenham revelado que a
MLT é um potente antioxidante, algumas evidéncias recentes in vitro,
sugerem que a MLT pode ocasionalmente promover a producdo de ERO
em algumas células (Osseni et al., 2000; Radogna et al., 2009). Com
base nestes dados € possivel que o aumento da atividade do complexo
IV do hipocampo, possa ser devido ao mecanismo de producdo de ERO,
dependente da dose administrada. Alguns estudos tém demonstrado que
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a MLT interage com os complexos | e IV da CTE mitocondrial para
promover o fluxo de elétrons em condicBes basais e aumentar a
producdo de ATP (Martin et al., 2000; Martin et al., 2002). O potencial
redox elevado da MLT (-0,98 V) foi proposto como facilitador de
transferéncia de elétrons na CTE, doando um elétron para o complexo |
do CTE (Acuna-Castroviejo, 2001). No entanto, o papel da MLT no
metabolismo mitocondrial, tal como o consumo de oxigénio, permanece
pouco investigado e elucidado (de Atenor, 1994; Reyes-Toso et al.,
2006). Os resultados deste estudo, referentes ao protocolo de reversao
mostram que a MLT1 sozinha ou administrada com a cetamina alterou a
atividade do complexo | no cértex e estriado, do complexo -1l no
hipocampo e do complexo IV no cortex, enquanto que a MLT10
diminuiu a atividade do complexo 1V do hipocampo.

Os nossos resultados corroboram com o estudo de Rudin et al.
(2005) que mostraram que algumas doses subanestésicas de cetamina,
variando de 10 a 40 (mg/kg), podem causar apoptose, aumentando o
nimero de neurdnios danificados em camundongos neonatais,
confirmado pela fragmentacdo do DNA, no cértex e no cerebelo. Os
resultados deste estudo corroboram ainda com outras pesquisas que
recorrem a estudos clinicos utilizando tecidos periféricos e modelos
animais: 0s primeiros mostraram um aumento da atividade mitocondrial
em plaquetas de pacientes (Ben-Shachar et al., 1999; Dror et al., 2002)
gue também estdo relacionados com os escores de sintomas positivos
(Ben-Shachar et al., 2007). Com relagdo a este Gltimo, um modelo de
esquizofrenia induzido por cetamina em ratos demonstrou de forma
semelhante um aumento na atividade dos complexos | e 1V da CTE no
cértex, hipocampo e estriado (de Oliveira et al., 2011).

Estudos sugerem que a interacdo entre neurotransmissores e
disfuncdo mitocondrial contribui potencialmente para a fisiopatologia da
esquizofrenia (Deslauriers et al., 2014). Em cultura de células neuronais,
demonstrou-se que a dopamina induz uma reducao nos niveis de ATP e
especificamente a inibicdo de complexo | (Ben-Shachar., 2002, Ben-
Shachar et al., 2004, Brenner-Lavie et al., 2008, 2009). Em um modelo
animal de esquizofrenia, 0 aumento dos niveis de ATP mitocondrial no
estriado correspondeu ao aumento dos niveis de dopamina (Méller et al.,
2013). Além disso, a via glutamatérgica parece estar envolvida pela via
de célcio (Ca? ") através da sinalizacdo de movimentos do receptor de
NMDA. De fato, as reservas de célcio das mitocondrias participam de
sua homeostase; inversamente, concentracGes mais elevadas de Ca?*
intra-mitocondrial levam a uma maior atividade da cadeia respiratdria
(Brookes et al., 2004).
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A capacidade da MLT de influenciar a fungdo mitocondrial foi
testada tanto in vivo como in vitro. Os primeiros estudos in vivo
conduzidos em ratos, mostram que os complexos da CTE das
mitocdndrias do cérebro e do figado foram medidos apos injeccGes de
MLT(10mg/kg). Verificou-se que a MLT aumentou a actividade do
complexo I e IV de CTE mitocondrial de maneira dependente ao tempo,
os complexos Il e 11l ndo foram afetados (Martin et al., 2000). Os efeitos
da MLT na regulagdo dos complexos | e IV presumivelmente ndo
refletem seu papel antioxidante, mas indicam uma interagdo com
complexos da CTE, doando e aceitando elétrons, aumentando assim o
fluxo de elétrons, um efeito ndo compartilhado por outros antioxidantes.
A principal consequéncia da a¢do da MLT sobre a mitocondria pode ser
evitar dano e disfuncdo, contribuindo assim para aumentar a producéo
de ATP (Métin et al., 2002; Okatani et al., 2003). A MLT aumenta a
eficiéncia da CTE, limitando assim o vazamento de elétrons e geracdo
de radicais livres, e consequentemente promovendo a sintese protéica
(Leon et al., 2004; Escames et al., 2010). Entretanto os resultados deste
estudo mostram que a MLT sozinha ou associada a cetamina alterou a
atividade dos complexos da CTE, possivelmente por sua acdo oxidante.
Estudos sugerem que a MLT induz a producdo de ERO através da CTE
em algumas celulas (Osseni et al., 2000; Radogna et al., 2009; Zhang et
al., 2011).

No presente estudo, também foram avaliados os efeitos da MLT
(1mg/kg e 10mg/kg) no modelo animal induzido por cetamina, sobre a
atividade da CK uma enzima responsavel pelo armazenamento
energético em tecidos que utilizam altas taxas de energia no cérebro,
como o cOrtex pré-frontal, hipocampo, cerebelo, estriado e coértex
cerebral de animais. Sobre a determinacdo da atividade da CK, ap6s
administracdo da cetamina e duas doses de MLT; os resultados deste
estudo sugerem que a cetamina administrada no protocolo de prevencéo,
alterou a atividade da enzima CK no hipocampo e estriado, enquanto
que a MLT parece ter prevenido este efeito nas trés estruturas
analisadas. A atividade de CK constitui uma reserva de energia
importante nos tecidos que necessitam de uma elevada procura de
energia. Alguns estudos relacionaram uma atividade hipometabdlica no
cortex pré-fronta (Kasai et al., 2002) e alteragdes na neurotransmissdo
dopaminérgica, colinérgica e serotoninérgica em cérebro de pacientes
com esquizofrenia (Bertolino, 1999).

Neste contexto, de Oliveira et al. (2009) observaram que doses
subanestésicas de cetamina (4, 10 e 30 mg/kg), implicaram um aumento
da peroxidacdo lipidica, dano oxidativo as proteina e diminui¢do de
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defesas enzimaticas antioxidantes. Assim, um desequilibrio no
metabolismo energético pode produzir radicais livres e qualquer
alteracdo da atividade da CK, pode mostrar um aumento na demanda de
ATP, de modo que o estresse oxidativo também pode estar relacionado a
progressdo da esquizofrenia (Reddy e Keshavan, 2004). A disfuncédo
mitocondrial pode surgir quando a fosfocreatina é repetidamente
depletada porque ndo estd mais disponivel para reabastecer 0s recursos
de ATP. Em vez disso, a célula deve voltar para a via da glicélise menos
eficiente para atender as demandas de energia, 0 que pode preparar o
cenario para uma cascata de eventos que levam a patologias do cérebro
(Stork e Renshaw, 2005). Considerando que o metabolismo da CK
depende da fungdo mitocondrial, foi proposto que o estresse provoca
mudancas na creatina, fosfocreatina ou creatina cinase em areas
cerebrais ligadas & doenca mental (Allen, 2012). Isto sugere que
qualquer perturbagdo dentro desta via metabolica pode predispor certos
individuos a transtornos afetivos. Niveis de atividade de CK aumentados
permanecem um fendmeno clinico amplamente visto, dentro das
internacbes psiquiatricas. Porém, pouco se sabe sobre o mecanismo
subjacente a sua relacdo com a psicopatologia. Quando foi avaliado o
efeito da reversdo, constatou-se que o grupo MLT1+cetamina aumentou
a atividade da CK no cdrtex, sugerindo que esta interacdo pode ter
potenciado o efeito da cetamina sobre a CK no cortex. De outro modo, a
cetamina sozinha ndo induziu alteragdo da atividade da CK em nenhuma
das estruturas analizadas.

Sabe-se que a cetamina é um farmaco apropriado para induzir
comportamento psicotico; entretanto, ndo existe consenso na literatura
sobre a dose adequada. Existem evidéncias que demonstram que a
cetamina em doses muito baixas, como 5, 10 e 15 mg/kg, pode ser um
agente antidepressivo (Garcia et al., 2008; Rezin et al., 2009). Para
induzir a hiperatividade locomotora e a disfungdo celular, a dose varia
de 10 a 50 mg/Kg (Becker e Grecksch, 2004; Littlewood et al., 2006), e
em doses mais elevadas, a cetamina é um anestésico potente (Jang et a.,
2009). Outros estudos afirmam que a cetamina promove um efeito
protetor de energia celular, mantém o metabolismo da glicose e a
producdo de ATP (Pfenninger et al., 1997). De maneira geral, estes
resultados sdo consistentes com 0s nossos resultados do efeitos da
cetamina sobre a CK. Sabe-se também que, os distdrbios no
metabolismo energético cerebral, sdo fatores importantes que
contribuiem para as lesdes neuronais em pacientes com esquizofrenia
(Pieczenick et al., 2007; Mattson et al., 2008). A CK participa de um
importante sistema que mantem a homeostase energética, esta regulacdo
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da homeostase celular é feita por duas isoformas, mitocondrial (mtCK) e
citosolicas (ctCK) e qualquer alteragdo no circuito fosfocreatinacinase
pode ser um passo importante para o processo neurodegenerativo que
leva a perda neuronal no cérebro (Wallimann et al., 1992; Pilla et al.,
2003).

Modelos experimentais tém procurado mimetizar uma condicao
humana e muitos modelos tém sido utilizados para simular distdrbios
esquizofrénicos. Os mecanismos subjacentes a fisiopatologia da
esquizofrenia ndo sdo completamente compreendidos. No entanto,
podemos sugerir que o metabolismo energético cerebral pode estar
alterado no cérebro de pacientes com esquizofrenia, levando
provavelmente a alteracdes drésticas que podem estar envolvidas na
patogénese da esquizofrenia.

Niveis aumentados CK séo encontrados na maioria dos pacientes
hospitalizados com esquizofrenia aguda e pacientes com psicoses
afetivas (Meltzer, 1976). Hermesh et al. ( 2002), descobriram que os
pacientes, principalmente com esquizofrenia, exibem niveis CK
consistentemente elevados durante cada episédio psicotico sucessivo e
sugeriram que os pacientes que exibem niveis marcados de CK durante
a psicose aguda estdo em maior risco de sindrome neuroléptica maligna.
Apesar destes dados, os mecanismos envolvendo a MLT com a CK
permanecem pouco estudados e elucidados, logo, faz-se importante que
novas informag6es sobre 0s mecanismos envolvidos na sintomatologia e
desenvolvimento desse transtorno sejam providenciadas.
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8 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo relativos a administracdo crénica da
MLT no modelo animal de esquizofrenia, fornecem as seguintes
indicac0es:

A administracdo exdgena e crénica de MLT nas duas doses
testadas neste estudo, ndo foi capaz de prevenir ou reverter as alteracdes
comportamentais induzidas pela cetamina.

Em relacdo a inibicdo do reflexo de sobressalto, um déficit
observado em pacientes com esquizofrenia, a MLT nas duas doses
testadas, foi capaz de prevenir e reverter os efeitos da cetamina nos dois
protocolos implementados neste estudo, validando assim seu potencial
de agdo sobre a IPP no modelo animal de esquizofrenia induzido por
cetamina.

A MLT nas duas doses testadas ndo foi capaz de prevenir ou
reverter os efeitos danos da cetamina sobre os complexos da CTE em
nenhum dos protocolos implementados neste estudo.
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9 PERPECTIVAS

As pesquisas para o entendimento dos mecanismos envolvidos na
fisiopatologia e na identificagdo de novas propostas terapeuticas sdo
cada vez mais ativas. Apesar destes esforcos, muitas duvidas
relacionadas aos mecanismos envolvidos na sua patogenese ainda
prevalecem; em funcdo disso, 0 uso de modelos animais e outras
metodologias aplicadas tanto na pesquisa pré-clinica quanto em
humanos ¢ justificavel. Sendo assim, a continuidade deste estudo podera
consistir na analise de parametros de estresse oxidativo como: T-BARS,
GPx, GSH, SOD em amostras dos mesmos animais, 0 que podera
contribuir para o levantamento de hipGteses a serem investigadas para
um entendimento cada vez melhor da acdo da MLT no modelo animal
de esquizofrenia induzido por cetamina.
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ANEXO A — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
. o
J ANEXO A _CEUA

Universidade do Extremo Sul Catarinense
Comissao de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “AVALIACAO DOS EFEITOS DA
MELATONINA SOBRE PARAMETROS MOLECULARES E DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM RATOS SUBMETIDOS A UM MODELO ANIMAL DE
ESQUIZOFRENIA”, Protocolo n° 045/2015-2 sob a responsabilidade de
Alexandra Zugno equipe: Josiane Budni, Patricia Fernanda Schuck, Samira
Valvassori, Vanessa Moraes de Andrade, Lara Canever, Felipe Damazio Pacheco,
Alexandra Stephanie Almeida Heylmann, Gustavo Mastella e Louyse Sulzbach
Damazio, que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
no. | 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto no. 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da UNESC - Universidade do Extremo Sul
Catarinense.

Vigéncia do Projeto | 10/12/2015 a 10/08/2017
Espécie/linhagem Rato heterogénico - Wistar

N°. De animais 180

Peso/ldade 170 - 200qg - 45 dias

Sexo M/F

Origem Biotério da Universidade do Extremo

Sul Catarinense — UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution
number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has
analyzed the following Project:

Protocol number: 045/2015-2

Principal Investigator: Alexandra Zugno

Researchers: Josiane Budni, Patricia Fernanda Schuck. Samira Valvassori, Vanessa
Moraes de Andrade, Lara Canever, Felipe Damazio Pacheco, Alexandra Stephanie
Almeida Heylmann, Qustavo Mastella e Louyse Sulzbach Damazio.

Project title: “EVALUATION OF MELATONIN EFFECTS ON MOLECULAR
PARAMETERS AND OXIDATIVE STRESS IN RATS SUBJECTED TO AN ANIMAL
MODEL OF SCHIZOPHRENIA".

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration
of the original version of this project must be previously submitted to the Committee for
further analyzes. May you have further questions, please contact us on
www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

Criciima, 17 de novembro de 2015.
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JAIR SE ZOCCHE
Coordenador da CEUA
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