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RESUMO

A esquizofrenia € um transtorno neuropsiquiatrico grave, cuja fisiopatologia € pouco
conhecida. O tabagismo pré-natal vem sendo estudado como fator causador de
anormalidades obstétricas, induzindo alteracdes comportamentais e neuroquimicas
associadas a esquizofrenia. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade
locomotora, interacdo social, memdéria através do teste de esquiva inibitoria, funcéo
sensorio-motora através do teste de inibigdo por pré-pulso do reflexo do sobressalto
(Bencherif et al.) e a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) em ratos Wistar
adultos que foram expostos a fumaca de cigarro durante o gestacdo. Fémeas
gestantes foram separadas em dois grupos: maes controle (MC) e maes expostas
(ME). As fémeas do grupo ME foram expostas a fumacga de cigarro 3 vezes ao dia, 4
cigarros por vez, totalizando 12 cigarros ao dia, durante o periodo gestacional (21
dias). Na fase adulta, os filhotes foram divididos em quatro grupos: Filhote
Controle+Salina  (FC-sal), Filhote  Controle+Cetamina  (FC-cet), Filhote
Exposto+Salina (FE-sal) e Filhote Exposto+Cetamina (FE-cet) e submetidos a uma
administracdo intraperitoneal de salina ou cetamina (25 mg/kg) por sete dias
(tratamento repetido). Ap6s a realizacdo deste protocolo, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais. Em seguida, foram mortos por decapitacéo
e suas estruturas cerebrais (cértex pré-frontal, hipocampo e estriado) foram retiradas
e utilizadas para a analise neuroquimica. Os resultados mostraram um aumento da
atividade locomotora tanto no grupo FC-cet como no grupo FE-cet, ambos em
comparacdo com o grupo FC-sal. Além disso, o grupo FE-cet também mostrou
hiperlocomoc¢éo quando comparado ao grupo FE-sal. No teste de interacao social, o
grupo FC-cet apresentou aumento da laténcia quando comparado ao grupo FC-sal.
Em contrapartida, o grupo FE-cet pareceu minimizar, pelo menos em parte, o déficit
social gerado pela cetamina. No teste de esquiva inibitéria, os animais foram
avaliados em diferentes tipos de memoéria: memoria de trabalho, memdria de curta e
de longa duracdo. Os animais do grupo FC-cet apresentaram déficit na meméria de
trabalho quando comparados ao treino do mesmo grupo e também na memoria de
longa duracdo quando comparados ao mesmo tipo de memoéria do grupo FC-sal. J&
0s grupos FE-sal e FE-cet, ambos apresentaram prejuizo cognitivo nos trés tipos de
memoéria, além de déficit na memoria de trabalho quando comparados ao treino de
cada grupo. No teste de IPP, os animais do grupo FC-cet, bem como o grupo FE-cet
mostraram prejuizo na IPP nas 3 intensidades de pré-pulso (PP) (70dB, 75dB e
80dB), quando comparados ao grupo FC-sal. Porém, é importante ressaltar que em
75dB o grupo FE-cet pareceu minimizar os efeitos prejudiciais ao sistema sensorio-
motor gerados pela cetamina. Adicionalmente, um aumento da atividade da AChE
também foi observado nas 3 estruturas analisadas no grupo FC-cet. Por outro lado,
0 grupo FE-cet demonstrou exacerbar o efeito gerado pela cetamina em todas as
estruturas. Este estudo indica que a exposicdo pré-natal ao cigarro afeta o
comportamento e o sistema colinérgico em estruturas cerebrais da prole adulta
submetida ao modelo de esquizofrenia induzido por cetamina. Esses dados apontam
para a importancia do periodo pré-natal na patogénese da esquizofrenia.

Palavras-chave: Cetamina; Comportamento; Esquizofrenia; Sistema Colinérgico;
Tabagismo Materno.



ABSTRACT

Schizophrenia is a major neuropsychiatric disorder, whose pathophysiology is poorly
understood. Prenatal smoking has been studied as a causative factor of obstetric
abnormalities, inducing behavioral and neurochemical alterations associated with
schizophrenia. The aim of this study was to evaluate locomotor activity, social
interaction, memory by inhibitory avoidance test, sensorimotor function by the
inhibition by prepulse startle reflex test (Bencherif et al.), and the activity of the
enzyme acetylcholinesterase (AChE) in adult Wistar rats that were exposed to
cigarette smoke during pregnancy. Pregnant females were separated into two
groups: control dams, and exposure dams (ED). Females of ED group were exposed
to cigarette smoke three times a day, four cigarettes at a time, totaling 12 cigarettes a
day during pregnancy (21 days). In adulthood, the offspring were divided into four
groups: Offspring Control Dams + Saline (OCD-sal), Offspring Control Dams +
Ketamine (OCD-ket), Offspring Exposure Dams + Saline (OED-sal), and Offspring
Exposure Dams + Ketamine (OED-cet) and subjected to an intraperitoneal
administration of saline or ketamine (25 mg/kg) for seven days (repeated treatment).
Animals were subjected to behavioral tesks. Then, they were killed by decapitation
and their cerebral structures (prefrontal cortex, hippocampus, and striatum) were
removed and used for neurochemical analysis. Results showed increased locomotor
activity in both the OCD-ket group and the OED-ket group, both in comparison with
OCD-sal group. Furthermore, OED-ket group also showed hyperlocomotion when
compared to OED-sal group. In the social interaction tesk, OCD-ket group increased
latency when compared to OCD-sal group. In contrast, the OED-ket group minimized,
at least in part, the social deficits generated by ketamine. In the inhibitory avoidance
test, the animals were evaluated on different types of memory: working memory,
short and long term memory. The animals of the OCD-ket group showed deficits in
working memory when compared to the same training group and also in long-term
memory when compared to the same type of OCD-sal group memory. The OED-sal
and OED-ket groups presented cognitive impairment in the three types of memory,
and deficit in working memory when compared to the training of each group. On the
IPP test, the animals of the OCD-ket group, and the OED-ket group showed an
impairment of IPP in three prepulse intensities (PP) (70dB, 75dB and 80dB)
compared to OCD-sal group. However, it is important to note that in the 75dB, OED-
ket group diminished the harmful effects on the sensorimotor system generated by
ketamine. Additionally, increased AChE activity was also observed in the three
structures evaluated in the OCD-ket group. On the other hand, OED-ket group
exacerbated the effect generated by ketamine in all structures. This study indicates
that exposure to prenatal smoking affects behavior and the cholinergic system in
brain structures of adult offspring submitted to the schizophrenia model induced by
ketamine. These data point to the importance of the prenatal period in the genesis of
schizophrenia.

Keywords: Behavior; Cholinergic System; Ketamine; Maternal Smoking;
Schizophrenia.
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1. INTRODUCAO

1.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia € uma doenca neuropsiquiatrica grave, que afeta de 0,5% a
1,0% da populacdo mundial, sendo uma patologia com efeitos devastadores para os
individuos acometidos e seus familiares (Ross et al., 2006). E considerado um dos
transtornos que mais leva a incapacidade cronica (Javitt, 2010). Seus sintomas
iniciam-se predominantemente no periodo entre o final da adolescéncia e inicio da
idade adulta, geralmente observados por uma alteracdo abrupta no perfil social e
afetivo (Apa, 1994; Weiden et al., 2007; Nagai et al., 2011; Marsman et al., 2013). O
inicio tardio da esquizofrenia pode ser entendido pela maturacédo prolongada dos
circuitos corticais sugeridos na doenca, tais como circuito glutamatérgico,
dopaminérgico e &acido gama-aminobutirico (GABA)érgico, particularmente no
periodo da adolescéncia (O'donnell, 2011).

Os sintomas clinicos sdo divididos em trés classes: sintomas positivos, que
abrangem o0s episédios de psicose, delirio, alucinacbes e pensamentos
desorganizados; sintomas negativos, que correspondem a isolamento
social/emocional, embotamento afetivo e anedonia; e déficit cognitivo, caracterizado
como prejuizo na memoéria de trabalho, desorganizacdo, desorientacdo e falta de
atencao (Bowie e Harvey, 2006; Javitt, 2010).

A esquizofrenia é considerada um transtorno debilitante com etiologia e
fisiopatologia ainda pouco conhecidas (Rapoport et al., 2005), com diversos fatores
que podem contribuir para o seu desenvolvimento, incluindo fatores genéticos e
ambientais (Baguelin-Pinaud et al., 2010; Gilmore et al., 2010; Ayhan et al., 2011,

Nagai et al., 2011; Gavin e Akbarian, 2012). Visto que a taxa de concordancia de



15

esquizofrenia para gémeos monozigoticos € de aproximadamente 45% a 60% e em
gémeos dizigoticos existe uma taxa de 10% a 15% (Pientelli et al., 1999) e
considerando a auséncia de resultados consistentes que apontam um fator
genéticoespecifico para a etiologia deste transtorno levou muitos pesquisadores a
estudarem os fatores ambientais (Mcguffin e Gottesman, 1999; Lewis e Levitt, 2002;
Abdolmaleky et al., 2004; Rapoport et al., 2012; Matrisciano et al., 2013). Além
disso, sabe-se também que alteracdes epigenéticas, como a metilacdo do DNA ou a
acetilacdo de histonas, podem estar envolvidas com varias doencas crbnicas, tais
como doencas cardiovasculares, cancer e distlrbios neurocomportamentais, como o
autismo e a esquizofrenia. No entanto, a regulacdo génica epigenética e monoalélica
€ particularmente suscetivel aos efeitos ambientais ocorridos durante o periodo pré
e pos-natal (Jirtle e Skinner, 2007).

Uma hip6tese global classifica a esquizofrenia como uma doenca
neurodesenvolvimental, em que as alteracbes relacionadas aos seus sintomas
ocorrem durante o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) no periodo
gestacional (Rapoport et al., 2005). Estudos indicam que agressdes ambientais, tais
como o sofrimento pré-natal e/ou perinatal (Baguelin-Pinaud et al., 2010), incluindo
exposicao materna ao estresse (Lee et al., 2007), infec¢do e/ou ativacdo do sistema
imunolégico (Clarke et al., 2009; Fatemi e Folsom, 2009), deficiéncias nutricionais
(Brown e Susser, 2008; Susser et al., 2008) e complicacbes obstétricas (Cannon et
al., 2002; Haukvik et al., 2009), podem resultar no aparecimento de sintomas
caracteristicos da doenca, como a diminuicdo da interacdo social e/ou no
reconhecimento de objetos e déficit no sistema sensdério-motor em modelos animais
(Le Pen et al., 2000; Goto e O'donnell, 2002; Le Pen e Moreau, 2002), bem como

anormalidades na estrutura cortical e alteracbes dos sistemas de
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neurotransmissores, como o0 dopaminérgico e o glutamatérgico em humanos
(Foerster et al., 1991; Weinstock, 2001). Esses achados foram observados apos a
adolescéncia, periodo em que os episodios agudos da doenc¢a sdo mais comuns.

Com relacdo a farmacoterapia da esquizofrenia, tem-se conhecimento que
seu inicio foi com a descoberta de dois farmacos, a clorpromazina (1950) e a
clozapina (1960) (Lehmann e Ban, 1997). Nos ultimos anos, diversos antipsicoticos
de primeira (APGSs) e segunda geracdo (ASGs) foram desenvolvidos e os crescentes
estudos voltados para o tratamento da doenca vém avancando o conhecimento em
relacdo a sua neurobiologia e neurofarmacologia (Miyamoto et al., 2012). Sabe-se
gue a maioria dos antipsicoticos, principalmente os APGs, também conhecidos como
antipsicoticos tipicos, possuem 0 seu mecanismo de acdo voltado para o
antagonismo de receptores dopaminérgicos tipo 2 (D), demonstrando que o sistema
dopaminérgico esta envolvido na fisiopatologia da esquizofrenia, visto que observou-
se consistente melhora de sintomas positivos com o uso desses farmacos (Nikam e
Awasthi, 2008). Porém, pacientes utilizando APGs passaram a apresentar muitos
efeitos colaterais, principalmente efeitos secundarios extrapiramidais, ocasionando
uma baixa aderéncia ao tratamento (Leucht et al., 2011). Além disso, percebeu-se
que o sistema dopaminérgico ndo poderia explicar completamente a fisiopatologia
do transtorno, pois o tratamento com estes farmacos néo era capaz de reverter 0s
sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia (Conn et al., 2008).

Levando em consideracdo os achados relacionados aos APGs e tentando
reverter estes problemas, foram incluidos no mercado os ASGs, também
denominados antipsicéticos atipicos, que passaram a desencadear melhora dos
sintomas negativos, déficit cognitivo, capacidade funcional, prevencéo das recaidas,

melhora do grau dos sintomas extrapiramidais e discinesia tardia. Porém, efeitos
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colaterais também foram apresentados por estes medicamentos, principalmente em
nivel metabdlico, como ganho de peso, hiperglicemia e dislipidemia (Meyer, 2007;
Schultz et al., 2007; Tajima et al., 2009; Leucht et al., 2011). Adicionalmente, alguns
estudos demonstraram que o tratamento com ASGs continuou com uma baixa
aderéncia, ndo muito diferente da adesdo ao tratamento com APGs (Dolder et al.,
2002; Gilmer et al., 2004; Valenstein et al., 2004). Desta maneira, percebe-se que os
farmacos disponiveis para o tratamento deste transtorno possuem éxito somente em
parte, mostrando a importancia de pesquisas e o0 desenvolvimento de novas
estratégias voltadas para a farmacoterapia e prevencao da esquizofrenia.

Recentemente, o tabagismo materno tem sido estudado como um fator de
risco importante para o surgimento da esquizofrenia, visto que esta relacionado a
distarbios cognitivos e comportamentais (Baguelin-Pinaud et al., 2010). Fraga et al.
(2011) mostraram que a exposicdo a fumaca de cigarro durante o periodo de
gestacdo ocasiona danos ao DNA na prole adulta, um aumento da peroxidacao
lipidica e danos a proteinas cerebrais em cortex pré-frontal, hipocampo e estriado de
roedores.

Embora a fisiopatologia da esquizofrenia ndo seja totalmente conhecida, a
existéncia de alteracbes anatdbmicas e bioquimicas cerebrais jA foi demonstrada
(Keshavan et al., 2011). A pesquisa em animais tem representado um promissor
instrumento para investigar a base neurobiolégica do distarbio neural e
comportamental da esquizofrenia, com o intuito de se estabelecerem novas
estratégias farmacoterapéuticas (Meyer e Feldon, 2010). Modelos animais
farmacoldgicos de esquizofrenia foram estabelecidos utilizando-se a administracao
de antagonistas ndo competitivos de receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-D-

aspartato (NMDA), como a fenciclidina (Hashimoto et al., 2007; Elsworth et al.,
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2012), o MK-801 (Su et al., 2007; Boulay et al., 2010) e a cetamina (De Oliveira et
al., 2009; Canever et al., 2010; Fraga et al., 2011). Esses farmacos obstruem o canal
NMDA, impedindo a entrada de calcio, podendo levar a um estado psicoético
transitorio e reversivel, mesmo em pessoas saudaveis (Javitt et al., 2000; Mechri et
al., 2001).

Estudos em roedores descreveram que diferentes doses subanestésicas de
cetamina levam a sintomas analogos aos da esquizofrenia (Reddy e Yao, 1996; De
Oliveira et al., 2009), como hiperlocomocado, embotamento afetivo (Hunt et al., 2006;
Canever et al.,, 2010), estereotipia e déficit sensério e cognitivo (Lipska e
Weinberger, 2000; Blot et al., 2013; Neill et al., 2014). Estes modelos sdo adequados
para mimetizar a capacidade de reversao e/ou prevencao por farmacos em humanos
(O'neill e Shaw, 1999; Geyer e Ellenbroek, 2003; Kapur e Mamo, 2003; Bubenikova-

Valesova et al., 2008; Neill et al., 2010; Meltzer et al., 2011).

1.1.1 Sistemas glutamatérgico, dopaminérgico e GABAérgico: relacdo com a

fisiopatologia da esquizofrenia

Dentre as alteracbes bioquimicas da esquizofrenia estdo disfungdes nos
sistemas glutamatérgico e dopaminérgico, além dos sistemas GABAérgico e
colinérgico (Miyamoto et al., 2003; Harrison e Weinberger, 2005), resultando em
irregularidades no funcionamento de regides cortico-basais e levando a sintomas
semelhantes aos do transtorno (Rogers et al., 2011; Tost e Meyer-Lindenberg,
2011).

Com relagcéo ao sistema glutamatérgico, sabe-se que o glutamato (GLU) é o

aminoacido mais abundante no SNC (Watkins e Evans, 1981) e esta envolvido nos
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processos de aprendizagem, memoria, cognicdo, neurotoxicidade e
neuroplasticidade. Estas funcfes sdo mantidas por duas grandes classes de
receptores: ionotropicos (NMDA, Acido amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propidnico
(AMPA) e cainato) e metabotropicos (Verkhratsky e Kirchhoff, 2007). Estd bem
consolidado que alteracbes no fino controle da transmissdo glutamatérgica podem
desencadear transtornos psiquiatricos (Javitt, 2010; Goff, 2015). Sendo assim, na
esquizofrenia os niveis de GLU, importante para a migracdo neuronal e
sinaptogénese, encontra-se alterado (Moghaddam et al., 1997). Da mesma maneira,
pacientes com o0 transtorno apresentam uma diminuicdo na funcdo do receptor
NMDA (Benneyworth et al., 2011).

Duas teorias opostas sdo descritas para explicar a participacdo deste
aminoéacido na fisiopatologia da esquizofrenia: a teoria da hipofuncdo glutamatérgica
(Kim et al., 1980) e a teoria da hiperfuncdo glutamatérgica (Deakin et al., 1989).
Com relagcdo a primeira, acredita-se que uma deficiéncia de receptores
glutamatérgicos em areas fronto-corticais desencadeia uma ativagdo do sistema
dopaminérgico mesolimbico e ocasiona, consequentemente, o surgimento dos
sintomas caracteristicos deste transtorno (Kim et al., 1980; Carlsson e Svensson,
1990; Ohno e Watanabe, 1995). Em contrapartida, a segunda teoria, a de
hiperfuncdo glutamatérgica, descreve que uma hipofuncao de receptores NMDA no
cortex temporal, induzida por meio de uma maior ativacdo de receptores AMPA,
cainato e metabotropicos, gera uma compensacao do sistema glutamatérgico no
cortex frontal (Marsman et al., 2013).

Processos neuroquimicos envolvendo GLU em associacdo com a liberagao
de outros neurotransmissores, como a DA, desencadeiam o0s sintomas da

esquizofrenia (Figuras 1 e 2) (Deakin et al., 1989; Deakin e Simpson, 1997; Simpson
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et al., 1998; Dursun e Deakin, 2001; Schwartz et al., 2012). Acredita-se que uma
hipofuncdo de receptores NMDA seja determinante para uma maior liberacdo de DA
nestes pacientes (Bressan e Pilowsky, 2003). Os efeitos de farmacos agonistas de
receptor NMDA de inibir a liberagdo de DA no estriado reforcam esta hipotese.
Estudos vém mostrando que este mecanismo ocorre, em parte, pela intensificacéo
do neurotransmissor gama-aminobutirico (GABA), desempenhando seu efeito
inibitério (Javitt et al., 2005). O funcionamento dos neurdnios glutamatérgicos na
area pré-frontal é controlado rigorosamente por interneurébnios GABAérgicos. Desta
forma, na esquizofrenia a sinalizacdo GABAérgica encontra-se alterada, bem como

a sinalizacao do receptor NMDA (Hashimoto et al., 2008).
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Figura 1: Hiperativagdo da via dopaminérgica mesolimbica e os sintomas positivos da
esquizofrenia. As projecdes de glutamato (GLU) no tronco cerebral cortical iniciam no cértex frontal e
seguem até a via dopaminérgica mesolimbica. Esta sequéncia de neurdnios normalmente inicia com
neurdnio glutamatérgico primario que dispara em um interneurbnio acido gama-aminobutirico
(GABA)érgico, que libera sinais inibitérios para um neurfnio glutamatérgico secundario, fazendo
diminuir a taxa de disparo de GLU. Dessa forma, o quarto neurdnio (dopaminérgico) dispara taxas
normais de dopamina (DA) na via dopaminérgica mesolimbica, ndo causando sintomas positivos.
Com uma hipofuncéo de receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) essas projecdes ficam prejudicadas.
Afetando consequentemente o disparo em um interneurdnio GABAérgico, fazendo com que ocorra
uma diminuicdo da liberagdo de sinais inibitérios em um neurbnio glutamatérgico secundario,
aumentando a taxa de disparo de GLU de forma anormal, que colide com a via dopaminérgica
mesolimbica, estimulando a liberacdo de DA, gerando os sintomas positivos da esquizofrenia.
Adaptado de Schwartz et al., 2012.
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Figura 2: Hipoativacdo da via dopaminérgica mesocortical e 0s sintomas negativos da
esquizofrenia. Neste caso, acredita-se que ocorram alteragdes nas projecdes de glutamato (GLU)
que tem inicio no cértex frontal se estendendo até a via dopaminérgica mesocortical. Esta sequéncia
de neurbnios normalmente inicia com um neurdnio glutamatérgico primario que dispara em um
interneurdnio 4cido gama-aminobutirico (GABA)érgico, que libera sinais inibitérios para um neurénio
glutamatérgico secundario, fazendo diminuir sua taxa de disparo. Neste caso, o neurbnio
glutamatérgico secundario colide com outro interneurdnio GABAérgico tendo sua fungdo diminuida,
este interneurdnio colide com projecdes de dopamina (DA), mantendo os niveis de DA que chegam
ao cortex frontal normais, evitando os sintomas negativos do transtorno. Acredita-se que com uma
hipofuncdo de receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) essas projecdes ficam prejudicadas. Levando
assim, a uma hipofunc¢do de interneurénios GABAérgicos, aumentando a taxa de disparo de GLU em
um neurdnio glutamatérgico secundario, colidindo com um segundo interneurdnio GABAérgico que é
entdo hiperestimulado, ocasionando um aumento de sinais inibitérios chegando a via dopaminérgica
mesocortical, diminuindo a liberacdo de DA que chega ao cértex frontal, e assim, desencadeando os
sintomas negativos. Adaptado de Schwartz et al., 2012.

Este aumento na liberacdo do neurotransmissor DA estd intrinsicamente
relacionado a psicose, sendo esta a hipotese predominantemente associada a
fisiopatologia da esquizofrenia (Snyder, 1976; Seeman, 1987). Essa teoria foi
fortificada quando pesquisadores analisaram que pacientes com esquizofrenia
liberavam uma maior quantidade de DA comparados ao grupo controle, quando
submetidos a agonistas dopaminérgicos, como as anfetaminas (AMPH) (Laruelle e
Innis, 1996). Acredita-se que 0s sintomas positivos presentes no transtorno sejam
gerados devido a este aumento da atividade dopaminérgica na via mesolimbica,
compreendida entre a area tegumentar ventral (ATV) e o ndcleo accumbens (NAcc)

(Ross et al.,, 2007). Por outro lado, os sintomas negativos Sdo supostamente
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causados por uma diminuicdo dessa atividade na via mesocortical, tendo inicio

também na ATV, seguindo até o cortex pré-frontal (Ross et al., 2007).

1.1.2 Sistema Colinérgico e a Esquizofrenia

O sistema colinérgico vem sendo considerado elemento chave para a
regulacdo de processos cognitivos presentes na esquizofrenia (Davis et al., 1975;
Powchik et al., 1998; Sarter et al., 2012). A acetilcolina (ACh) € um neurotransmissor
excitatério relacionado a processos como atencdo, memoéria e fungcdo motora, e
desempenha seu papel tanto no sistema nervoso periférico (SNP) como no SNC
(Winkler et al., 1995; Sarter e Parikh, 2005; Voss et al., 2008). No SNC, a ACh é
sintetizada em neurbnios colinérgicos pré-sinapticos pela enzima colina
acetiltransferase (ChAT; E.C. 2.3.1.6), a partir de colina e acetil-coenzima A (acetil-
CoA). Em seguida, o neurotransmissor € armazenado em vesiculas pelo
transportador vesicular de ACh (VAChT) para posterior liberacdo na fenda sinaptica
(Figura 3) (Oda, 1999; Ribeiro et al., 2006; Zoheir et al., 2012).

Apés sua liberacdo, a ACh pode ligar-se a dois tipos de receptores
colinérgicos: muscarinicos (MAChR), presentes em regifes parassimpdticas; e
nicotinicos (NAChR), localizados principalmente em junc¢des neuromusculares e
ganglios autbnomos (Beers e Reich, 1970), desempenhando assim, sua funcao.
Também na fenda sinaptica, a enzima acetilcolinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7), com
funcdo regulatéria importante no controle da transmissdo do impulso nervoso
através da sinapse colinérgica, hidrolisa a ACh em colina e acetato, inativando-a

(Soreq e Seidman, 2001). Dessa forma, a colina é constantemente reciclada,
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voltando para o0 neurbnio pré-sinaptico, mantendo assim a sintese do

neurotransmissor (Figura 3) (Collier e Katz, 1974; Tucek, 1985; Zoheir et al., 2012).

P &

Mitocéndria Acetil-CoA

Mol X
B N Colina
Yo
\ €. roe o>
VAChT + XX “~~-'§;§?
| 4 -
R~ ACh

Colina

CHT,

ChAT

Colina - Colina
?I' ' \ m Terminal Nervoso &'v
\ ‘(é] AChE/

$ §
¥ ACh 4
Wi ) "
BChE Lo

~ I &?} AChE
Acetato I_. Célula Alvo] . L

nAChR mMAChR Acetato

Figura 3: Sintese, armazenamento, liberacéo, sinapse e degradacao da acetilcolina (ACh). A sintese
de ACh ocorre em neurdnios pré-sinapticos pela colina acetiltransferase (ChAT), a partir de colina e
acetil-coenzima A (acetil-CoA). Em seguida, a ACh é armazenada em vesiculas pelo transportador
vesicular de acetilcolina (VAChT) para posterior liberacdo na fenda sinaptica, sendo sucedida pela
ligacdo a receptores nicotinicos de ACh (nAChR) e receptores muscarinicos de ACh (mAChR) em
neurdnios pds-sinpticos. Apds a dissociacdo dos receptores, a Ach liberada na fenda sinaptica é
hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) em colina e acetato. A colina é constantemente
reciclada pelo transportador de colina (CHT,;) para manutencdo da sintese do neurotransmissor.
Fonte: Adaptado de Zoheir et al., 2012.

A AChE é um enzima amplamente distribuida no SNC (Oda, 1999) e muitos
estudos indicam que a atividade desta enzima encontra-se aumentada em algumas
estruturas cerebrais, como cortex pré-frontal, hipocampo e estriado de animais
submetidos ao modelo farmacolégico de esquizofrenia induzido por cetamina (Zugno
et al., 2013a; Zugno et al, 2013b). Esta hiperatividade enzimatica leva

possivelmente a uma maior degradacdo de neurotransmissores ACh, apoiando
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evidéncias que sugerem uma diminuicdo deste neurotransmissor em pacientes
esquizofrénicos (Bencherif et al., 2012). Em contrapartida, um estudo de Chatterjee
et al. (2012) indica que doses agudas e crbnicas de cetamina induzem aumento da
atividade da AChE em cortex cerebral e hipocampo, além de desencadear uma
elevacdo no nivel de ACh no cortex, talvez por um mecanismo de protecdo neuronal.
Sendo assim, alteracfes no sistema colinérgico estao intrinsicamente relacionadas
com sintomas presentes em individuos acometidos pelo transtorno, como as
disfuncbes cognitivas (Voss et al., 2008).

Estudos com foco em marcadores neuroquimicos associados as funcdes
cognitivas enfatizam a conexdo entre os sistemas colinérgico e glutamatérgico. A
atividade colinérgica no cértex cerebral produz uma combinacdo complexa de efeitos
inibitérios e excitatorios que interferem na sinalizacdo glutamatérgica via receptores
NMDA (Sarter et al., 2005). Um estudo produzido por Colgin et al. (2003) indica que
os sinais colinérgicos induzem uma atividade excitatéria do glutamato, favorecendo
a aquisicdo da memoéria no hipocampo. Portanto, a ACh pode modular a acdo do
sistema glutamatérgico.

Além disso, o envolvimento do sistema colinérgico na fisiopatologia das
doencas mentais tem sido estudado. Neste contexto, alteracdes nos nAChR sé&o
sugeridas na esquizofrenia (Kalman et al., 2005), caracteristica possivelmente
associada ao fato de que pacientes fumantes manifestam sintomas positivos da
doenca de forma mais grave (Ziedonis et al., 1994). Aléem do mais, o habito de fumar
€ mais comum em pacientes esquizofrénicos do que na populacdo em geral. Essa
diferenca permanece significativa quando o indice de tabagismo em esquizofrénicos
€ comparado ao mesmo indice de pacientes acometidos por outras doencas

psiquiatricas (Mccreadie, 2002; Aguilar et al., 2005).
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O tabagismo pré-natal vem sendo considerado um fator de risco para o
desenvolvimento da esquizofrenia (Stathopoulou et al., 2013), acreditando-se que a
exposicao a fumaca de cigarro durante a gestacdo age diretamente em neurbnios
colinérgicos (Garcia-Rill et al., 2007; Gold et al., 2009). Além disso, estudos mostram
qgue individuos que foram expostos cronicamente a fumaca de cigarro no periodo
gestacional tiveram maior chance de apresentar sintomas caracteristicos do
transtorno, como déficits cognitivos, hiperatividade e distirbios comportamentais na
adolescéncia (Liu e Zhao, 2004; Abreu-Villaca et al., 2010). Sendo assim, estes
estudos sugerem que alteracdes no sistema colinérgico durante o desenvolvimento
do SNC, desencadeadas por agressdes ambientais, podem ter um papel importante

na fisiopatologia da esquizofrenia.

1.1.3 Tabagismo pré-natal na patogénese da esquizofrenia

Problemas de desenvolvimento neuroldgico podem ser gerados nos filhos de
mulheres que iniciaram uma resposta ao estresse durante a gestacao (Brixey et al.,
1993; O'donnell, 2011). O tabagismo, fator estressante durante o periodo
gestacional, pode desencadear anormalidades obstétricas e baixo peso logo apés o
nascimento, levando a alteracdes cognitivas e comportamentais na infancia
(Baguelin-Pinaud et al., 2010). Essa alteracdo precoce no neurodesenvolvimento
pode modificar a organizacao da ligagcdo axonal em projecdes sinapticas ao afetar a
proliferacdo celular neuronal, migracdo e apoptose, essenciais para 0 SNC em
desenvolvimento (Van De Berg et al., 2002).

A exposicdo pré-natal ao cigarro tem sido relacionada com alteragbes

fisiologicas e de desenvolvimento, aumentando o risco de criangas e adultos de
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desenvolverem doencas neuropsiquiatricas (Witschi et al., 1997; Roy et al., 1998).
Apesar do mecanismo neurobioldgico responsavel por essas alteracbes ser ainda
pouco conhecido, acredita-se que modificacdes no sistema dopaminérgico central
estejam relacionadas (Baguelin-Pinaud et al., 2010). Trabalhos tém demonstrado
gue exposicdo a nicotina no periodo durante a gestacdo ocasiona mudancas no
desenvolvimento de marcadores neuroquimicos de DA, induzindo assim
hiperatividade, resultando em danos no sistema dopaminérgico mesolimbico e
nigroestriatal (Muneoka et al., 1997; Azam et al., 2007; Blood-Siegfried e Rende,
2010; Azevedo Marques et al., 2011). Acredita-se que a unido de fatores genéticos e
ambientais desencadeia mudancas no neurodesenvolvimento do sistema
dopaminérgico nesta patologia (Gold et al., 2009). Dados da literatura mostram que
0 sistema colinérgico também esta envolvido no aparecimento das alteracbes do
sistema dopaminérgico (Adler et al., 1990; Tojima e Ito, 2000). Acredita-se que a
nicotina gera alteracdes no sistema dopaminérgico por ter acdo direta em receptores
colinérgicos nicotinicos (Azam et al., 2007).

Sabe-se que existe uma grande variedade de componentes presentes na
fumacga do cigarro, muitos deles com alta toxicidade. Alguns estudos mostraram que
a exposicao a nicotina e ao mondéxido de carbono no periodo pré-natal gera efeitos
negativos na prole. Neste contexto, o monéxido de carbono pode levar & diminui¢éo
do transporte de oxigénio para o feto, induzindo hipoxia em tecidos do embrido
(Benowitz et al., 2000). Além disso, a nicotina é conhecida como fator causador de
morte celular em estruturas embrionarias (Roy et al.,, 1998; Slotkin, 2004),
danificando células e tecidos, modificando a formacéo, sobrevivéncia e diferenciacao

de células cerebrais (Slotkin et al., 1993; Song et al., 1998).
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A administracao in vitro de nicotina em embrides murinos foi avaliada a partir
da dissecacéao para fora do atero no dia embrionario (E) 8,5. O estudo mostrou que a
exposicdo & nicotina induz um aumento de Ca?* nos tecidos dos embrides,
acarretando ma formacéo e apoptose. Esse aumento se deve a maior entrada pela
ativacdo de nAChR, ocasionando uma elevacdo das espécies reativas de oxigénio
(ERO) e apoptose (Zhao e Reece, 2005).

O tecido cerebral é muito sensivel ao ataque de ERO (Halliwell, 1999),
caracteristica explicada, em parte, pela reduzida habilidade de regeneracdo das
células cerebrais quando comparadas aos outros érgdos do corpo, além da elevada
taxa metabdlica e menos defesas antioxidantes (Andersen, 2004). Do mesmo modo,
as evidéncias mostram que o0 estresse oxidativo participa da fisiopatologia da
esquizofrenia (Pazvantoglu et al., 2009; Zhang et al., 2009). Do et al. (2009)
propdem que um desequilibrio redox induzido por agressdes ambientais acarreta
muitas alteragcbes comportamentais na vida adulta, como alteracbes emocionais,
sociais e cognitivas, colaborando para o surgimento dos sintomas caracteristicos

deste transtorno.

1.1.4 Justificativa

Como ja citado, estudos vém abordando a associacao entre fatores genéticos
e ambientais para a etiologia da esquizofrenia (Shorter e Miller, 2015). Levando em
consideracdo a hipotese neurodesenvolvimental em que agressdes ambientais no
periodo pré-natal tém demonstrado afetar o denvolvimento do SNC, que os
mecanismos responsaveis por essas alteracdes ndo sdo completamente entendidos,

e ainda, que tais processos sdo, em grande parte, responsaveis por déficits
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comportamentais na fase adulta, este trabalho auxilia em um melhor entendimento
com relacdo a fisiopatologia da esquizofrenia. Além disso, trabalhos abordando o
presente tema auxiliam na evolucdo da farmacoterapia e possiveis prevencdes

relacionadas ao transtorno.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da exposicao pré-natal a fumaca de cigarro sobre parametros
bioquimicos e comportamentais em ratos adultos submetidos a um modelo

experimental de esquizofrenia.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito da exposicéo pré-natal a fumaca de cigarro sobre a atividade
locomotora em ratos adultos submetidos a um modelo animal de esquizofrenia
induzido pela administracdo de cetamina;

o Avaliar o efeito da exposicao pré-natal a fumaca de cigarro sobre a interacao
social em ratos adultos submetidos a um modelo animal de esquizofrenia induzido
pela administragao de cetamina;

o Avaliar o efeito da exposicdo pré-natal a fumaca de cigarro sobre a meméria e
o aprendizado em ratos adultos submetidos a um modelo animal de esquizofrenia
induzido pela administracdo de cetamina;

o Avaliar o efeito da exposicao pré-natal a fumaca de cigarro sobre a funcao
sensdrio-motora em ratos adultos submetidos a um modelo animal de esquizofrenia
induzido pela administragao de cetamina;

o Avaliar o efeito da exposicéo pré-natal a fumaca de cigarro sobre a atividade
da enzima AChE, em coértex pré-frontal, hipocampo e estriado de ratos adultos
submetidos a um modelo animal de esquizofrenia induzido pela administracdo de

cetamina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Este estudo foi do tipo experimental, utilizando um modelo animal. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob o
protocolo niumero 118/2012 (ANEXO A). Os procedimentos foram executados de
acordo com as recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) projetadas para minimizar o sofrimento e limitar
0 numero de animais utilizados.

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas adultos com
aproximadamente 60 dias de vida, pesando em média 250 g a 300 g. Os animais
foram obtidos do Biotério da Universidade e mantidos em gaiolas em ciclos de 12h

dia-noite, com alimentacao e agua disponiveis e temperatura de 22, 1° C.

3.2 Protocolo de exposicado a fumaca de cigarro

O estudo utilizou um total de 25 ratas Wistar jovens virgens que foram
mantidas cada uma com um rato Wistar macho para acasalamento durante sete
dias. A partir do segundo dia de contato com o macho, as ratas foram separadas
aleatoriamente em dois grupos, o grupo de maes controles (MC) (n=10), cujos
animais nao receberam a fumaca de cigarro, e o grupo de mées expostas (ME), que
recebeu a fumaca de cigarro (n=15). Um numero maior de fémeas no grupo cigarro

foi escolhido devido ao fato de que o estresse gerado pela exposicdo poderia
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provocar aborto ou canibalismo por parte das mées logo apds o nascimento dos
filhotes (Desantis e Schmaltz, 1984).

As fémeas gravidas foram identificadas por funcionarios do biotério da
universidade, sendo que as nao gravidas foram excluidas do experimento e
descartadas por procedimentos adequados. As fémeas participantes permaneceram
separadas em seus respectivos grupos até o ultimo dia de gestacdo (21 dias).
Durante todo este periodo, as ratas do grupo ME foram expostas a inalacéo passiva
da fumaca de cigarro 3 vezes ao dia (8 h, 11 h e 14 h), 4 cigarros em cada
exposicao, totalizando 12 cigarros/dia. O cigarro utilizado neste protocolo foi o da
marca comercial Marlboro® vermelho, cujos componentes incluem alcatrdo (10 mg),
nicotina (0,8 mg) e mondxido de carbono (10 mg). Cada cigarro prosseguiu com um
tempo de inalacdo de 6 minutos, com 1 minuto de intervalo entre cada queima
(quando a exaustdo era acionada), totalizando 72 minutos de exposicdo a fumaca de

cigarro por dia (Tabela 1).

Tabela 1: Protocolo da exposicdo a fumaca de cigarro.

Horérios de Qtde de cigarros | Tempo de exposicao Intervalo de exaustéo
exposicao por dia por exposicao por cigarro (min) entre cada cigarro (min)
08:00hs 4 6 1
11:00hs 4 6 1
14:00hs 4 6 1
TOTAL 12 72 3

Fonte: do autor

O procedimento foi realizado utilizando-se uma camara de acrilico com
dimensdes de 30X40X25 cm, localizada no interior de uma capela de exaustdo. No
compartimento, foram colocadas 5 ratas por vez para inalacdo da fumaca de cigarro.
A fumaca foi levada a camara por uma seringa de 60 mL adaptada a uma entrada na

estrutura (Figura 4). O protocolo de exposicdo acima descrito, bem como a escolha
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do tipo de cigarro foi feita com base em estudo anteriormente publicado (Zugno et

al., 2013a).

30X40X25 cm

Figura 4: Esquema para exposi¢cdo a fumaga de cigarro. Foi utilizada uma camara de acrilico com
dimensdes de 30X40X25 cm, localizada no interior de uma capela de exaustdo. Foram colocadas 5
ratas por vez para inalacdo da fumaca de cigarro. A fumaca foi levada a camara por uma seringa de
60 mL adaptada a uma entrada na camara. Fonte: do autor.

60 mL

Apbs o periodo de gestacéo, os ratos filhotes machos foram mantidos junto a
mae para a amamentacado por 21 dias. A quantidade total de animais obtida no
acasalamento foi de 140 machos. Em seguida, estes foram submetidos ao
desmame. As maes foram utilizadas para outro trabalho referente & mesma linha de
estudo, e as fémeas filhotes foram descartadas por procedimentos adequados pelo

biotério da universidade.

3.3 Cetamina
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Apés o0 desmame, os machos permaneceram com alimentacdo e agua
disponiveis até completarem 60 dias de vida. Ao chegarem a fase adulta, esses

animais foram divididos em 4 diferentes grupos, conforme a tabela 2.

Tabela 2: Separacéo dos animais por grupo de exposicéo a fumaca de cigarro no periodo pré-natal e
dose para o tratamento com cetamina na fase adulta intraperitoneal.

GRUPOS
Filhote Controle + Salina i.p. (FC-sal)

Filhote Controle + Cetamina 25 mg/kg i.p. (FC-cet)

Filhote Exposto + Salina i.p. (FE-Sal)

Filhote Exposto + Cetamina 25 mg/kg i.p. (FE-cet)

Fonte: do autor.

A partir dessa divisdo, iniciou-se o protocolo de administracdo, em que 0sS
animais receberam injecdes intraperitoneais de cetamina (25 mg/kg) ou salina, 1
injegao/dia com um intervalo de 24 horas entre cada administracdo, conforme o
grupo pertinente, durante um periodo de sete dias (tratamento repetido) (Figura 5).
Esta dose foi preparada em solugéo salina no volume de 1 mL/100 g de cetamina
(Becker e Grecksch, 2004; Imre et al., 2006; Tomiya et al., 2006; Canever et al.,
2010).

Apés a ultima administracdo, tempo determinado conforme o protocolo de
execucao de cada teste, os animais foram submetidos aos testes comportamentais
(atividade locomotora, interacdo social, esquiva inibitoria e inibicdo por pré-pulso do
reflexo do sobressalto (IPP)). Posteriormente, os animais foram mortos por
decapitacdo sem anestesia e as estruturas cerebrais foram dissecadas (cortex pré-
frontal, hipocampo e estriado) e congeladas em freezer -80°C para futura analise da

atividade da enzima AChE.
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Ratas Wistar
n=25

MC ME 21 dias
n=10 n=15 Periodo pré-natal
Filhotes & Filhotes &
60 dias de vida 60 dias de vida
| | Tratamento
FC-Cet Cetamina
FE-5al

25mg/ke . 2 7 dias

Ip.C __ & =12/15

Testes Comportamentais n =12-15/grupo
Testes Bioquimicos n = 6-8/grupo

Figura 5: Desenho experimental. Ratas Wistar gravidas foram divididas em dois grupos distintos:
Mées Controles (MC), que ndo foram expostas a fumaca de cigarro, e Maes Expostas a fumaca de
cigarro (ME). Os filhotes machos provenientes de MC e ME foram subdivididos em 4 diferentes
grupos: Filhotes Controles + Salina (FC-Sal), Filhotes Controles + Cetamina (FC-Cet), Filhotes
Expostos + Salina (FE-Sal) e Filhotes Expostos + Cetamina (FE-Cet) e receberam tratamento
repetido (sete dias) com salina ou cetamina (25 mg/kg) i.p. de acordo com grupo experimental. Essa
subdiviséo foi feita aos 60 dias de vida da prole (fase adulta). Apés a Ultima inje¢do, os grupos da
prole foram submetidos aos testes comportamentais e, em seguida, foram mortos por decapitacéo, as
estruturas cerebrais foram dissecadas e utilizadas para testes bioquimicos. Fonte: do autor.

3.4 Avaliagcbes comportamentais
Para avaliacdo comportamental, o0s mesmo animais foram usados para a
realizacdo dos testes de atividade locomotora, interacdo social e esquiva inibitéria.

Por outro lado, para o teste de IPP diferentes animais foram utilizados.

3.4.1 Atividade locomotora
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Trinta minutos apods a ultima administracdo de cetamina ou salina, os animais
foram submetidos individualmente a exploracdo durante o periodo de 15 minutos em
uma caixa de atividade locomotora com 50 x 25 x 50 cm de dimensdes, onde a
atividade ¢é avaliada automaticamente (Activity Monitor, Insight Laboratory
Equipment®, Ribeirdo Preto, SP). O teste avalia a atividade locomotora pela
distancia percorrida (em centimetros) 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 posicoes

controladas pelo sistema (Zugno et al., 2013a).

3.4.2 Interacao Social

ApOs a ultima administracdo de cetamina ou salina, os animais foram isolados
e privados de agua e comida por um periodo de seis horas. Posteriormente, foram
colocados em duplas, em uma caixa de acrilico (60 x 60 x 30 cm) com piso sélido. O
teste consistiu em analisar a interacdo das duplas, que pertenciam ao mesmo grupo
experimental, porém de caixas diferentes por um periodo de 15 minutos. A avaliacdo
comportamental em relacdo ao perfil social dos animais de forma individual n&o foi
realizada, apenas em pares (Schneider e Przewlocki, 2005). Durante este intervalo,
foram analisados a laténcia para iniciar o contato entre 0os animais (seguir ou se
aproximar do parceiro, montagem sobre o parceiro, cheirar ou limpar a pele ou pélo
de qualquer parte do corpo do parceiro), o tempo total em que o0s animais
permaneceram em contato e o numero total de contatos (Niesink e Van Ree, 1989;

Schneider e Przewlocki, 2005).
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3.4.3 Esquiva inibitoria

A avaliacdo foi realizada em uma caixa de acrilico, cujo piso € constituido de
barras paralelas de metal, com uma plataforma junto a parede esquerda do aparelho
(Quevedo et al., 1997; Roesler et al., 2003). O teste comportamental foi iniciado com
uma sessao denominada treino, que ocorreu 24 horas apos a ultima dose de
cetamina ou salina. Os animais foram entéo colocados sobre a plataforma e o tempo
gue estes levaram para descer com as quatro patas nas barras de metal foi anotado
e denominado de laténcia. Apos a descida do animal, este recebeu um choque de
0,4 mA por 2 segundos.

Imediatamente apos o treino, o roedor foi submetido a segunda sesséo,
denominada como teste, sendo colocado novamente na plataforma e a laténcia
anotada. Porém, nenhum choque a partir de entdo foi acionado, avaliando desta
maneira, a memoria de trabalho. Uma hora e meia depois, os animais foram
submetidos a0 mesmo protocolo para avaliacdo da memoéria de curta duracéo
(Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 2003) e, apés 24 horas, para avaliacdo da

memoéria de longa duracdo (Bevilaqua et al., 2003; De Lima et al., 2005).

3.4.4 Inibic&o por pré-pulso do reflexo do sobressalto

A guantificacdo da IPP foi realizada com base no protocolo descrito por Levin
et al. (2011). Foi utilizada uma caixa de medida de sobressalto com vedacéo sonora
(Insight®, S&o Paulo, Brasil). O protocolo foi composto por 74 testes pseudo-
randomizados, divididos em sete categorias distintas, apresentados com um

intervalo de 20 segundos: 1) 20 apresentacbes de pulso sozinho (P), com uma
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intensidade de 120 dB por 50 ms; 2) 8 apresentacdes de cada intensidade de pré-
pulso (PP) sozinho, intensidades de 70, 75 e 80 dB, com 3000 Hz de frequéncia por
20 ms; 3) 10 apresentacOes de cada intensidade de PP + P, com um intervalo de 50
ms. A média da amplitude de sobressalto apds as sessbes de P, bem como a média
da amplitude da resposta de sobressalto apos as sessbes de PP+P foram
calculadas para cada animal. O nivel de IPP para cada animal foi determinado pela
expressdo da amplitude de sobressalto de PP+P, como uma reducéo percentual a
partir da amplitude de sobressalto de P, sendo calculada de acordo com a seguinte
equacao: % IPP = 100 —[(PP/P) x 100]. Desta forma, 0% corresponde a auséncia de
diferenca entre a amplitude de sobressalto ap6s as sessbes de P e PP+P e,
consequentemente, a auséncia de inibicdo da resposta de sobressalto. O resultado
indica a porcentagem de IPP, avaliando assim as funcBes sensorio-motoras dos

animais (Hoffman e Ison, 1980; Weiss e Feldon, 2001).

3.5 Anélises Neuroquimicas

3.5.1 Atividade da AChE

A atividade da enzima foi dosada a partir do método de Ellman et al. (1961). A
taxa de hidrélise foi analisada em um meio de incubacéo contendo 0,8 mM de ACh,
100 mM de tampao fosfato (pH 7,5) e 1,0 mM de 5,5-ditiobis-acido-2-nitrobenzoico
(DTNB). Foram utilizados 50 pL de cada amostra adicionadas a solucdo e pre-
incubadas por 3 minutos.

Em seguida, a hidrolise foi analisada pela formacdo de anions amarelos
(dianion tiolato) de DTNB, mensurados em 412 nm de absorbancia por 2 minutos em

intervalos de 30 segundos a uma temperatura de 25°C. A atividade da enzima das
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amostras analisadas foi expressa em pmol de iodeto de acetilcolina (ACSCh) por
hora por mg de proteina. As amostras foram avaliadas em duplicata. As proteinas
foram determinadas pelo de Lowry et al. (1951), utilizando albumina sérica bovina

como padréao.

3.6 Andlise estatistica

Os resultados referentes a analise bioquimica da atividade da AChE e
também referentes aos testes comportamentais de atividade locomotora, interacdo
social e IPP foram obtidos pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias,
acompanhada do teste de Newman-Keuls quando F foi significativo. Os dados foram
expressos como meédia = erro padrdo da média (E.P.M). Os resultados do teste
comportamental de esquiva inibitoria foram expressos por mediana e intervalos
interquartis e analisado pelos testes de Wilcoxon, para comparacdes dentro de
grupos individuais, e Kruskal-Wallis H, para comparag0es entre os grupos. Em todas
as andlises, valores de p<0,05 foram considerados significativos estatisticamente.
Dois programas foram utilizados para a realizacdo das andlises estatisticas:

Statistical Package for the Social Science (SPSS) e o software Estatistica 7.0.
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4. RESULTADOS
4.1 Testes comportamentais

4.1.1 Atividade locomotora

A figura 6 demonstra o efeito da exposi¢do a fumaca de cigarro no inicio da
vida e da administracdo de cetamina sobre a atividade locomotora da prole adulta. A
analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) revelou diferenca entre as
variaveis Cetamina e Salina [F (1,41)=115,81; p<0,01] e interacdo entre as variaveis
Cigarro e Cetamina [F (1,41)=5,26; p<0,05]. As diferencas entre as variaveis foram

indicadas pelo pds-teste de Newman-Keuls, descritas a seguir.
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Figura 6: Efeito da exposicdo pré-natal a fumaca de cigarro e/ou da administracdo de cetamina na
fase adulta sobre a atividade locomotora de machos. Os valores foram expressos como média +
EPM, n=12-15. * diferente do grupo de filhotes controle + salina (FC-sal). # diferente do grupo de
filhotes expostos + salina (FE-sal). FC-sal (filhotes controle tratados com salina), FC-cet (filhotes
controle tratados com cetamina), FE-sal (filhotes expostos tratados com salina), FE-cet (filhotes
expostos tratados com cetamina). Fonte: do autor.

Os grupos de animais FC-cet e FE-cet apresentaram aumento da distancia
percorrida, quando comparados ao grupo de FC-sal (p<0,01). O grupo de FE-cet

também demostrou aumento neste quesito quando comparado ao grupo FE-sal
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(p<0,01). E importante observar que o resultado apresentado pelos dois agentes em
associacao (cigarro e cetamina) foi semelhante ao resultado apresentado somente

pela cetamina.

4.1.2 Interacéo social

A figura 7 descreve os efeitos da exposicdo a fumaca de cigarro no inicio da
vida e da administracdo de cetamina sobre os indicadores de interacdo social
(laténcia, numero de contatos e tempo total de contatos) na prole com
aproximadamente 60 dias de vida. A andlise estatistica via ANOVA de duas vias
revelou diferenca entre as seguintes varidveis no parametro laténcia: Cigarro e
Controle [F (1,17)=6,45; p<0,05], Cetamina e Salina [F (1,17)=86,05; p<0,01], além
de interacdo entre as variaveis Cigarro e Cetamina [F (1,17)=8,77; p<0,01]. As
diferencas entre as varidveis foram também especificadas pelo poés-teste de
Newman-Keuls.

A laténcia, ilustrada na figura 7A, mostrou-se alterada no grupo de FC-cet,
revelando-se aumentada em relacdo ao grupo FC-sal (p<0,01). Observou-se
também um aumento no tempo que 0s animais levaram para se tocar pela primeira
vez no grupo FE-cet, quando comparado com os grupos de FC-sal (p<0,01) e FE-sal
(p<0,01). Ainda neste parametro, a exposicdo a fumaca de cigarro minimizou os
efeitos gerados pela cetamina. Tal efeito pode ser observado, pois o grupo de FE-
cet mostrou efeito significativo na laténcia, quando comparados ao grupo FC-cet

(p<0,01).
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Nos parametros numero total de contatos (figura 7B) e tempo total de contato

(figura 7C), ndo foram encontradas diferencas significativas entre o0os grupos

estudados.
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Figura 7: Efeito da exposi¢éo pré-natal a fumaca de cigarro e/ou da administracdo de cetamina na
fase adulta sobre a interacdo social (A= laténcia, B= numero de contatos, C= tempo total de
contatos). Os valores foram expressos como média £+ EPM, n=12-15. * diferente do grupo de filhotes
controle + salina (FC-sal). & diferente do grupo de filhotes controle + cetamina (FC-cet). # diferente do
grupo de filhotes expostos + salina (FE-sal). FC-sal (filhotes controle tratados com salina), FC-cet
(filhotes controle tratados com cetamina), FE-sal (filhotes expostos tratados com salina), FE-cet
(filhotes expostos tratados com cetamina). Fonte: do autor.

4.1.3 Esquivainibitéria

A figura 8 demonstra os efeitos da exposi¢do pré-natal a fumaca de cigarro e
da administracdo de cetamina sobre o perfil cognitivo da prole adulta, a partir do
teste de esquiva inibitoria. Inicialmente, foi realizado o teste ndo paramétrico para
amostras dependentes do tipo Wilcoxon, para avaliar altera¢cdes ocorridas em cada

grupo. Os resultados indicaram que os animais do grupo FC-sal apresentaram
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aumento na laténcia nos trés tipos de memodria (p<0,01) (memoria de trabalho,
memoria de curta duracdo e memodria de longa duracdo), ou seja, aprenderam
guando comparados ao treino deste mesmo grupo. Nos grupos de FC-cet, FE-sal e
FE-cet, somente na memoria de trabalho nédo foi possivel observar o aprendizado

dos animais quando estes foram comparados ao treino de seus respectivos grupos.
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Figura 8: Efeito da exposicdo pré-natal a fumacga de cigarro e/ou da administracdo de cetamina na
fase adulta sobre o teste de esquiva inibitria de machos. Os valores foram expressos por mediana e
intervalos interquartis, n=12-15. * diferente do treino de cada grupo. # diferente do mesmo tipo de
memoaria do grupo de filhotes controle + salina (FC-sal). FC-sal (filhotes controle tratados com salina),
FC-cet (filhotes controle tratados com cetamina), FE-sal (filhotes expostos tratados com salina), FE-
cet (filhotes expostos tratados com cetamina). Fonte: do autor.

Em seguida, foi realizado o teste ndo paramétrico para amostras
independentes do tipo Kruskal-Wallis H para realizar a comparacdo dos mesmos
tipos de memodria em grupos distintos. Esses resultados indicaram que o grupo FC-
cet demonstrou déficit de aprendizado durante a memoria de longa duragédo quando
comparado ao mesmo tipo de memaria no grupo de FC-sal (p<0,01). Nesta mesma
avaliacdo, os roedores do grupo FE-sal demonstraram diminuicdo da memoria de

trabalho (p<0,05) e de curta (p<0,05) e longa (p<0,01) duracdo quando comparados
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aos mesmos tipos de memoria do grupo de FC-sal, evidenciando o efeito prejudicial
na cognicdo desses animais ocasionado pelo estresse pré-natal. Os animais do
grupo FE-cet igualmente revelaram déficit cognitivo na memoéria de trabalho
(p<0,01), na memoria de curta duragdo (p<0,05) e na memdéria de longa duragéo

(p<0,01), quando comparados as memoérias do grupo FC-sal.

4.1.4 Inibic&o por pré-pulso do reflexo do sobressalto

A figura 9 demonstra os efeitos da exposi¢cdo a fumaca de cigarro no inicio da
vida e da administracdo de cetamina na fungcdo sensério-motora da prole adulta
utilizando-se o teste de IPP. Os resultados estatisticos através do modelo ANOVA
de duas vias revelou diferenca entre as seguintes variaveis em 70dB: Cetamina e
Salina [F (1,34)=18,03; p<0,01] e interacdo entre as variaveis Cigarro e Cetamina [F
(1,34)=4,25; p<0,05]; em 75dB: revelou diferenca entre as variaveis Cetamina e
Salina [F (1,34)=28,95; p<0,01] e interacao entre Cigarro e Cetamina [F (1,34)=4,97,;
p<0,05]; em 80dB: revelou diferenca entre Cetamina e Salina [F (1,34)=30,42;
p<0,01] e interacdo entre as variaveis Cigarro e Cetamina [F (1,34)=4,22; p<0,05].
As diferencas entre as variaveis foram especificadas pelo pos-teste de Newman-
Keuls.

O grupo FC-sal apresentou inibicdo do sobressalto mediante PP por
apresentarem valores normais, ou seja, aumento da porcentagem de IPP. A prole
pertencente ao grupo FC-cet apresentou déficit de IPP quando comparada ao grupo
FC-sal nas trés intensidades estudadas (70 dB, 75 dB e 80 dB) (p<0,01). Da mesma
maneira, o grupo de FE-cet demonstrou déficit significativo de IPP quando
comparado aos animais do grupo FC-sal nas mesmas intensidades (p<0,05, p<0,01,

p<0,01, respectivamente), revelando um efeito similarmente prejudicial ao perfil



44

cognitivo da prole submetida aos dois agentes em associacdo (cigarro + cetamina)
aguela submetida apenas a administracdo de cetamina na fase adulta nas
intensidades de PP de 70 dB e 80 dB. No entanto, em 75 dB, os resultados
demonstram uma possivel melhora no déficit sensério-motor dos animais
pertencentes ao grupo FE-cet, quando comparados ao grupo FC-cet (p<0,05). Estes
resultados séo reforcados pelo aumento da IPP nos animais FE-sal quando

comparados ao grupo FC-cet em todas as intensidades (p<0,01).
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Figura 9: Efeito da exposicdo pré-natal a fumaca de cigarro e/ou da administragdo de cetamina na
fase adulta sobre a inibicdo por pré-pulso do reflexo do sobressalto de machos. Os valores foram
expressos como média £+ EPM, n=8-10. * diferente do grupo de filhotes controle + salina (FC-sal). §
diferente do grupo de filhotes controle + cetamina (FC-cet). # diferente do grupo de filhotes expostos
+ salina (FE-sal). FC-sal (filhotes controle tratados com salina), FC-cet (filhotes controle tratados com
cetamina), FE-sal (filhotes expostos tratados com salina), FE-cet (filhotes expostos tratados com
cetamina). Fonte: do autor.

4.2 Teste Neuroquimico

4.2.1 Atividade da AChE

A atividade da AChE foi avaliada em trés estruturas cerebrais: cortex pre-
frontal, hipocampo e estriado. A figura 10 demonstra o efeito da exposi¢cao a fumaca

de cigarro no periodo pré-natal e da administracdo de cetamina sobre a atividade da
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enzima AChE nestas trés estruturas da prole adulta. A ANOVA de duas vias revelou
interacbes entre as seguintes variaveis no cortex pré-frontal: Cigarro e Controle
(p<0,01), Cetamina e Salina (p<0,01) e Cigarro e Cetamina (p<0,01). O resultado
dessas interacGes foi especificado pelas diferencas indicadas pelo pos-teste de
Newman-Keuls.

Na figura 10A, a atividade da AChE no cortex pré-frontal mostrou-se
aumentada no grupo de FC-cet quando comparado ao grupo de FC-sal (p<0,05).
Nos animais do grupo de FE-cet, os valores da atividade da AChE também se
apresentaram aumentados quando comparados aos grupos de FC-sal (p<0,01), FC-
cet (p<0,01) e FE-sal (p<0,01).

A figura 10B revela os resultados encontrados com relacdo a atividade da
AChE no hipocampo desses animais. Foram observadas interacbes entre as
seguintes variaveis: Cigarro e Controle (p<0,01), Cetamina e Salina (p<0,01) e
Cigarro e Cetamina (p<0,01). Quando avaliadas as diferencas entre grupos, foi
possivel observar que o grupo de FE-cet, assim como em cOrtex pré-frontal, mostrou
aumento na atividade da AChE quando comparado ao grupo de animais de FC-sal
(p<0,01), FC-cet (p<0,01) e FE-sal (p<0,01). Da mesma maneira, o grupo de FC-cet
apresentou um aumento da atividade da AChE quando comparado ao grupo FC-sal
(p<0,01).

No estriado (figura 10C), foram encontradas interagdes significativas entre as
variaveis Cigarro e Controle (p<0,01), Cetamina e Salina (p<0,01) e Cigarro e
Cetamina (p<0,01). Nesta estrutura, o aumento da atividade da AChE foi também
observado nos grupos FC-cet e FE-cet. O primeiro grupo (FC-cet), dentre as
estruturas analisadas, foi 0 que mais obteve aumento na atividade da enzima AChE

guando comparado ao grupo de FC-sal (p<0,01). Por outro lado, o grupo de FE-cet
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obteve resposta muito semelhante as apresentadas em coértex pré-frontal e
hipocampo. Este grupo apresentou um aumento desta atividade enzimatica quando

comparados aos grupos FC-sal (p<0,01), FC-cet (p<0,01) e FE-sal (p<0,01).
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Figura 10: Efeito da exposi¢céo pré-natal a fumaca de cigarro e/ou da administracdo de cetamina na
fase adulta sobre a atividade da acetilcolinesterase em (A) cortex pré-frontal, (B) hipocampo e (C)
estriado de machos. Os valores foram expressos como média + EPM, n=6-8. * diferente do grupo de
filhotes controle + salina (FC-Sal). 6 diferente do grupo de filhotes controle + cetamina (FC-cet). #
diferente do grupo de filhotes expostos + salina (FE-sal). FC-sal (filhotes controle tratados com
salina), FC-cet (filhotes controle tratados com cetamina), FE-sal (filhotes expostos tratados com
salina), FE-cet (filhotes expostos tratados com cetamina). Fonte: do autor.
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5.  DISCUSSAO

Devido a associacdo entre alteracbes ambientais durante o periodo
gestacional e a suscetibilidade para o desenvolvimento da esquizofrenia, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito da exposi¢do a fumaca de cigarro durante
0 periodo pré-natal sobre parametros comportamentais e atividade da AChE em
estruturas cerebrais de animais submetidos a um modelo experimental de
esquizofrenia na fase adulta, investigando a predisposicao desta prole a desenvolver
o0 transtorno.

Alguns estudos pré-clinicos durante o periodo gestacional mostram que a
exposicao a nicotina desencadeia uma disfuncéo do sistema dopaminérgico (Fung e
Lau, 1989; Muneoka et al., 1999) e induz hiperatividade nos filhotes quando adultos,
elevando de forma direta a liberacdo de DA em estriado e cortex pré-frontal
(Muneoka et al., 1997; Azam et al., 2007; Blood-Siegfried e Rende, 2010). Tal fato
colabora para o entendimento dos resultados do presente trabalho, em que a
exposicdo a fumaca de cigarro no periodo gestacional juntamente com a
administracdo de cetamina na fase adulta induziu aumento da atividade locomotora.
Segundo alguns autores, a nicotina tem acdo direta em receptores nicotinicos nos
terminais dopaminérgicos, desencadeando a liberacdo de dopamina no estriado
(Rapier et al., 1990; Grady et al., 1992; Clarke e Reuben, 1996; Wonnacott, 1997),
levando a alteracdes no comportamento a longo prazo (Gold et al., 2009).

Isto sugere que a nicotina tem como principal sitio de acdo os receptores
colinérgicos, que levam a modificagbes no desenvolvimento de neurbnios
dopaminérgicos, elevando o risco de individuos expostos ao cigarro desenvolverem
esquizofrenia (Lichtensteiger et al., 1988; Azam et al., 2007). Ao mesmo tempo, esse

aumento da liberacdo de neurotransmissores induzido pela exposicdo ao cigarro
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durante o neurodesenvolvimento desencadeia alteracfes entre as interacdes DA,
ACh e GLU, devido também a uma modificacdo na integracdo funcional entre os
sistemas colinérgico e glutamatérgico nas regides mesocorticolimbicas em periodos
diferentes de desenvolvimento (Wonnacott et al., 2006).

Estudos com modelos animais de esquizofrenia mostram que alteracdes na
funcdo glutamatérgica cortical podem estar associadas a uma disfuncdo tanto no
sistema dopaminérgico como colinérgico (Grace, 1991; Carlsson et al.,, 1999;
Jentsch e Roth, 1999; Coyle et al., 2003). A cetamina, substancia usada em modelos
animais desta doenca, leva a uma hipofuncdo glutamatérgica e mimetiza o0s
sintomas da esquizofrenia (De Oliveira et al., 2011; Smith et al., 2011). Estes
estudos corroboram os achados deste trabalho, no qual a administracdo de
cetamina aumentou a atividade locomotora dos animais. Rodvelt et al. (2008)
observaram que o0 bloqueio do receptor NMDA pela cetamina induz
hipersensibilidade a nicotina no estriado e que a nicotina reforcou o aumento da
liberacdo de DA, sendo que esta resposta foi mediada pelo bloqueio de receptor
NMDA.

Os achados do presente estudo relacionados a atividade locomotora elucidam
gue tanto o cigarro e cetamina juntos, como a cetamina administrada isoladamente,
alteram o comportamento motor dos animais. Resultados que comprovam a indugao
de sintomas positivos da esquizofrenia pela cetamina, e ajudam a compreender que
a hiperlocomocéo induzida por esta droga é possivelmente devido ao blogueio do
receptor NMDA. Por outro lado, a hiperlocomoc¢éo gerada pela combinacao de dois
fatores (cigarro + cetamina) € provavelmente devido a uma interacdo mais complexa

entre os sistemas colinérgico, dopaminérgico e glutamatergico.
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Estudos pré-clinicos utilizam o teste de interacdo social com o intuito de
avaliar o comportamento relacionado aos sintomas negativos (Sams-Dodd, 1995;
Deroza et al., 2012). Neste sentido, mediante os resultados do teste de interacéo
social demonstrados pelo presente estudo, pode-se observar o concreto efeito da
cetamina como indutor de sintomas negativos devido ao aumento da laténcia nos
animais do grupo FC-Cet. Tal achado esta em concordancia com alteracdes sociais
encontradas em pacientes esquizofrénicos (Neill et al., 2010).

Cornelius (2014) realizou um estudo caso-controle que teve como objetivo
avaliar o risco de desenvolvimento de esquizofrenia e a gravidade de seus sintomas
associados a exposicdo ao cigarro pré-natal e, dessa forma, mostrou que tal
associacdo leva a um maior agravamento dos sintomas negativos. Esta classe de
sintomas € de certa forma menos impactante. Contudo, podem ser mais
incapacitantes e menos passivos ao tratamento. Dentre as caracteristicas desses
sintomas estdo diminuida expressdo e/ou reacdo emocional, reduzida interacao
social e apatia (Ross et al., 2006).

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

A exposicdo a nicotina, em alguns estudos, vem sendo associada com
alteracdes, a longo e curto prazo, em sistemas de excitacdo e humor mediados por
receptor NMDA, envolvido na esquizofrenia (Knott et al., 2006), sendo considerado

um fator prognaostico para o inicio do transtorno (Weiser et al., 2004). Por outro lado,
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trabalhos vém mostrando o tabagismo como fator protetor (Zammit et al., 2003), ou
seja, em humanos a nicotina pode provocar o abrandamento de alteracdes
cognitivas geradas pela cetamina (Knott et al., 2011). Dessa forma, o uso do cigarro
em alguns casos é possivelmente uma maneira de automedicacdo, quando
relacionado aos sintomas cognitivos, afetivos, efeitos colaterais de alguns farmacos
(Levin et al., 1996) e também sintomas negativos (Chambers et al., 2001; Deroza et
al., 2012). Estes estudos corroboram os dados encontrados no parametro laténcia
do teste de interacdo social, em que o grupo FE-cet mostrou diferenca significativa
comparado ao grupo FC-cet, revelando a exposicédo a fumaca de cigarro no periodo
pré-natal como um possivel fator minimizador dos sintomas negativos gerados pela
cetamina.

Acredita-se que o mecanismo envolvido neste processo esteja ligado a
ativacdo de nAChR pela nicotina em neurbénios dopaminérgicos na ATV da via de
recompensa mesocorticolimbica, desencadeando o aumento de DA no NAcc e
cortex pré-frontal (Dani e Heinemann, 1996; Watkins et al., 2000; Dani e De Biasi,
2001). Porém, é importante salientar que o estudo em questédo teve como propdsito
avaliar os efeitos da exposicéo pré-natal a fumaca de cigarro em relacdo a presenca
de sintomas negativos na prole durante a fase adulta. Diferentemente de outros
estudos que mostraram um efeito redutor de sintomas negativos, em que 0s animais
sao diretamente expostos ao tabagismo (Deroza et al., 2012). Ademais, ainda néo
se sabe ao certo se a nicotina interfere de forma benéfica na esquizofrenia e, até o
momento, ndo existem teorias explicando a associacdo entre uma ma evolucdo na
esquizofrenia em longo prazo e o tabagismo. A agregacao desses dois fatores pode

ser também devido a alta vulnerabilidade a dependéncia de nicotina como a uma
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maior suscetibilidade para uma forma mais grave de esquizofrenia (Aguilar et al.,
2005).

O presente estudo também abordou resultados relativos ao teste de esquiva
inibitdria com o objetivo de analisar o perfil cognitivo dos animais, e assim verificar
se a exposicao ao cigarro durante a gestacdo e/ou administracdo de cetamina na
idade adulta sdo capazes de gerar déficit de memdria tardiamente. O tabagismo
durante a gravidez tem sido relacionado com déficit da funcéo cognitiva e auditiva
(Fried et al.,, 2003), deficiéncia de aprendizagem, comportamento inadequado
(Eskenazi e Trupin, 1995) e déficit de atencao e hiperatividade (ADHD) (Eskenazi e
Trupin, 1995; Milberger et al., 1996; Linnet et al., 2003; Thapar et al., 2003; Button et
al., 2005; Button et al., 2007).

Sabe-se que a fumaca do cigarro contém compostos bioativos que causam
alteracdes no desenvolvimento cerebral e mudancas neuroquimicas irreversiveis
(Naeye, 1992; Slotkin, 1999). A nicotina possui a capacidade de cruzar a barreira
placentaria, desencadeando alteracbes no crescimento e no comportamento da
prole (Vaglenova et al., 2008). Esta substancia apresenta um efeito
neuroteratogénico, levando ao dano celular, alteracdbes na atividade e
desenvolvimento sinaptico e desencadeando um déficit funcional e cognitivo na prole
de fumantes (Slotkin, 1999).

Em concordancia com dados que mostram o prejuizo cognitivo em individuos
esquizofrénicos devido ao tabagismo durante a gravidez, os resultados do presente
trabalho mostram que a prole de ratas expostas a fumaca de cigarro, e tambéem
agueles adicionalmente submetidos ao modelo de cetamina na fase adulta,
apresentaram prejuizo nos trés tipos de memoria (de trabalho, curta e longa),

quando comparados aos mesmos tipos de memadria no grupo controle. Esses
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resultados evidenciam o provavel dano cognitivo causado pelo cigarro pré-natal,
prejuizo este que se mantém até a idade adulta.

A nicotina esta compreendida em mudltiplas vias de neurotransmissores, como
0s sistemas colinérgico e catecolaminérgico. Alteracdes por longos periodos nesses
sistemas podem estar envolvidas nas mudancas comportamentais ocorridas pela
exposicao pré-natal (Levin et al., 1993; Ernst et al., 2001; Slotkin, 2004). Alguns
estudos mostram que individuos com o transtorno apresentam uma menor
expressao de nAChRs do tipo a7 (Guan et al., 1999; Breese et al., 2000; Marutle et
al., 2001), e que polimorfismos no local de producédo do gene deste receptor estdo
envolvidos com o déficit sensorial dos pacientes (Leonard et al., 2002). Os
receptores do tipo a7 sdo expressos macicamente durante as fases de
desenvolvimento. Desta forma, a exposi¢cao ao cigarro pré-natal leva a sua ativacao
e insensibilizacdo, desencadeando a sua disfuncdo em longo prazo (Srinivasan et
al., 2011).

Adicionalmente, a nicotina hiperestimula o desenvolvimento de receptores
colinérgicos e, consequentemente, descontinua a migragdo neuronal, proliferacédo e
diferenciacdo celular, induzindo uma menor producdo neuronal e funcao sinaptica
anormal e diminuida (Slotkin, 1998; Ernst et al., 2001). Um estudo realizado por
Eppolito et al. (2010) mostrou que a exposicdo a nicotina pré e poés-natal
desencadeia prejuizo cognitivo e comportamento ansiogénico elevado, além de
resultar em alteracdes no sistema colinérgico em longo prazo. Estas informacgdes
podem explicar, ao menos de forma parcial, os resultados comportamentais
alterados neste estudo, e que mostram a influéncia do periodo gestacional em

mecanismos cognitivos, mesmo na fase adulta.
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O teste comportamental em questdo também demonstrou prejuizo cognitivo,
com déficit em memoria de trabalho no grupo FC-cet quando comparado ao treino.
Porém, somente durante a memoria de longa duracdo houve diferenca significativa
guando comparado ao mesmo tipo de memadria do grupo FC-sal. A deficiéncia na
memoria de trabalho é uma das alteracdes cognitivas envolvidas na esquizofrenia.
Segundo Timofeeva e Levin (2011), a memoéria de trabalho é um processo ativo, que
armazena temporariamente as informacbes relevantes para uma tarefa
comportamental em curso particular. As alteracdes cognitivas presentes na
esquizofrenia tém sido relatadas por desempenhar um papel fundamental neste
transtorno (Lewis et al., 2005; Lewis e Gonzalez-Burgos, 2006).

Estudos vinculam estas alteracées cognitivas com os receptores NMDA. Um
trabalho realizado por Mohn et al. (1999) demonstrou que a reducdo de NMDARL1
(NR1) em ratos geneticamente modificados desencadeou déficit social e cognitivo.
Outros trabalhos avaliaram o efeito crénico da cetamina em parametros bioquimicos
e comportamentais e demonstraram que a administracdo desta substancia também
leva a déficits cognitivos em ratos, mesmo apO0s a suspensdo do tratamento
(Chatterjee et al., 2011; Zungo et al.,, 2014b). As alteracdes comportamentais
produzidas por esta substancia sdo, em parte, vinculadas ao bloqueio de receptores
NMDA em interneurbnios GABAérgicos, desencadeando uma desinibicdo da
atividade neural nas estruturas do sistema limbico, como o cortex pré-frontal
(Moghaddam et al., 1997). Este mecanismo leva a demasiada liberacdo de GLU e
DA nessas regides (Moghaddam et al., 1997; Lorrain et al., 2003; Razoux et al.,
2007).

Individuos com esquizofrenia apresentam alteracdes cognitivas anteriormente

e imediatamente apds o0 surgimento de psicose, caracteristicas que podem indicar o



54

fator cognitivo como um traco marcador para o surgimento do transtorno (Zaytseva
et al.,, 2015). Trabalhos realizados por Green et al. (2000) e Green et al. (2004)
sugerem que o grau de déficit cognitivo desencadeia um impacto no desempenho
social e auxilia na decisdo do progndéstico de recuperacdo destes pacientes. Isto
ressalta a importancia do presente estudo, em que o enfoque no periodo pré-natal
traz resultados relevantes, que podem complementar estudos relacionados ao
prejuizo cognitivo presente na esquizofrenia, auxiliando no entendimento do
transtorno.

Outro teste comportamental realizado neste estudo foi a verificacdo da IPP,
gue vem paralelamente sendo considerado um bom instrumento para avaliacdo do
perfil cognitivo (Salum et al., 2007). A inibicdo por pré-pulso é classificada como um
endofendtipo neurofisiologico (Greenwood et al.,, 2007), e o déficit da IPP é
relacionado com alguns sintomas da esquizofrenia, como o0 transtorno de
pensamento e distracao (Turetsky et al., 2007).

As estruturas corticais e limbicas, como cértex pré-frontal, hipocampo e
estriado, estdo relacionadas com o controle das fungcbes sensorio-motoras
(Swerdlow et al., 2001). Estas estruturas cerebrais estao alteradas na esquizofrenia
(Swerdlow e Geyer, 1998) e o transtorno em questdo apresenta sintomas como
dano intelectual e prejuizo em funcbes de memdria, atencdo e execucdo (Weickert
et al., 2000). O teste de IPP tem como objetivo avaliar o controle desempenhado por
estas estruturas sobre o sistema de filtro sensorio-motor ou detectar déficits nesse
processo. O mecanismo de filtro parece preservar o sistema nervoso de um elevado
namero de informacgdes (Weiss e Feldon, 2001).

Desta forma, avaliando os resultados obtidos neste trabalho, pode-se

perceber um déficit de IPP nos animais tratados com cetamina, dados que se
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repetem nas trés intensidades de pré-pulso (70 dB, 75 dB e 80 dB). Tais resultados
confirmam estudos mostrando que os antagonistas de receptor NMDA induzem
prejuizo na IPP (Mansbach e Geyer, 1991; Swerdlow et al., 1998; Duncan et al.,
2001; Levin et al., 2005; Imre et al., 2006; Monte et al., 2013; Zugno et al., 2014a).
Alguns estudos mostram que a cetamina induz déficit neste processo de forma
dependente da dose utilizada (Mansbach e Geyer, 1991; Swerdlow et al., 1998).

Uma provavel explicacdo para o surgimento desses efeitos é sugerida por um
estudo realizado por Bakshi e Geyer (1998), em que a infusdo de MK-801, um
antagonista de receptor NMDA, leva a um prejuizo na IPP possivelmente devido a
alteracbes em estruturas do sistema limbico, como a amigdala e o hipocampo
dorsal, além de descrever uma presumivel relacdo também com o cértex pré-frontal
medial neste processo. Acredita-se que estes receptores estejam fixados em
interneurdnios GABAérgicos, e o bloqueio destes receptores desencadeie uma
interrupgéo da inibigcdo da atividade neuronal nestas regides.

O sistema de Oxido nitrico (NO) vem sendo abordado como outra
possibilidade de mecanismo com relagcdo ao efeito comportamental gerado pela
cetamina (Salum et al. 2007). O NO produzido e liberado como consequéncia da
ativacdo de receptores NMDA atua bloqueando a recaptacdo de DA e, portanto,
aumentando a liberagédo deste neurotransmissor (Kiss e Vizi, 2001; Rocchitta et al.,
2005). ManipulagBes que alteram o sistema nitrérgico, juntamente com os sistemas
dopaminérgico e glutamatérgico, indicam o possivel envolvimento do NO no controle
de atividades comportamentais (Snyder e Ferris, 2000).

Os resultados encontrados no teste de IPP, com relacdo ao efeito da
cetamina, mostram-se relevantes, considerando que as alteracdes cognitivas sao

sintomas importantes, com provavel valor preditivo (Green, 1996), e que estédo
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presentes em individuos com esquizofrenia. A IPP é regulada pelo circuito cortico-
limbico-estriado-palido, sofrendo prejuizo mediante algumas particularidades
experimentais, como a utilizacdo de antagonistas de receptor NMDA (Gogos et al.,
2012).

Alteracdes na funcao cognitiva e processamento do sistema auditivo também
vém sendo associados ao tabagismo durante o periodo gestacional (Saxton, 1978;
Picone et al.,, 1982; Sexton et al., 1990; Mccartney et al., 1994; Fried et al.,
1998;2003; Jacobsen et al., 2006; Jacobsen et al., 2007). O que fortalece os
resultados encontrados neste estudo, em que a exposicdo a fumaca do cigarro
associada a cetamina na fase adulta desencadeou déficit da IPP quando comparado
ao grupo FC-sal em todas as intensidades de pré-pulso.

Acredita-se que as alteracfes comportamentais observadas na prole exposta
ao tabagismo gestacional, como o prejuizo na IPP (Popke et al., 1997), estejam
vinculadas, parcialmente a nicotina que atua em nAChRs durante o periodo de
desenvolvimento do SNC (Slotkin et al., 1987; Navarro et al., 1989). A nicotina
durante a gravidez pode, entdo, descontinuar o desenvolvimento das areas
cerebrais responsaveis pela inibicdo do reflexo do sobressalto (Popke et al., 1997,
Heath e Picciotto, 2009) que se encontram, sobretudo, no mesencéfalo (Fendt et al.,
2001). Os coliculo superior e inferior e o tdlamo séo regides envolvidas na regulacao
da IPP, que por sua vez séo inervadas por projecdes de ACh (Beninato e Spencer,
1986; Broide et al., 1995; Broide et al., 1996; Happe e Morley, 2004).

No entanto, é valido ressaltar que os resultados deste trabalho demonstraram
uma possivel reversao dos efeitos da cetamina pela exposicédo a fumaca de cigarro
em 75 dB. Por outro lado, o efeito gerado somente pela cetamina e aquele gerado

pela combinacdo de dois fatores de risco (cigarro + cetamina) foi semelhante nas
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outras duas intensidades de PP, considerando a auséncia de diferenca significativa
em comparacao com o grupo FC-cet. Tal fato indica que possivelmente o resultado
encontrado no teste de IPP neste estudo seja devido, em sua maior parte, ao efeito
da cetamina, que leva entdo a um déficit no sistema de filtro sensério-motor.
Todavia, de igual importancia, o grupo de FE-cet demonstrou que a exposicdo a
fumaca de cigarro, em duas intensidades, ndo foi capaz de minimizar os efeitos
gerados pelo farmaco antagonista de receptor NMDA.

O presente estudo também avaliou a atividade da AChE com o intuito de
observar a existéncia de alguma alteracdo nesta enzima, devido a exposicdo a
fumaca de cigarro e/ou a cetamina. Sabe-se que a ACh é um neurotransmissor
excitatério, essencial para fungcdes motora, de memoéria, aprendizado, controle do
fluxo sanguineo cerebral, percepcéo e atencéo seletiva (Schetinger et al., 1999; Yu e
Dayan, 2002). Dados na literatura mostram que niveis alterados desse
neurotransmissor vém sendo associados a delirios e alucinagbes (Burt, 2000;
Hasselmo, 2006), e indica que o seu metabolismo possui uma alta relacdo com
funcdes cognitivas (Hasselmo, 2006).

A esquizofrenia é vinculada a uma série de disfuncbes cognitivas. Dessa
maneira, o sistema colinérgico vem sendo considerado fundamental para a
modulacdo neural de mecanismos subjacentes a esses sintomas (Davis et al., 1975;
Powchik et al., 1998; Sarter et al., 2012). A atividade aumentada da enzima AChE
desencadeia uma hidrolise exacerbada e consequente diminuicdo de ACh em
receptores colinérgicos, levando a funcéo cerebral reduzida, sintoma observado no
transtorno (Haroutunian et al., 1994; Guan et al., 1999). Paralelo a isso, farmacos
inibidores da AChE vém sendo estudados com o intuito de melhorar parametros

cognitivos de individuos esquizofrénicos (Ribeiz et al., 2010).
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Nesta avaliacdo, os resultados demonstraram que 0s animais que receberam
somente administracdo de cetamina desenvolveram um aumento da atividade da
AChE na trés estruturas analisadas (cortex pré-frontal, hipocampo e estriado), o que
poderia levar possivelmente a uma degradacdo de ACh nessas estruturas. Esses
dados corroboram estudos prévios em que antagonistas de receptores do tipo
NMDA, administrados cronicamente, também aumentaram a atividade da AChE
(Zugno et al.,, 2013b; Zugno et al.,, 2014b; Zugno et al.,, 2015). Uma possivel
explicacdo para tal alteracdo € que a cetamina vem sendo considerada também um
antagonista nAChR (Scheller et al., 1996; Chatterjee et al.,, 2012), aumentando
assim a quantidade de ACh na fenda, ativando de forma exacerbada a enzima AChE
e prejudicando a formacédo de memoéria no hipocampo (Chatterjee et al., 2012). Esse
resultado poderia ser uma consequéncia desse processo, tornando-se um
mecanismo compensatorio (Zugno et al., 2015).

As alteracdes bioquimicas apoiam o0s resultados encontrados nos testes
comportamentais de avaliacdo do perfil cognitivo desses animais. O prejuizo no filtro
sensorio-motor pela cetamina com consequente reducdo da IPP acompanha o
aumento da AChE nas trés regides estudadas. Um estudo realizado por Ballmaier et
al. (2002) mostrou que o uso de um inibidor da enzima AChE (rivastigmina)
desencadeou o aumento de ACh no nucleo basal magnocelular (NBM) — regido de
onde sobretudo se originam neurbnios colinérgicos corticopetal, finalizados em
regides corticais e camadas (Lysakowski et al., 1989; Wenk, 1997) — com decorrente
reducdo do déficit na IPP gerado pela injecdo de uma imuno toxina em neurdnios
colinérgicos no NBM. Este estudo confirma que os neurbnios colinérgicos do NBM

estédo envolvidos na filtragem de estimulo sensério-motor.
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Acredita-se que o NBM regula o mecanismo sensério motor por meio de
projecOes para areas como cortex pré-frontal e regides limbicas (Ballmaier et al.,
2001), estruturas relacionadas com o controle dessas funcdes e que paralelamente
mostraram alteracdo bioquimica no presente estudo. Como referido acima, a ACh é
um neurotransmissor envolvido em processos de memoria e aprendizado, o que
condiz também com os resultados encontrados no teste de esquiva inibitoria, sendo
possivel que estas alteracbes comportamentais sejam devido a alteracées no
sistema colinérgico, com o aumento da degradacao de ACh pela enzima AChE.

O presente estudo também mostrou valores de AChE exacerbados na
presenca de um segundo agente adverso (fumaca de cigarro), quando comparado
aos grupos FC-sal, FC-cet e FE-sal, corroborando estudos anteriores em que a
exposicao pré-natal a fumaca de cigarro também foi capaz de exacerbar os efeitos
gerados somente pela cetamina administrada de forma aguda (Zugno et al., 2013a).
Vale lembrar que o presente estudo colaborou para a confirmacao de que a fumaca
de cigarro pode acentuar esses efeitos, também em um modelo cronico de
esquizofrenia.

Estudos mostram que a nicotina estimula nAChR induzindo episédios
neurodesenvolvimentais por “substituir” a ACh (Navarro et al., 1989; Eriksson et al.,
2000). A exposicdo a nicotina pode entdo afetar o desenvolvimento de estruturas
como cerebelo, hipocampo e cortex sensorial, alterando dessa forma funcdes
sensoriais, motoras e de memoaria (Roy e Sabherwal, 1998). Estes estudos auxiliam
no melhor entendimento dos resultados encontrados nesse trabalho, em que a
cetamina e a exposicdo ao cigarro juntos afetaram o sistema colinérgico,
possivelmente aumentando a degradacdo da ACh, o que poderia explicar as

alteragcbes comportamentais encontradas, como déficit de memoria e reducédo da
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atividade do filtro sensorio-motor. Portanto, roedores machos submetidos a
exposicao a fumaca de cigarro e a cetamina parecem apresentar uma prediSposi¢ao
a alteracdes colinérgicas nas areas estudadas. Essa predisposicdo é também
possivelmente ocasionada por alteracbes nos sistemas dopaminérgico e
glutamatérgico induzidas pela nicotina (Lichtensteiger et al., 1988; Azam et al., 2007,
Wang et al., 2011).

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que a fase de
desenvolvimento pré-natal sofre influéncias provenientes de agressfes ambientais,
como o tabagismo no periodo gestacional. Os fatores de risco ambiental podem
desencadear alteracdes na atividade enzimatica, essencial para o desenvolvimento
normal do SNC do feto, bem como gerar alteracdes comportamentais na fase adulta,
possivelmente devido a modificacbes neuroquimicas presentes no transtorno.
Porém, estas alteracdes neuroquimicas e também comportamentais ndo sao ainda
completamente entendidas. Sendo assim, estudos na mesma linha, como a analise
da producédo e utilizagdo de um andlogo de nicotina como possivel agente
medicamentoso contra a esquizofrenia, e o aprofundamento de resultados ja
existentes se faz necesséario para uma melhor compreensdo sobre a fisiopatologia
da esquizofrenia, considerando ainda que o tema abordado é crucial para elucidar a
importancia do periodo de desenvolvimento em determinar a suscetibilidade a

doencas cronicas na fase adulta.
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