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RESUMO

A esquizofrenia € um transtorno neuropsiquiatrico cronico de fisiopatologia pouco
conhecida, debilitante e de consequéncias muito graves. As teorias sobre a doenca
versam principalmente sobre uma desregulacdo em um ou mais sistemas de
neurotransmissores, sendo que a progressao do transtorno acarreta na presenca de
danos oxidativos a proteinas e lipideos de membrana desencadeados pelo
desbalanco das enzimas antioxidante que combatem o estresse oxidativo muito
presente neste transtorno. A presenca de marcadores inflamatérios durante o
desenvolvimento da esquizofrenia também indica a possibilidade de que o disturbio
seja inicialmente uma doenca inflamatéria. Para o tratamento os medicamentos
antipsicoticos tém sido o método utilizado ao longo dos anos. Entretanto, a eficacia
tardia do tratamento e os efeitos colaterais levam ao abandono dos pacientes ao uso
dos antipsicoticos. Estudos tem demonstrado que o acido ascorbico possui efeitos
neuroprotetores, atuando também na sintese de neurotransmissores e ainda possui
grande poder antioxidante, sendo por isso seu estudo de grande interesse para novas
estratégias terapéuticas no transtorno esquizofrénico. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a suplementacéo do acido ascorbico em um modelo animal de esquizofrenia.
Foram avaliados pardmetros comportamentais tais como (discriminacdo olfatéria,
interac&o social e inibicdo por Pré-pulso), danos oxidativos as membranas através da
avaliacdo das proteinas carboniladas, grupo sulfidrilas, glutationa e as TBARS,
atividade das enzimas antioxidantes (SOD-CAT-GPx) e também citocinas envolvidas
na inflamacao IL-1B, IL-10. Foram utilizados 96 ratos Wistar com 60 dias de vida, os
quais tiveram suplementacé&o com acido ascorbico nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg ou
salina durante 14 dias, via gavagem orogastrica. Posteriormente, 4 grupos (12 ratos
por grupo) receberam administracdo de cetamina (25mg/kg) e 4 grupos receberam
salina, via intraperitoneal, do 9°-15° dia de experimento. Apos 30 minutos da ultima
administracdo de cetamina/salina realizou-se os testes comportamentais, em seguida
os animais foram decapitados por guilhotina e imediatamente as estruturas cerebrais
retiradas (bulbo, cértex pré-frontal, estriado e hipocampo). Pode-se concluir que a
suplementacao de acido ascorbico neste modelo animal de esquizofrenia induzido por
cetamina foi capaz de prevenir danos oxidativos a lipideos e proteinas. Além disso, foi
observada também uma prevencdo na perda sensorio motora, além de manter as
enzimas antioxidantes e citocinas pré e anti-inflamatoérias dentro de parametros
fisiol6gicos. Estes resultados mostram que o 4cido ascorbico pode ser um importante
alvo terapéutico na esquizofrenia podendo auxiliar na melhora da qualidade de vida
do paciente esquizofrénico.

Palavras-chave: Esquizofrenia, Acido Ascorbico, Estresse Oxidativo, Cetamina.



ABSTRACT

Schizophrenia is a chronic neuropsychiatric disorder with pathophysiology that is
poorly known, debilitating, and very serious consequences.The theories about the
disease are mainly about dysregulation in one or more systems of neurotransmitters,
and the progression of the disorder trigger the presence of oxidative damages to
proteins and membrane lipids promoted by the imbalance of the antioxidant enzymes
that combat the very present oxidative stress in this disorder The presence of
inflammatory markers during the development of schizophrenia also indicates the
possibility that the disorder is initially an inflammatory disease. The treatment with
antipsychotic drugs has been the method used for long years. However, late onset of
treatment and side effects lead to patient withdrawal from antipsychotic use. Studies
have shown that ascorbic acid has neuroprotective effects, also acting in the synthesis
of neurotransmitters and still possesses great antioxidant power, being, therefore, its
study of great interest by new therapeutics in schizophrenia.The objective of this study
was to evaluate the ascorbic acid supplementation in an animal model of
schizophrenia, evaluating on behavioral parameters (olfactory discrimination, social
interaction and pre-pulse inhibition), oxidative damage to membranes through the
evaluation of carbonylated proteins, group glutathione and TBARS, antioxidant
enzyme activity (SOD-CAT-GPx) and also cytokines involved in inflammation IL-13, IL-
10. A total of 96 male Wistar rats with 60 days of age were used which were
supplemented with ascorbic acid at 0.1, 1 and 10 mg/kg or saline for 14 days via
orogastric gavage. Subsequently, 4 groups (12 rats per group) were given ketamine
(25mg / kg) and 4 groups received intraperitoneal saline from the 9th-15th day of the
experiment.After 30 minutes of the last administration of ketamine/saline, and
behavioral test, rats were killed by guillotine decapitation and the brain structures
(Bulb, striatum, hippocampus and prefrontal cortex) were carefully dissected for
biochemical analysis.It can be concluded that ascorbic acid supplementation in this
animal model of schizophrenia using ketamine was able to prevent oxidative damage
to lipids and proteins, also prevented motor sensory loss and maintained the balance
of antioxidant enzymes and pro and anti-inflammatory cytokines. These results show
that ascorbic acid may be an important therapeutic target in schizophrenia and may
help to improve the schizophrenic patient's quality of life.

Key words: Schizophrenia, Ascorbic acid, Oxidative Stress, Ketamine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esquizofrenia

O termo esquizofrenia (SZ) é usado para designar um grupo de psicoses com
duracdo de pelo menos seis meses nas quais ocorrem sintomas caracteristicos como
delirios, alucinacdes e catatonia (Kaplan et al., 2002; Bowie e Harvey 2006), € um
distarbio complexo e cronico de saude mental (Patel et al., 2014), sendo considerado
um dos mais graves transtornos psiquiatricos, afetando desfavoravelmente a vida dos
pacientes, além de seus familiares, acarretando em um custo importante para a
sociedade (Salokangas et al., 2001;P4&dua et al., 2005).

Os sintomas comecam no final da adolescéncia ou inicio da idade adulta. O
gue caracteriza este transtorno € a perda de envolvimento do individuo com a
realidade, descaracterizando-o diante das relacdes interpessoais e limitando-o diante
de tarefas rotineiras, tais como estudar e trabalhar (Mari e Leitdo 2000; Marsman et
al., 2013). Em cerca de 15% dos casos ocorrem alucinacdes visuais, auditivas em
50%, tateis em 5% e os delirios em mais de 90% deles (Pull 2005). Menos de 20%
dos pacientes esquizofrénicos estédo inclusos no mercado de trabalho e ainda 40% a
50% dos pacientes relatam que ja cogitaram suicidio, sendo que destes 4-13%
cometem-0 (Mauri et al., 2013).

1.2 Epidemiologia da doenca

A SZ é uma patologia comum e debilitante que afeta tanto homens quanto
mulheres, (WHO, 1998;Wong e Tol 2003), aflinge aproximadamente 1% da populacao
mundial (Gogtay et al., 2011; Zuccoli et al., 2017; Cattane et al.,2018), alguns estudos
sugerem a ocorréncia de aproximadamente quatro novos casos por ano para uma
populacdo de 10.000 habitantes (Sartorius et al., 1986; Mari e Leitdo 2000). A
expectativa de vida para individuos com SZ é cerca de 20% menor que na populacéo
em geral (Tandon et al., 2008; Silva et al., 2017). Além disso, enquanto em outras
patologias psiquiatricas a mortalidade tende a decrescer, na SZ o0s numeros

permanecem inalterados (Sadock et al.,2009).



12

1.3 Apresentacéo clinica

Os pacientes com manifestacbes de SZ séo divididos em trés grupos de
acordo com seus sintomas, sendo eles pacientes com sintomas positivos, sintomas
negativos e sintomas cognitivos (Bilder et al., 1985; Gilman et al., 1996). Os sintomas
positivos caracterizam-se por alucinacbes, agitacdo, euforia, irritabilidade,
agressividade e delirios. Os sintomas negativos envolvem apatia, desmotivacao,
perda de interesse pela vida e depresséo, ja os sintomas cognitivos estdo associados
ao prejuizo na memoria de trabalho, desorganizacao, desorientacao e falta de atencéo
(Reis e Arruda 2011; Silva et al., 2017).

O prognéstico para pacientes com SZ é geralmente imprevisivel, apenas 20%
dos pacientes relatam resultados favoraveis do tratamento, os demais pacientes
apresentam numerosos episodios psicoéticos, sintomas cronicos e uma resposta fraca
aos antipsicoticos (APA 2013). Embora os sintomas positivos frequentemente
respondam bem a medicacao antipsicética, sobre os sintomas negativos e os déficits
cognitivos ndo h& boa resposta.

Por isso, existe uma necessidade urgente de novos tratamentos
farmacoldgicos para tratar estes e outros sintomas associados a SZ (Rabinowitz et al.,
2012). Embora essa patologia seja bem descrita na literatura, pouco se conhece sobre
seus mecanismos deste transtorno exatos. Devido a estas dificuldades o tratamento
da doenca ainda continua sendo atenuar os sintomas apresentados pelo paciente
(Becker et al., 2003; Bressan e Pilowskyb 2003; Diefenderfer e luppa 2018).

1.4 Fisiopatologia

A fisiopatologia da SZ € muito complexa, o que torna dificil encontrar um
tratamento adequado para este disturbio. Segundo Walker et al. (2004) a SZ parece
ser um transtorno poligénico na qual fatores genéticos combinados com
anormalidades no desenvolvimento precoce do cérebro (incluindo apoptose, poda
sinptica e interrupcdo da migracdo neuronal) podem conferir uma vulnerabilidade
constitucional ao transtorno. Anormalidades na neurotransmissao tém fornecido a

base para as teorias sobre a fisiopatologia da SZ (de Oliveira et al., 2009).
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A maioria destas teorias centram-se em um excesso ou uma deficiéncia de
neurotransmissores, incluindo dopamina, serotonina, glutamato e acido gama-
aminobutirico (GABA), como parte do desequilibrio neuroquimico da SZ (Patel et al.,
2014). Existem também evidéncias de disfuncdo do sistema imunolégico, levando a
inflamag&o neuronal em pacientes esquizofrénicos (Miller et al., 2011). No entanto os
mecanismos das alteracdes nas estruturas cerebrais, e 0 mecanismo envolvido na
pobre resposta dos antipsicoticos aos sintomas negativos e cognitivos ainda nao estao

bem elucidados e explicados na literatura.

1.5 Teoria dos neurotransmissores

A teoria dopaminérgica da SZ foi fundamentada em observa¢cdes de que
certas drogas tinham capacidade de estimular a neurotransmisséo da dopamina (DA),
como o uso de psicoestimulantes, como a anfetamina e cocaina. Estas quando
administradas em doses altas e repetidas, causavam uma psicose tdxica com
caracteristicas muito semelhantes as da SZ parandide em fase ativa (Graeff et
al.,1999). Além disso, outras observacdes corroboraram com a teoria dopaminérgica,
como o tratamento com antagonistas dos receptores de DA, especificamente
antagonistas D2 que reduzem os sintomas da SZ principalmente os sintomas positivos
em muitos dos pacientes (Golan e Galanter, 2009).

O sistema dopaminérgico se distribui no cérebro em quatros ramos principais:
nigroestrial, mesolimbico, mesocortical e tuberoinfundibular (Ashton, 1992). Postula-
se que os sintomas positivos, como ilusbes, alucinacdes, psicoses, parandias,
pensamentos desordenados e fala desorganizada, ocorram devido a hiperatividade
dopaminérgica na area mesolimbica dos pacientes esquizofrénicos (Andreasen e
Olsen, 1982). J4& os sintomas negativos, como a desmotivacdo, comportamento
emocional violento, isolamento social, seriam oriundos de uma hipoatividade
dopaminérgica nas projecdes do cortéx pré-frontal via mesolimbica (Andreasen e
Olsen, 1982; Gilman et al., 1996). Porém a fisiopatologia dos sintomas negativos
carece da devida compreensdo e continua a ser um componente relativamente
refratario e debilitante no tratamento da SZ (Tandon et al., 2009).

Para entender o sistema dopaminérgico precisa-se conhecer 0s receptores
gue fazem parte do sistema. Atualmente, sdo conhecidos cinco tipos de receptores

dopaminérgicos (D1, D2, D3, D4, Ds) e estes s&o organizados em dois grupos, 0 grupo
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tipo D1 e o grupo tipo D2, todos eles acoplados a uma proteina G. O grupo tipo D1 esta
representado pelos receptores D1 e Ds e 0 grupo tipo D2 pelos receptores D2, D3 e Da.
Os pertencentes ao grupo tipo D1 estimulam a enzima adenilato ciclase e aumentam
o nivel intracelular de AMP ciclico, enquanto os do grupo tipo D2 inibem essa enzima
e diminuem o AMP ciclico intracelular (Sibley e Monsma, 1992; Wolters, 1996; Watts,
1997). A acao dos antipsicoticos deve-se, principalmente, mas ndo exclusivamente,
ao antagonismo de receptores D2 na via dopaminérgica mesolimbica (Seeman e Van
Tol, 1994; Stahl, 2002; Moreira e Guimaraes, 2007).

Os antipsicoéticos usados para o tratamento da SZ podem ser chamados de
tipicos - antipsicoticos de primeira geracdo (APG) e atipicos - antipsicéticos de
segunda geracdo (ASG). Os APG atuam predominantemente no bloqueio dos
receptores dopaminérgicos; ja os ASG promovem um bloqueio nos receptores
dopaminérgicos e serotonérgicos (Reynolds e Kirk, 2010; Sun et al., 2013).

A diferenca principal entre estes dois tipos de farmacos é que os ASG
possibilitam melhores resultados em relacao a diminui¢édo tanto dos sintomas positivos
guanto dos sintomas negativos (Cordioli e Filho, 2000; Reynolds e Kirk, 2010). Porém,
tanto os antipsicéticos tipicos, usados anteriormente, quanto os atipicos tem efeitos
colaterais que consistem em distirbios motores extrapiramidais como tremores,
rigidez muscular, catatonia e os distirbios endocrinos como hiperglicemia,
hiperprolactinemia, além disso os pacientes tratados com antipsicéticos podem ainda
desenvolver ginecomastia e ter ganho de peso que levariam a piora da qualidade
devida dos pacientes (Abreu et al., 2000).

A dificuldade no uso dos antipsicoticos esta na sua janela terapéutica estreita
pois € necessaria uma ocupacao de receptores acima 65% para o efeito terapéutico,
enguanto que uma ocupacao acima de 78-80% resultam em efeitos colaterais (Kapur
et al., 2000; Moreira e Guimardes, 2007). Segundo Bressan et al., 2001 em seu
estudo, individuos com ocupacdes superiores a 78% tiveram maior chance de
apresentar sintomas depressivos.

A teoria glutamatérgica surgiu a partir da evidéncia de que ha diminuicdo dos
niveis de glutamato em pacientes esquizofrénicos (Kim et al.,, 1980). O sistema
glutamatérgico envolve uma série de receptores que séo ativados pelo aminoacido
glutamato (Cotman et al.,, 1995). Este aminoacido € considerado o maior

neurotransmissor excitatorio do SNC. O sistema glutamatérgico esta dividido em duas
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familias de receptores, receptores ionotropicos e receptores metabotrdpicos (Bressan
e Pilowskyb, 2003).

Os receptores ionotropicos formam canais ibnicos responsaveis pela
transmissdo sinaptica rapida, sdo conhecidos trés tipos o N-metil-D-aspartato
(NMDA), o &cido-amino- 3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propiénico (AMPA) e o cainato
(KA) (Pinheiro e Mulle, 2008; Ruggiero, et al. 2011). J4 os receptores metabotropicos
(mGIuR) agem através de segundos mensageiros intracelulares que modulam a
transmissao sinaptica, por esse motivo, sdo responsaveis pela geracao de respostas
pés-sinapticas mais lentas (Ferraguti e Shigemoto, 2006; Pinheiro e Mulle, 2008).

Pesquisas recentes tém sugerido que os receptores tipo NMDA estéo
envolvidos na fisiopatologia da SZ e podem ser alvo para tratamentos
psicofarmacoldgicos (Bressan et al., 2001), visto que a administracdo de antagonistas
do receptor NMDA como cetamina e fenciclidina em pacientes com SZ, induz
exacerbacédo do quadro psicético e o padrédo de sintomas psicoticos € semelhante ao
padrao previamente sentido pelos pacientes durante episddios psicéticos agudos (ltil
et al., 1967; Malhotra et al., 1997; Canever et al., 2010; de Oliveira et al., 2011).

A precipitagdo dos sintomas esquizofrénicos deve-se ao fato de que o circuito
neuronal glutamatérgico esta envolvido com o dopaminérgico, pois quanto mais
glutamato interage em receptores NMDA na via mesocortical, mais dopamina é
liberada nesta mesma via, portanto, se ha uma hipofuncéo glutamatérgica nesta via,
consequentemente ocorrera pouca liberacdo de dopamina no cortex e isto resulta em
sintomas negativos e cognitivos (Stahl, 2007; Neto et al., 2007).

Por outro lado na via mesolimbica, a qual é responsavel pelas atitudes
emotivas, 0s neurdnios glutamatérgicos diminuem a liberacdo de dopamina através
de neurdnios intermediarios que sdo GABAérgicos, explicitando que a hipofuncao
NMDA mesolimbica estimula pouco os neurbnios GABAérgicos intermediarios, que
desta forma ndo conseguem diminuir o suficiente a liberacdo de dopamina nesta
regido, ou seja, a dopamina interage com receptores D2 acima do que o normal e isto
precipita sintomas positivos da SZ (Reis e Arruda, 2011; Rang e Dale, 2016).

A desregulacdo destes neurotransmissores afetam mecanismos
homeostéaticos da sobrevivéncia dos neurdnios, desencadeando processos
inflamatorios e de estresse oxidativos, que por sua vez podem induzir reciprocamente
um ao outro através de um ciclo de feedback positivo na indu¢cdo do aumento da

producéo de radicais livres e citocinas (Farber et al.,2002; Okusaga, 2013).
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1.6 Sistemaimune e o estresse oxidativo

Trabalhos recentes indicam a existéncia de uma desregulacdo do sistema
imunologico na SZ (Kunz et al., 2011; Rahmoune et al., 2013), trabalhos de
Wildenauer et al. (1991) e Koérschenhausen et al. (1996) feitos anteriormente
embasam esta evidencia, afirmando que produtos da degradacéo de substancias
inflamatodrias foram encontrados tanto no tecido cerebral como no fluido cérebro
espinhal em cerca de 50% dos seus pacientes estudados com SZ, além deste os
estudos de Doorduin et al. (2009) e Aguiar et al. (2010) demonstraram que 0 processo
neuroinflamatério foi encontrado no hipocampo de pacientes em fase de recuperagéo
de um surto psicético, mostrando que a neuroinflamacdo tem um envolvimento
importante na SZ, principalmente durante a psicose.

Segundo Benros (2011) e Jones e Thomsen (2013) a neuroinflamagéo
desempenha um papel critico em diferentes doencas neurologicas e psiquiatricas,
estas evidéncias sugerem que existe um risco aumentado de sintomas
neuropsiquiatricos quando o cérebro € exposto a processos de neuroinflamacao,
embora a neuroinflamacgéo possa ser um processo de defesa fisiol6gica benéfico para
a reparacgao e recuperacao do sistema nervoso central (SNC), pode ser danosa aos
neurénios quando de forma cronica, pois assim pode destruir tecido e causa morte
celular (Yong, 2010).

A inflamacdo é o processo pelo qual as células das imunidades inata e
adaptativa juntamente com proteinas plasmaticas circulantes alcan¢cam sitios de lesédo
(secundéria ou nao a processos infecciosos) para restaurar a homeostase tecidual
(Na et al., 2014). Os mecanismos imunomoduladores que regulam o tipo, a extensao
e o resultado de qualquer resposta inflamatéria existem no SNC e envolvem a
regulagdo de citocinas pr6 e/ou anti-inflamatoérias (Smyth e Lawrie, 2013).

As citocinas sdo uma superfamilia de proteinas de baixo peso molecular
secretadas por uma variedade de tipos de células e tém amplas funcbes dentro da
resposta inflamatéria inata e adaptativa (Zimmerman et al., 2014). Alguns estudos
apontam haver um aumento das concentracfes seéricas de varias citocinas em
pacientes com SZ e isto levaria a neurogénese anormal, neurodegeneracédo e
anormalidades na substancia branca cerebral, além disso o aumento da secrecado de

citocinas, como IL-1, IL-2, TNF-a, IFN-a e IFN-B, modificariam a liberacdo de
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neurotransmissores contribuindo para a fisiopatologia do transtorno (Monji et al., 2009;
Campos-Carli et al., 2016).

Evidéncias também sugerem que o0 estresse oxidativo provocado por
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), conhecidos também como radicais livres, tem
papel importante na fisiopatologia da SZ (Aguiar et al., 2010; Chittiprol et al., 2010;
Zugno et al., 2014). Este achado é sustentado pelas evidéncias que apontam que
subunidades de receptores NMDA sao altamente sensiveis aos altos niveis de ERO’s
e esta sensibilidade desestabiliza a estrutura do receptor, alterando sua isoforma e
induzindo a uma possivel hiperfungéo, e esta alteragcéo prejudica a sintese de GABA
dificultando a modulagdo dopaminérgica no sistema limbico provocando sintomas
caracteristicos do transtorno esquizofrénico (Do et al., 2009).

O estresse oxidativo também pode aumentar a peroxidacédo lipidica e este
processo desencadear a formacéo de malondiadeido (MDA), sendo este o principal e
mais estudado produto da peroxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados. Este
processo de estresse oxidativo também pode desencadear a oxidacado de proteinas
dando origem a carbonilacdo das proteinas, além disso ainda pode diminuir 0s grupos
sulfidrilas. Esses eventos tém sido relacionados a patogénese de muitas doencas que
afetam o SNC, como distarbios neurodegenerativos, doencas de Parkinson e
Alzheimer, epilepsia, esclerose multipla, deméncia e transtorno bipolar (Halliwell,
2001; Fendri et al., 2006; de Oliveira et al., 2009).

A toxicidade dos radicais livres é neutralizada por um nimero de enzimas
citoprotetoras e antioxidantes que limitam o dano. Este mecanismo de protecao
funciona cooperativamente na forma de uma cascata que inclui varias enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT) (Dadheech et al., 2008). No entanto, estudos realizados em pacientes
com SZ geralmente sugeriram a presenca de um sistema antioxidante comprometido
(Pavlovi¢ et al., 2002; Gysin et al., 2007; Dadheech et al., 2008). Esse desequilibrio
dos radicais livres pode ser combatido por substancias antioxidantes, pois elas séo
capazes de retardar este processo, neutralizando e removendo os radicais livres do
corpo (Vasconcelos et al., 2015), uma das vitaminas mais comuns usadas com esse

recurso é o acido ascorbico (AA).
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1.7 Acido ascérbico e seu papel neuroprotetor

O AA, conhecido popularmente como vitamina C, € uma vitamina
hidrossoluvel, essencial para o funcionamento do organismo e fundamental para a
sintese de coldgeno e reparacao de tecidos, ela pode ser sintetizada pela maioria dos
animais, porém o ser humano néo tem esta capacidade devido & auséncia da enzima
gulonolactona oxidase, e por isso 0 organismo nao sintetiza o AA a partir da glicose
(Nelson e Cox, 2011).

Sabe-se que os neurbnios usam AA para muitas reacdes quimicas e
enzimaticas diferentes, incluindo a sintese de neurotransmissores e horménios
(Arrigoni e Tullio, 2002) e ainda o AA possui acdo neuromoduladora sobre a
neurotransmissdo dopaminérgica e glutamatérgica, e ainda € importante para a
sintese de catecolaminas e neurotransmissores (Rebec e Pierce, 1994; Rice, 2000;
Naidu, 2003). A literatura relata que existem altas concentracées de AA em tecidos
cerebrais e isso poderia ser capaz de diminuir a acdo da dopamina em seus
receptores além de favorecer a um melhor desempenho de farmacos antipsicéticos.
(Hadjiconstantinou e Neff, 1983; Agus et al., 1997).

Uma das principais fungdes conhecidas desta vitamina é a sua capacidade de
reagir com as ERO’s devido a seu poder redutor, e por isso o AA proporciona protecao
contra a oxidacdo descontrolada exercida pelos radical livres na célula garantindo a
homeostase do sistema (Padayatty et al., 2003). O AA, atua reduzindo 0s processos
danosos dos radicais livres, visto que o cérebro do paciente esquizofrénico parece
estar sobre intensa agressdo destas substancias além de processos inflamatérios
como visto anteriormente e isto expde o0s neurbnios a grandes concentracdes de
radicais livres, favorecendo para que ocorra degeneracédo neuronal (Dakhale et al.,
2005; Popa e Ladea, 2012; Ramachandran e Thirunavakaras, 2012).

Varios estudos tém mostrado que vitaminas e minerais estdo envolvidos em
diversas vias bioquimicas e acdes fisiologicas que influenciam a func¢éo do cérebro
humano. Estudos tem mostrado que deficiéncias de vitaminas se correlacionam com
alguns transtornos mentais como Alzheimer, Parkinson e SZ (Ramachandran e
Thirunavakaras, 2012; Wadidi, 2015). A utilizacdo da suplementacdo de vitaminas
para transtornos psiquiatricos tem sido estudada nos ultimos anos, e estes estudos
tem mostrado que certas vitaminas como as do complexo B, a vitamina D e as

vitaminas antioxidantes, como a vitamina E e o AA podem contribuir muito com a
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gualidade de vida do paciente com transtornos mentais, principalmente os acometidos
com SZ, pois estas vitaminas usadas concomitantemente com os antipsicéticos atuam
na diminuicdo dos efeitos adversos destes farmacos e ainda sao fatores de protecao

cerebral.

1.8 Modelos animais de esquizofrenia e cetamina

A pesquisa cientifica de doencas psiquiatricas e neuroldgicas necessita do
desenvolvimento adequado, mesmo que limitado, de modelos animais, sendo que o
principal objetivo dos modelos animais € melhorar nossa compreensdo de um
fenbmeno humano. Diante desta procura sabe-se que € muito dificil reconhecer e
reproduzir uma doenca tdo complexa como a SZ em um animal (Geyer e Markou,
1995). Varios modelos tém sido propostos para simular parcialmente a SZ, os mais
utilizados baseiam-se em mudancas produzidas por drogas e por lesdes cerebrais em
areas supostamente envolvidas na SZ (Silva et al., 2016).

Dentre os modelos farmacoldgicos da SZ, o modelo de hipofuncdo ou
antagonismo dos receptores NMDA é o que produz quadros psicoticos que mais se
assemelham a SZ, pois a administracdo de antagonistas NMDA a pacientes com SZ
induz exacerbacdo do quadro psicético (Bressan e Pilowskyb, 2003). Entre os
antagonistas de NMDA usados, a cetamina tem recebido atencdo em uma série de
trabalhos na literatura cientifica (Duncan, et al. 2000; Miyamoto et al., 2001; Becker et
al., 2003; Zugno et al.,2014; Zugno et al., 2016), o interesse pelo seu estudo surgiu a
partir de um trabalho realizado por (Lahti et al.,1995) no qual a cetamina de forma
dose resposta induziu sintomatologia psicotica em voluntarios humanos sadios.

A cetamina é um derivado do cloridrato de fenciclidina, ela € um anestésico
dissociativo, que afeta a atividade glutamatérgica por meio do bloqueio do receptor
NMDA. Ja se sabe que a cetamina causa psicoses individuais em pacientes
esquizofrénicos remitidos e o uso dessa substancia também é usado para avaliar
sintomas positivos e negativos da SZ em voluntarios saudaveis. (Lahti et al., 2001; de
Oliveira et al., 2009; Canever et al., 2010; de Oliveira et al., 2011; Zugno et al., 2016;
Damazio et al., 2017).

Em roedores e macacos, doses sub-anestésicas agudas deste antagonista de
NMDA produz uma constelacdo de fenbmenos potencialmente relevantes para a

sintomatologia  esquizofrénica, incluindo hiperlocomocdo, comportamentos
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estereotipados, déficits cognitivos e sensoriomotores, e interacbes sociais
prejudicadas (de Oliveira et al., 2009), sendo que os antagonistas do receptor NMDA
ainda aumentam os niveis extracelulares da dopamina e glutamato bem como 0s
niveis de noradrenalina e acetilcolina no cortex pré-frontal (Verma e Moghaddam,
1996; Bubenikova-ValeSova et al.,2008).

2 JUSTIFICATIVA

Este estudo justifica-se devido a dificuldade em estabelecer uma estratégia
terapéutica eficaz contra a SZ, visto que os inUmeros medicamentos até 0 momento
disponiveis apenas atenuam o0s sintomas positivos principalmente apresentados pelo
paciente com transtorno esquizofrénico, e 0s sintomas negativos e cognitivos
permanecem prejudicando a vida do doente. Além disso parece existir um processo
inflamatério descontrolado e um excesso de producdo de radicais livres
desencadeando o estresse oxidativo no paciente com o transtorno esquizofrénico, e
estes processos estao ligados diretamente com a alteracfes na neurotransmissao,
destruicdo e morte neuronal e os farmacos antipsicéticos que sdo usados como
tratamento do transtorno nao séo capazes de combater com eficiéncia.

Por ndo existir uma terapéutica eficiente até 0 momento na atenuacéo do
transtorno, o doente esquizofrénico tende a desistir do tratamento medicamentoso por
nao ver melhoras significativas e ainda pelos desagradaveis efeitos adversos que eles
acarretam no doente. Este estudo busca uma possivel estratégia de tratamento neste
transtorno com o uso do AA, pois a literatura nos mostra que esta vitamina possui
grande influéncia na fisiologia do SNC além de estar envolvida na atividade de varios
neurotransmissores, podendo ser por isso um grande alvo para pesquisas e estudos
no desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento da SZ.

Nosso estudo busca propor uma possivel aplicagéo terapéutica com o uso do
AA, para isso serdo avaliados parametros comportamentais, inflamatorios e de
estresse oxidativo, com doses especificas do AA na busca de resultados satisfatorios
no controle comportamental e na homeostase cerebral dos ratos wistars utilizados no

estudo através do modelo de SZ induzido por cetamina.
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Esta pesquisa busca contribuir para o avangco na compreensao sobre a
fisiopatologia da SZ e com isso promover uma alternativa terapéutica que auxilie na

qualidade de vida e no bem-estar do paciente esquizofrénico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito da suplementacdo de AA em diferentes doses (0,1, 1 e
10mg/kg) sobre pardmetros comportamentais, enzimaticos, inflamatorios e danos

oxidativos em um modelo animal de SZ induzido por cetamina.

3.2 Especificos

Avaliar o efeito da suplementacdo de AA em diferentes doses (0,1, 1 e
10mg/kg) sobre os testes comportamentais: discriminacao olfatéria; interacdo social,
e Inibicdo por Pré-pulso.

Avaliar o efeito da suplementacdo de AA em parametros inflamatorios (niveis
IL-18, IL-10), nas enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx, e na concentracdo de
grupamentos sulfidrilas, glutationa reduzida, TBARS e proteinas carboniladas, em
estruturas cerebrais especificas, sendo estas, bulbo olfatério, cortex pré-frontal,

estriado e hipocampo.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Psiquiatria Translacional
da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados conforme as recomendagfes internacionais para o
cuidado e o uso de animais de laboratério, considerando também as recomendacfes
para o uso de animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento
(SBNeC).

Ressalta-se que esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob o
protocolo 037/2017-1 (Adendo do protocolo 058/2016-2). Todos os equipamentos,
reagentes e drogas necessarias para a execucao deste projeto foram disponiveis ao
proponente, ndo havendo critérios aparentes de suspensdo ou encerramento da

pesquisa.

4.2 Animais

O estudo utilizou 96 ratos Wistar com idade de 60 dias, pesando em média
250g a 300g. Os animais foram obtidos do Biotério da Universidade e mantidos em
gaiolas em grupos de 5 animais, em ciclos de 12 horas dia-noite, com alimentacéo e
agua disponiveis, com temperatura entre 22+ 1° Celsius. Para o experimento 0s ratos
estavam separados em 8 grupos de 12 animais, divididos da seguinte forma por grupo;
Salina+Agua; Salina+AA0,1mg/kg; Salina+AA1mg/kg; Salina+AA10mg/kg;
Cetamina+Agua; Cetamina+AAO0,1mg/kg; Cetamina+AA1mg/kg; e
Cetamina+tAA10mg/kg. As doses deste estudo foram baseadas em trabalhos
analisados por (Binfaré et al., 2009; Damazio et al., 2017).

O AA (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em agua destilada e esta solugéo era
preparada todos os dias e administradas oralmente por gavagem em trés doses
diferentes (0,1-1-10mg/kg), por um periodo de 14 dias. A cetamina foi preparada em
solucéo salina a um volume de 1mL / 100g (Becker et al., 2003; Imre et al., 2006;
Tomiya et al., 2006).
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A cetamina (Vetaset®-Zoetis) ou salina foram injetadas via intraperitoneal
(i.p) entre os dias 9-15 do experimento, apdés um periodo de 30 minutos da ultima
injecdo de cetamina ou salina os animais foram submetidos aos testes comportais e

apos eutanasiados por decaptacéo.

Cetamina ou Salina (25mg/Kg i.p.)

1% dia 9° dia 14° dia 15° dia
I

| —— I

Agua ou Acido Ascorbice 0,1- 1 - 10 mg/Kg

-
Testes Comportamentais

b

Eutanasia
] Dissecacdo J
AN Analises Bioguimicas

S -~

Fig. 1. Desenho experimental: Acido ascérbico (AA) nas doses de 0,1 - 1 e 10 mg/kg administradas
por 14 dias e cetamina/salina por 7 dias na dose de 25 mg/kg (i.p.).
Fonte: do autor, 2018.

4.3 Testes comportamentais

4.3.1 Discriminacdao olfatéria

Previamente ao inicio do teste de discriminacdo olfatéria os animais
permaneceram 48 horas sem a troca da maravalha para que houvesse uma
padronizacdo da impregnacdo do odor. Para a realizacdo deste experimento foi
utilizada uma caixa que se apresentava com dois compartimentos idénticos de (30 x
30 x 20 cm) separados por uma porta aberta que permite o acesso dos animais para
ambos os compartimentos. O chdo de um dos compartimentos estava forrado com a
serragem retirada da gaiola (familiar) na qual o animal esteve isolado por 48 horas,

enquanto o outro compartimento (nao-familiar) continha serragem limpa e inodora.
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O experimento consistiu em colocar o rato na caixa de discriminagéo olfatoria
e registrar, durante um periodo de 5 minutos, o tempo que o animal gastou
investigando cada um dos compartimentos. A discriminacao olfatéria foi avaliada pela
preferéncia do rato em ficar no compartimento impregnado com o seu cheiro
(compartimento familiar) em relagdo ao compartimento inodoro (néo-familiar), visto
gue nesta situacdo, tem sido demonstrado que ratos machos adultos preferem

permanecer em ambientes impregnados com seu préprio cheiro (Castro et al., 2012).

4.3.2 Interacéao social

No dia do experimento, os animais estavam isolados uns dos outros em
gaiolas de plastico medindo 43 x 28 x 15 cm por 6 horas antes do experimento.

O teste teve seu inicio quando foi colocado dois animais do mesmo grupo
experimental, mas de diferentes gaiolas para a caixa de teste e permaneceram nela
por um periodo de 15 minutos, esta caixa tendo as seguintes dimensoes,
60x60x30cm. Iniciando-se o teste primeiramente verificamos o tempo de laténcia que
0s animais levaram para iniciar a intera¢ao social (seguir ou se aproximar do parceiro,
montagem sobre o parceiro, cheirar ou grooming de qualquer parte do corpo do
parceiro), seguindo o teste foi verificado o nUmero de contatos entre 0s animais e o
tempo total gasto no comportamento social (Niesink e Van Ree, 1989; Schneider e
Przewtocki, 2005; Canever et al., 2010). O comportamento social foi avaliado para um

par de animais, portanto o comportamento individual do animal néo foi analisado.

4.3.3 Inibic&o por Pré-Pulso

O teste de inibicdo por Pré Pulso (IPP), € um modelo utilizado para o estudo
do controle neural exercido por estruturas corticais e limbicas sobre processos de filtro
e sua possivel deficiéncia em desordens neuropsiquiatricas. Este teste nos da uma
medida operacional do filtro sensorio-motor do animal, sendo ele responsavel em
propiciar ao animal a capacidade de discriminar estimulos externos de relevancia
fisiologica ou cognitiva

A guantificacdo da inibicdo promovida por um Pré-Pulso apds a resposta ao

pulso seré realizada com base no protocolo descrito por (Kinkead et al., 2006) e por
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ser ja um protocolo utilizado em outro trabalho do nosso grupo de pesquisa (Zugno et
al., 2014). Para esta avaliacao foram utilizadas caixas de medida de sobressalto com
vedacdo sonora (Insight ® - EP 175), nas quais a amplitude do sobressalto foi
quantificada apds a apresentacdo de um estimulo sonoro, sendo que durante todo o
tempo era produzido um barulho de fundo de 65 dB. Os animais permaneceram por
um periodo de habituacdo de 5 minutos nessas caixas. Durante a sessdo, foram
apresentados 3 tipos de estimulos por 10 vezes e distribuidos randomicamente em
intervalos médios de 20 segundos: 1) Pulsos de 120 dB por 40 ms (capaz de produzir
uma resposta de sobressalto); 2) Pré-Pulsos de 65, 70 ou 75 dB por 20 ms
apresentados 80 ms antes do pulso; 3) auséncia de estimulo. No inicio de cada
sessdao, 10 pulsos estavam sendo apresentados para a habituacdo dos animais (essa
série nao foi levada em conta para os calculos). A média da amplitude de sobressalto
apos as sessdes de pulso (P) bem como a média da amplitude da resposta de
sobressalto apds as sessbes de Pré-pulso - Pulso (PP) foram calculadas para cada

animal.

4.4 Danos oxidativos aos lipidios e proteinas.

Para determinar o dano oxidativo aos lipidios nas estruturas cerebrais dos
animais, foi medida a formacéo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)
como descrito (Draper e Hadley, 1990). As amostras do cértex pré-frontal, estriado e
hipocampo foram misturadas a 300uL de acido tricloroacético a 10% e 300uL de &cido
tiobarbitlrico a 0,67%, e entdo aquecidas em banho fervente (~100°C), por 25
minutos. Os resultados foram expressos como TBARS (nmol/mg proteina) (Zugno et
al., 2014).

A determinacao do teor de carbonila foi avaliado por um método baseado na
reagcdo de proteinas carbonilas com dinitrofenilhidrazina (DNPH), formando
dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo, medido espectrofotometricamente a
370nm (Stadtman, 1990). Resumidamente foi pipetado em cada eppendorf 100 uL de
homogeneizado e foram adicionados 400 uL de DNPH 10 mM (preparada em HCI 2
M). Este foi mantido no escuro por 1 hora e vortexando os eppendorfs a cada 15 min.
Depois disso, 500 uL de acido tricloroacético (TCA) a 20% foram adicionados a cada

eppendorf. A mistura foi agitada em vortex e centrifugada a 14000 rpm por 3 minutos.
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O sobrenadante obtido foi descartado. O sedimento foi lavado com 1 ml etanol: acetato
de etila (1:1, v/ v), entdo foi agitada novamente em vortex e aguardou-se 10 minutos.
A sequir, centrifugou-se a mistura a 14000 rpm por 3 minutos. Este procedimento de
lavagem foi repetido mais uma vez e, apos centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em 600 uL de guanidina 6 M (preparado em
potassio 20 mM solucdo de fosfato pH 2,3). A amostra foi submetida a vortice e
incubada a 60 °C durante 15 min. Depois disso, foi centrifugado a 14000 rpm por 3
minutos e a leitura foi realizada em espectrofotometro a 370 nm (UV) em uma cubeta
de quartzo. Os resultados foram relatados como nmol de contetdo de carbonila por

mg de proteina (nmol / mg de proteina) (de Oliveira et al., 2009).

4.5 Determinacdo dos grupos sulfidrilas

A sulfidrila é caracterizada por um atomo de enxofre ligado a um atomo de
hidrogénio, a funcéo quimica determinada por esse grupo é a funcéo tiol. Este ensaio
baseia-se na reducéo do acido 5,5-ditio-bis (acido 2-nitrobenzdico) (DTNB) por tidis,
gue por sua vez se tornam oxidados (dissulfeto), gerando um derivado amarelo (TNB)

As condi¢des de medicdo do DTNB foram como descritas em (Riddles et
al.,1983). Resumidamente, 30 pL de uma amostra foi misturada com 1 ml de PBS/1
mM EDTA (pH 7,4). A reacéo foi iniciada pela adicdo de 30 pL de uma solucdo 10 mM
de DTNB em PBS. As amostras de controle, isto é, que ndo continham DTNB ou
proteina, foram medidas simultaneamente. Ap6s 30 min de incubacdo no escuro a
temperatura ambiente, a quantidade de TNB formada [equivalente ao valor de

sulfidrila (SH)] foram calculadas com base na absorbancia de 412 nm.
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4.6 Atividade das enzimas antioxidantes.

A atividade da SOD é definida como a capacidade do pirogalol auto oxidar,
sendo este um processo altamente dependente de O2?; um substrato para SOD
(Bannister e Calabrese, 1987). Resumidamente, a presenca de SOD influencia a
inibicdo da auto oxidacdo do pirogalol, portanto, a atividade enzimatica pode ser
indiretamente testada. A atividade foi realizada em um espectrofotdmetro de feixe
duplo (420 nm). Além disso, para definir a curva padréo de calibragédo, usamos a SOD
purificado. Os valores da atividade da SOD foram expressos em unidades por mg de
proteina, sendo que 1 unidade de SOD é definida quando ha 50% de auto oxidacao
do pirogalol.

Para a analise da CAT, o protocolo de (Laemmli, 1970) foi aplicado utilizando
o espectrofotbmetro a 240 nm. O método baseia-se no desaparecimento de H202 no
meio reacional contendo H202 a 20 mM, Triton X-100 a 0,1%, tampéao de fosfato de
potassio a 10 mM, pH 7,0 e 0,1-0,3 mg de proteina / ml. Uma unidade CAT foi definida
como 1 mol de peréxido de hidrogénio consumido por minuto.

A atividade da GPX foi determinada pelo método de (Wendel, 1981) que utiliza
o peroxido de terbutila como substrato da reacdo, ocorrendo a oxida¢do da GSH pela
GPx gerando GSSG, que € convertido em GSH pela glutationa redutase, consumindo
nessa reacdo uma molécula de NADPH, a qual pode ser acompanhada em
espectrofotdbmetro a 340nm. A atividade enzimatica foi medida monitorizando a taxa
de desaparecimento de NADPH a 340 nm em tampé&o de fosfato de potassio 50 mM,
pH 7,0, contendo 1,0 mM de EDTA, 2,0 mM GSH, 0,2 U/mL GSH redutase, 1,0 mM
azida sodica, 0,2 mM peroxido de terbutila, 0,2 mM de NADPH, e sobrenadante
contendo 0,2-0,3 mg de proteina/mL. A unidade de atividade de GPx foi expressa em
nmol de NADPH oxidado por minuto por mg de proteina, usando um coeficiente de
extingdo de 6.22 x 106 para o NADPH.

Todas as medidas relacionadas as atividades das enzimas antioxidantes (SOD,
CAT e GPx) foram normalizadas utilizando os valores de proteina total (albumina

sérica bovina) das amostras, conforme descrito (Lowry et al., 1951).
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4.7 Glutationareduzida

O conteudo de glutationa reduzida (GSH) foi determinado conforme 0 método
descrito por (Browne e Armstrong, 1998). As regifes do bulbo olfatorio, cortex pré-
frontal, estriado e hipocampo foram homogeneizadas em um tampao de fosfato de
sodio (0,1 M, pH 8,0) contendo 5 mM EDTA e as proteinas foram precipitadas com
acido metafosforico 1,7%. O sobrenadante foi analisado com oftaldialdeido (1mg/mL
de metanol) a temperatura ambiente durante 15 minutos. A fluorescéncia foi medida
utilizando comprimentos de onda de 350nm de excitacdo e 420nm de emissdo. Uma
curva de calibracao foi realizada com solucdes padréo de glutationa (2,5-80uM). As
concentragfes de GSH foram expressas como nmol/mg de proteina.

4.8 Niveis cerebrais de IL-1B e IL-10

Os niveis das citocinas IL-18 e IL-10 foram avaliados no cértex frontal,
hipocampo, estriado, bulbo olfatério e medidos por ensaio imunoenzimatico,
utilizando-se kits comerciais de acordo com as instru¢cdes do fabricante (IL-1p3, IL-10
R&DSystems, Inc.—USA). Resumidamente, as estruturas cerebrais foram
homogeneizadas em tampéao fosfato (PBS) e centrifugadas (3.000 g por 5 min), sendo
retirados os sobrenadantes para a realizacao das analises. Placas de microtitulacéo
(96 pocos de fundo plano) foram revestidas por 12h (Overnight) com o anticorpo de
captura. No dia seguinte, as placas foram lavadas trés vezes com o reagente de
lavagem (wash buffer) e, ap6s, adicionado o reagente diluente por 1h. Em seguida, as
placas foram lavadas novamente e, em seguida, foram adicionados as amostras e o
padrao para realizacédo da curva por 2h. As placas foram lavadas e incubadas com os
anticorpos de deteccéao (anti IL-1p e anti IL-10) por 2h em temperatura ambiente. Apos
a lavagem, adicionou-se a estreptavidina por 20 minutos, evitando-se o contato com
a luz. Novamente, as placas foram lavadas e foi adicionada a solucdo de substrato
por mais 20 minutos, sendo que as placas foram guardadas no escuro. Ap6s 20
minutos adicionou-se a solugcéo de parada e finalmente foi realizada a leitura das
placas em 450nm. A proteina total foi medida pelo método de (Lowry et al.,1951)

usando soro de albumina bovina como padréo.
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49 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias
acompanhada pelo post hoc Tukey quando F for significativo. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Emtodas as analises, valores
de p<0,05 foram considerados significativos estatisticamente. Dois programas foram
utilizados para a realizacdo das analises estatisticas: Statistical Package for the Social

Science (SPSS) e o software Estatistica 7.0.
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5 RESULTADOS

Testes comportamentais
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A figura 2 representa o nimero de cruzamentos entre os ambientes com serragem com cheiro
do animal e o ambiente com serragem nova dos ratos que receberam suplementagédo de AA 0.1, 1,
10mg/kg e/ou cetamina (dose de 25mg/kg). Os valores foram expressos como média + EPM (Erro
Padrao da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferente do grupo
Controle (Salina+Agua).

Na Figura 2 sao apresentados os resultados do crossing de discriminacéo
olfatéria [F(7,91) = 17,606, p < 0,01], nos grupos com cetamina foi observado aumento
significativo do transito dos animais entre os ambientes de maravalha com cheiro do
animal e o ambiente com maravalha nova. Este achado foi comprovado por ANOVA
de duas vias, o0 qual demonstrou diferenca estatistica para os grupos cetamina quando
comparados ao grupo controle, sugerindo assim gque este comportamento parece
estar envolvido com o aumento nos niveis da atividade locomotora induzida pela

cetamina.
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A figura 3 representa o tempo em segundos de preferéncia pelo ambiente familiar ou ndo
familiar dos ratos que receberam suplementacdo de AA 0.1, 1, 10mg/kg e/ou cetamina (dose de
25mg/kg). Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padréo da Meédia). Sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferenca entre os ambientes no mesmo grupo.

Na Figura 3 séo apresentados os resultados em segundos da preferéncia dos
animais pelo ambiente familiar [F(7,91) = 0.857, p=0,544] ou nao familiar
[F(7,91)=1.094, p=0,375]. ANOVA de duas vias ndo apresentou qualquer diferenca
entre a preferéncia dos animais nos ambientes familiar ou ndo familiar para os animais
dos grupos Controle, Salina+AA0,1mg/kg; Salina+AAlmg/kg; Salina+AA10mg/kg;
Cetamina; Cetamina+AA0,1mg/kg; Cetamina+AAlmg/kg; e Cetamina+AA10mg/kg.



33

A Laténcia B i .
” Numero Interagoes
40-
0
o 60
g 30
&
3 404
2 20+
2
20
0..
0"' ¥ 6/ v <o o Q« 0
5‘ \eog\ofggo & e"o"’g’o""e’o@
< W ¥ &
it NS i

vv S
C Tempo de Contato

O-I I I I

S cf" 9" c?’ & o"’
<‘ NS

°°°°vrvr R

=]

o

o
1

[=2]
(=
(=]

Tempo de Contato (s)
N »
(=3 (=]
o o

Afigura 4 (A, B e C) representa o (A) tempo de laténcia entre o primeiro contato (B) nimeros
de interagBes e (C) tempo de contato entre os animais que receberam suplementacdo de AA 0.1, 1,
10mg/kg e/ou cetamina (dose de 25mg/kg). Os valores foram expressos como média + EPM (Erro
Padrao da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=6. * diferente do grupo
Controle (Salina+Agua).

Na figura 4 (A) sdo apresentados os resultados do tempo de laténcia para os
animais iniciarem o contato social [(7,44) = 0.829, p = 0,570]. ANOVA de duas vias
nao revelou qualquer diferencga significativa na laténcia para iniciar a interagéo social
nos grupos Controle, Salina+AA0,1mg/kg; SalinatAAlmg/kg; Salina+AA10mg/Kkg;
Cetamina; Cetamina+AA0,1mg/kg; Cetamina+AA1lmg/kg; e Cetamina+AA10mg/kg.

Na figura 4 (B) s@o apresentados os resultados do numero de intera¢gdes entre
os animais [F(7,44) = 1.180 p = 0,338. ANOVA de duas vias nao revelou qualquer
diferenca significativa entre o numero de contatos nos grupos Controle,
Salina+AA0,1mg/kg; Salina+AA1mg/kg; Salina+AA10mg/kg; Cetamina;
Cetamina+AAO0,1mg/kg; Cetamina+AAlmg/kg; e Cetamina+AA10mg/kg.
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Na figura 4 (C) séo apresentados os resultados do tempo de contato entre os
animais [F(7,44) = 0.502 p = 0,827. ANOVA de duas vias nédo apresentou qualquer
diferenca significativa entre o tempo de contato nos grupos Controle,
Salina+AA0,1mg/kg; Salina+AA1mg/kg; Salina+AA10mg/kg; Cetamina;
Cetamina+AA0,1mg/kg; Cetamina+AAlmg/kg; e Cetamina+AA10mg/kg.

Pré Pulso AA

gmo- Hm Controle
§ Cetamina
& 50- mm AAO,1+SAL
s AAO,1+CET
g . BN AA1+SAL
g AA1+CET
= = AAT0+SAL
£ 50 : : ; AA10+CET
é’so & '\‘380

A figura 5 representa o efeito da suplementacdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg ou tratamento com
cetamina (25 mg / kg) sobre a porcentagem de inibi¢cdo do Pré pulso em diferentes estruturas cerebrais
dos ratos (Cortex pré-frontal, hipocampo e estriado). Os dados sdo expressos como média £ EPM (Erro
Padrao da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=6. * diferente do grupo
Controle (Salina+Agua).

Na figura 5 séo apresentados os resultados do percentual de inibicdo Pré
pulso em 65db [F(7,82) = 3.063, p <0,01, em 70db [F(7.82) = 2.225, p<0,05 e em
75db [F(7,80) = 2.205, p<0,05. ANOVA de duas vias demonstrou diferenca estatistica
para os grupos cetamina quando comparados ao grupo controle (Salina+Agua). Estes
resultados demonstram que houve alteracdo do perfil sensorio-motor nos animais que
receberam a administracdo de cetamina (25 mg/kg). A perda da IPP € um dos
efeitos caracteristicos dos antagonistas NMDA em roedores, nossos achados
demonstram que essas perdas da IPP podem ser evitadas pela suplementacdo de AA
nas doses de 0.1, 1 e 10mg/kg.
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Niveis de TBARS
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A figura 6 representa o efeito da suplementacdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg ou tratamento com
cetamina (25 mg / kg) sobre aos niveis de TBARS em diferentes estruturas cerebrais dos ratos (Cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado). Os dados sdo expressos como média + EPM (Erro Padrdo da
Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferente do grupo Agua + Salina,

# diferente do grupo Agua + Cetamine p<0,05.

Na figura 6 sdo apresentados os resultados dos niveis de TBARS.
Primeiramente todos 0s grupos que receberam cetamina apresentaram valores
aumentados de TBARS nas regides cerebrais do cortex pré-frontal, no hipocampo e
no estriado. Para niveis de TBARS no cortex pré-frontal, ANOVA duas vias revelou
aumento significativo para cetamina [F (1, 23) = 9,054 P = 0,0063] e interacdo entre
os grupos [F (3, 23) = 6,925 P = 0,0017]. No hipocampo, o teste ANOVA duas vias
revelou efeito principal para AA [F (3, 32) = 5.678 P = 0,0031], aumento da cetamina
[F (1, 32) = 7,729 P = 0,0090] e também mostrou diferenca estatistica na interacao
entre grupos [F (3, 32) = 9.412 P = 0,0001]. No estriado, ANOVA duas vias revelou
efeito principal para AA [F (3, 32) = 2,562 P = 0,0721], aumento da cetamina [F (1, 32)
=12,73 P =0, 0012], e também diferenca estatistica na interacéo entre grupos [F (3,
32) = 3,984 P = 0,0161]. Estes resultados indicam que a peroxidacao lipidica &
estimulada no modelo animal de SZ induzida por cetamina e que a suplementacéo de
AA 0.1, 1, 10mg/kg pode prevenir os danos aos lipideos nas regides do cortex pré-

frontal, hipocampo e estriado.
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Niveis de Carbonilacdo de Proteinas

Carbonilagdo de Proteinas (nmol/mg proteina)
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A figura 7 representa o efeito da suplementacdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg ou tratamento com
cetamina (25 mg / kg) sobre aos niveis de carbonilagcdo de proteinas em diferentes estruturas cerebrais
dos ratos (Cortex pré-frontal, hipocampo e estriado). Os dados sdo expressos como média + EPM (Erro
Padrao da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferente do grupo
Agua + Salina, # diferente do grupo Agua + Cetamine p<0,05.

Primeiramente todos o0s grupos que receberam cetamina apresentaram
valores aumentados da carbonilacédo de proteinas nas regides cerebrais do cortex preé-
frontal, no hipocampo e no estriado. Para os niveis de carbonila no cortex pré-frontal,
a ANOVA de duas vias revelou efeito significativo para AA [F (3, 32) = 19,00 P
<0,0001] e efeito principal significativo para a cetamina [F (1, 32) = 16,88 P = 0,0003],
bem como a interacdo entre os grupos [F (3, 32) = 35,77 P <0,0001]. Para os niveis
de carbonila no hipocampo, a ANOVA de duas vias revelou efeito significativo para
AA [F (3, 32) = 16,07 P <0,0001], e efeito principal significativo para a cetamina [F (1,
32) =52, 34 P <0,0001], bem como a interacdo entre os grupos [F (3, 32) = 14,05 P
<0,0001]. Para os niveis de carbonila no estriado, a ANOVA de duas vias revelou
efeito significativo para AA [F (3, 32) =8.173 P = 0,0004], e efeito principal significativo
para a cetamina [F (1, 32) = 21,52 P <0,0001], bem como a interacdo entre 0s grupos
[F (3, 32) = 6,993 P = 0,0010]. Estes resultados indicam que a carbonilagdo de
proteinas é estimulada no modelo animal de SZ induzida por cetamina e que a
suplementacdo de AA 0.1, 1, 10mg/kg pode prevenir os danos as proteinas nas
regides do cortex pré-frontal, hipocampo e estriado.
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Niveis de Sulfidrilas
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A figura 8 representa o efeito da suplementacdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg ou tratamento com
cetamina (25 mg / kg) sobre o contetdo de sulfidrilas em diferentes estruturas cerebrais dos ratos
(Cortex pre-frontal, hipocampo e estriado). Os dados séo expressos como média + EPM (Erro Padréo
da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferente do grupo Controle
(Salina+Agua).

Para investigar o dano oxidativo as proteinas, avaliamos o teor do grupamento
sulfidrila nas regides do cérebro. ANOVA duas vias demonstrou aumento significativo
no conteudo de sulfidrila no Hipocampo [F(7,47) = 5.056, p < 0,01], enquanto que nas
outras areas cerebrais nao foi significativo para Bulbo [F(7,39) = 2.001, p = 0,086],
cortex pré-frontal [F(7,47) = 2.186, p = 0,056] e Estriado[F(7,44) = 1.752, p = 0,127].
A reducdo nos niveis de sulfidrila indica maior dano oxidativo a proteina, com os
resultados obtidos no hipocampo, sugerimos que AA possua ter um efeito protetor ao

grupamento sulfidrila nesta regiéo cerebral.
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A figura 9 representa o efeito da suplementacdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg ou tratamento com

cetamina (25 mg/ kg) sobre o contetdo de glutationa reduzida (GSH) em diferentes estruturas cerebrais
dos ratos (Cortex pré-frontal, hipocampo e estriado). Os dados sdo expressos como média + EPM (Erro
Padrao da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferente do grupo
Controle (Salina+Agua).

Para investigar o estresse oxidativo avaliamos o teor de glutationa reduzida

nas regides do cérebro. ANOVA duas vias demonstrou aumento significativo no

contetdo de glutationa na regido do Hipocampo [F(7,42) = 7.024, p < 0,01] assim
como no Bulbo [F(7,43) = 8.642, p < 0,01] e no Estreiado [F(7,44) = 4.654, p < 0,01]

enquanto que no cortex pré-frontal [F(7,39) = 1.624, p = 0,164] ndo houve diferenca

estatistica. Sugere-se assim que a cetamina induz um dano oxidativo nestas regioes,

€ Como resposta ocorre um aumento compensatorio imediato na produgéo de GSH.
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Atividade da Enzima Supexddio Dismutase

Atividade Superoxido Dismutase (U/mg proteina)
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A figura 10 representa o efeito da suplementacdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg ou tratamento com
cetamina (25 mg / kg) sobre a atividade da enzima SOD em diferentes estruturas cerebrais dos ratos
(Cortex pre-frontal, hipocampo e estriado). Os dados séo expressos como média + EPM (Erro Padréo
da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferente do grupo Agua +
Salina.

Para investigar o estresse oxidativo o estudo avaliou a atividade da enzima
superoxido dismutase no cortex pré-frontal [F (1, 18) = 0,03921 P = 0,8452], no
hipocampo [F (1, 29) = 0,9352 P = 0,3415] assim como no estriado [F (1, 22) = 2,223
P = 0,1502]. ANOVA duas vias ndo demonstrou aumento significativo na atividade da

enzima SOD, sugerindo assim uma eficacia do AA para eliminar o radical (O:"*).
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Atividade da enzima Catalase

Atividade Catalase (U/mg proteina)
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A figura 11 representa o efeito da suplementacdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg ou tratamento com
cetamina (25 mg / kg) sobre a atividade da enzima CAT em diferentes estruturas cerebrais dos ratos
(Cortex pré-frontal, hipocampo e estriado). Os dados séo expressos como média + EPM (Erro Padréo
da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferente do grupo Agua +
Salina.

Para investigar o estresse oxidativo o estudo avaliou a atividade da enzima
CAT. Para a atividade da catalase no cortex pré-frontal [F (1, 34) =0,1701 P = 0,6826]
assim como no Hipocampo [F (1, 40) = 0,5827 P = 0,4497] e também no estriado [F
(1, 41) = 1,677 P = 0,2026 ], ANOVA ndao revelou diferenca estatistica na atividade
desta enzima. A acdo da CAT predomina em altas concentragdes de H.O., sugerimos
assim que a da suplementagdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg foi capaz de manter a
formacdo de H.O. abaixo dos niveis de ativacdo desta enzima, contribuindo assim

com o equilibrio do sistema.
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Atividade da enzima Glutationa Peroxidase
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A figura 12 representa o efeito da suplementacdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg ou tratamento com
cetamina (25 mg / kg) sobre a atividade da enzima GPx em diferentes estruturas cerebrais dos ratos
(Cortex pre-frontal, hipocampo e estriado). Os dados séo expressos como média + EPM (Erro Padréo
da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferente do grupo Agua +
Salina.

Para investigar o estresse oxidativo o estudo avaliou a atividade da enzima
GPx. Para a atividade GPX no cértex pré-frontal [F (1, 33) = 1,936 P = 0,1734 ] assim
como no Hipocampo [F (3, 37) = 1,724 P = 0,1789] e também no estriado, [F (3, 34) =
1,325 P = 0,2823]. ANOVA néo revelou diferenca estatistica na atividade desta
enzima, sugerimos assim que em nosso estudo a suplementacdo de AA com AA 0.1,
1, 10mg/kg preveniu o aumento excessivo dos niveis de H.O. e os manteve dentro de

uma concentracdo ao ponto de ndo ativar a enzima.
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A figura 13 representa o efeito da suplementacdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg ou tratamento com
cetamina (25 mg / kg) sobre os niveis de IL-1beta em diferentes estruturas cerebrais dos ratos (Bulbo
olfatorio, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado). Os dados séo expressos como média + EPM (Erro
Padrdo da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferente do grupo

Controle (Agua + Salina).

Afim de avaliar a ativacdo imune e processos inflamatorios foi avaliada a
concentracéo da IL-1beta nas regides do Bulbo [ F(7,39) = 1.120, p = 0,375], Cortex [
F(7,38) =1.304, p=0,281], Hipocampo [F(7,40) = 1.258, p = 0,301] e Estriado [ F(7,35)

= 4.138, p < 0,05]. ANOVA duas vias demonstrou aumento significativo no contetdo

de IL-1beta na regido do estriado no grupo AA 10mg/kg+cetamina.
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A figura 14 representa o efeito da suplementacdo com AA 0.1, 1, 10mg/kg ou tratamento com
cetamina (25 mg / kg) sobre os niveis de IL-10 em diferentes estruturas cerebrais dos ratos (Bulbo
olfatério, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado). Os dados sdo expressos como média + EPM (Erro
Padrao da Média). Sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=12. * diferente do grupo
Controle (Agua + Salina).

No intuito de avaliar a ativagéo imune e processos inflamatdérios foi avaliada a
concentragéo da IL-10 nas regides do Bulbo [ F(7,37) = 1.062, p = 0,411], cortex pré-
frontal [F(7,39) = 2.262, p = 0,055] Estriado [ F(7,38) = 2.542, p < 0,05] e Hipocampo
[F(7,39) = 1.675, p = 0,151]. ANOVA duas vias demonstrou aumento significativo no
conteudo de IL-10 na regido do estriado no grupo AA 1mg/kg+salina. Esses dados
mostram que o AA na concentracao de 1mg/kg pode ajudar na elevacéao da IL-10 em
regides especificas do cérebro, sugerimos assim que o AA possa ter uma acao de

contribuicdo anti-inflamatoria e assim prevenir danos cerebrais.
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6 DISCUSSAO

Vitaminas e minerais estdo envolvidos em varias vias bioquimicas e acfes
fisiolégicas que influenciam a funcéo do cérebro humano, pois suas deficiéncias estédo
correlacionadas com transtornos neuropsiquiatricos como na doenca de Alzheimer,
Parkinson e na SZ (Ramachandran e Thirunavakaras, 2012; Brown e Roffman, 2014;
Wadidi et al., 2015).

Estudos mostram existir uma correlacdo entre a deficiéncia de AA e SZ. A
hip6tese de que esta vitamina possa estar envolvida na etiologia do transtorno é
baseada em estudos clinicos que sugerem que o AA pode melhorar os sintomas da
SZ e ajudar a reduzir o dano oxidativo causado pela desregulacdo do sistema
antioxidante que se estabelece com a evolucéo da SZ. Isso se deve principalmente a
poderosa acéo antioxidante do AA, pois essa vitamina age inibindo a peroxidagéo dos
fosfolipidios da membrana e eliminando radicais livres (Milner, 1963; Dakhale et al.,
2005; Firth et al., 2017). Corroborando com os beneficios anteriores, 0 AA mostrou-se
também eficiente como tratamento coadjuvante com antipsicoticos atipicos, nos
trabalhos de (Dakhale et al., 2005). Neste estudo o AA foi bem tolerado e sem efeitos
colaterais, além disso o resultado da escala de avaliagdo psiquiatrica (BPRS) foi
significativamente reduzido em pacientes que fizeram suplementacao de AA (Dakhale
et al., 2005), mostrando que o AA foi eficiente na melhora da qualidade de vida do
paciente.

No presente estudo, avaliamos a hip6tese de que a suplementacdo com AA
poderia prevenir algum dos sintomas comportamentais semelhantes a esquizofrenia,
além de prevenir danos causados ao cérebro pelo estresse oxidativo, evento este
muito presente em doencas psiquiatricas. Para isso o0 presente estudo utilizou ratos
Wistar em um modelo animal de SZ com doses de (25mg/kg) de cetamina por sete
dias, pois nesta concentracdo produz uma sintomatologia semelhante a da SZ,
incluindo hiperlocomocéo, comportamentos estereotipados aumentados, déficits
cognitivos e de ativacdo sensoOrio-motora, além de algumas interacbes sociais
prejudicadas, sendo este um modelo animal de SZ muito estudado pelo nosso grupo
de pesquisa (de Oliveira et al., 2011; Zugno et al., 2013; Zugno et al.,2016; Damazio
et al., 2017).



45

A fim de avaliar possiveis alterac6es na capacidade olfatoria dos animais foi
realizado o teste de discriminacdo olfatéria, pois pacientes com SZ apresentam
déficits olfatérios. Sabe-se que roedores preferem ficar em ambiente “familiar”’, com
odores de urina, fezes e feromdnios de outros roedores de seus grupos sociais, e 0S
odores de seu proprio corpo (de Souza et al.,2012; Pacheco, et al.,2018), além de ser
esta busca pelo odor do ninho uma habilidade e um instinto social essencial para a
sua sobrevivéncia (Schneider e Przewtocki, 2005; Miller e Spear, 2009; Pacheco et
al., 2018).

Nosso estudo demonstrou que o0s ratos em todos 0s grupos tratados com
cetamina cruzaram mais vezes entre os ambientes familiar e n&o familiar, enquanto
gue o grupo controle e os grupos AA+salina em todas as concentracdes testadas
mantiveram menor transito entre os ambientes. Este comportamento parece estar
envolvido com o0 aumento nos niveis da atividade locomotora induzida pela cetamina,
este sendo um parametro bem estabelecido e consolidado relacionado ao modelo
animal induzido pela cetamina. Este comportamento alterado esta relacionado aos
sintomas positivos dentro deste modelo animal de SZ. Com este resultado observou-
se que o AA utilizado isoladamente ndo tem qualquer influéncia em relagédo ao
comportamento do animal, portanto ndo precipitou o aparecimento de hiperlocomocao
(sintomas positivos) no animal (de Oliveira et al., 2011; Damazio et al., 2017; Réus et
al., 2018).

JA os resultados apresentados na fig.3 nao apresentaram diferenca
significativa entre os grupos em relacdo a preferéncia dos animais pelo ambiente
familiar ou ndo familiar, esse resultado segue o caminho dos estudos de Ansoleaga
et al. (2015) e Kiparizoska e Ikuta (2017) , que ndo souberam identificar se tais déficits
olfatérios sdo devidos a prépria condicdo da SZ, ou um efeito colateral do uso das
medica¢cbes antipsicoticas & longo prazo, além disso os estudos de Pacheco et al.
(2018) mostraram que a retirada do medicamento antipsicotico produz déficit sensorial
no animal, sugerindo assim que seria resultado de uma abstinéncia ao uso do
farmaco. Estes resultados levantam a hipotese de que que os déficits na funcéo
olfatéria na SZ podem estar relacionados tanto ao uso prolongado como a retirada
dos farmacos antipsicéticos e ndo ao desenvolvimento do transtorno, no entanto estes
mecanismos ainda sao pouco compreendidos.

O isolamento social é um dos sintomas negativos que aparecem com muita

frequéncia e bem no inicio do desenvolvimento da SZ. No intuito de mimetizar este
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tipo de comportamento, sdo utilizados modelos animais, porém os resultados sdo
limitados devido a forte diferenca com a interacdo humana, diferenca essa imposta
principalmente pelo papel da linguagem nesta ultima ( Anderzhanova et al., 2017).

Em nosso estudo o comportamento social foi avaliado em pares de animais,
sendo que individualmente eles ndo foram analisados. Os parametros avaliados foram
a laténcia para iniciar o comportamento social (seguir ou aproximar-se do parceiro de
teste, montar ou rastejar sobre o parceiro de teste, farejar qualquer parte do corpo do
parceiro de teste) e também o tempo total gasto no comportamento social e o nimero
total de contatos sociais entre os animais (Canever et al., 2010; Canever et al.,2018).

Nossos resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas para nenhum
dos grupos estudados em relacdo aos trés testes comportamentais (laténcia de
contato, tempo total de contato e nimero de contatos). Por ser um teste que avalia 0s
animais em dupla, dois animais de gaiolas diferentes de um mesmo grupo, que sao
colocados em campo aberto para avaliar os parametros de interacdo social, temos
gue cada par dos animais corresponde a um resultado, o que limita o nimero de
animais no estudo.

Neste estudo comportamental utilizamos um namero de 12 animais por grupo
obtendo assim um n=6, o niumero de animais neste teste pode variar devido a
necessidade de muitos animais para obter os resultados. Outros trabalhos que
utilizaram a mesma dosagem de cetamina 25mg/kg no animal e com um nimero maior
de animais também nado obtiveram resultados significativos em relacdo a laténcia e
nameros de contato (Canever et al., 2010), e também no nimero de contatos e tempo
total de interacdo (Comim et al., 2015). Enquanto outros autores afirmam que a
administracdo de cetamina (7 a 30 mg/kg) prejudicam a interacdo social em ratos
adultos do sexo masculino (Silvestre et al., 1997; Becker et al., 2003; Matsuoka et
al.,2008).

Determinar a validade de construto dos déficits sociais produzidos por
modelos de roedores da SZ é considerada dificil, uma vez que 0sS processos
subjacentes a interacdo social ndo sdo bem compreendidos, por isso a existéncia de
varios modelos utilizando uma variacdo grande de cetamina, que podem conter entre
7 a 80mg/kg do farmaco, e também com variagdes de tempo de administracédo, desde
dose Unica a tratamentos agudos de 7 dias ou crénicos de 14 dias. Muito destas
discrepancias de resultados deste modelo pode-se explicar devido ao fato de que a

cetamina possui propriedades antidepressivas em doses subanestésicas levando o
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animal a ndo ter a interacao social prejudicada (Li et al., 2011; Abdallah et al., 2015;
Duman et al., 2016 ; Duman, 2018), nosso estudo assim como os demais acabam
mostrando que mais pesquisas precisam ser realizadas para a completa compreensao
destes mecanismos, pois a diminuicdo da interacdo social € o Unico parametro ligado
a sintomatologia dos sintomas negativos da SZ. Em relagdo aos resultados da
suplementacao do AA temos de positivo € que o AA administrado isoladamente ndo
precipitou qualquer tipo de déficit na interacéo social dos animais.

Anormalidades na atencdo e no processamento de informacédo tém sido
observadas em pacientes com distirbios esquizofrénicos (Swerdlow et al.,1992;
Morales-Mufioz et al., 2016; Swerdlow et al., 2016; Schneider et al., 2017). Para se ter
um sistema nervoso intacto, o organismo desenvolve uma variedade de mecanismos
para suprimir ou “filtrar" informacdes irrelevantes nos dominios sensorial, cognitivo e
motor para permitir que um individuo se concentre nos estimulos mais relevantes no
meio ambiente, protegendo assim 0 sistema nervoso contra um excesso de
informacdes (Braff e Geyer, 1990; Weiss e Feldon, 2001), capacidade essa que esta
comprometida nos portadores de algum transtorno psiquiatrico (O'Connor e O'Shea,
2015; Neumeister et al., 2017).

Quando acontece um estimulo suficiente para desencadear uma resposta,
ocorre nos mamiferos e roedores o que se chama de reflexo de sobressalto, que é
uma resposta defensiva e protetora a um estimulo intenso e inesperado, que podem
vir de diferentes modalidades de estimulos (auditivo, visual ou tétil). Este reflexo gera
uma contracao involuntaria, incontrolavel e espontanea dos musculos esqueléticos e
faciais em resposta ao estimulo (Ramirez-Moreno e Sejnowski, 2012; Echiverri-Cohen
et al., 2017).

A IPP é uma forma de plasticidade deste reflexo de sobressalto, pois a IPP é
uma reducdo normal do reflexo de sobressalto a um estimulo intenso (pulso) quando
o estimulo é imediatamente precedido (10-400 ms) por um estimulo mais fraco (Pré-
Pulso) (Salum et al., 2007). O teste IPP tem atraido consideravel interesse nos ultimos
anos, uma vez que pode medir deficiéncias de atencdo associadas aos transtornos
psiquiatricos, além de verificar a prevencdo e reversdo dos sintomas positivos e
negativos da SZ.

Afim de avaliar os possiveis déficits sensoério motores nos animais foi
realizado o teste de IPP, nosso estudo mostrou que no grupo controle cetamina houve

alteracOes deste parametro nos animais, este resultado vem em concordancia com os
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estudos de Bakshi e Geyer (1998) e Leung e Ma ( 2018) que demonstram que um dos
efeitos caracteristicos dos antagonistas NMDA em roedores é a perda da IPP. Os
antagonistas dos receptores NMDA, levam a perda de IPP provavelmente por causa
de alteracdes nas estruturas do sistema limbico, como a amigdala e o hipocampo.
Acredita-se que esses receptores sejam expressos em interneurénios GABAérgicos,
e 0 blogueio desses receptores desencadeia a inibicdo da atividade neuronal nessas
regides (Zugno et al., 2017).

A inibicdo dos neurdnios GABAérgicos na via mesolimbica tem por
consequéncia a nao diminuicdo da liberacdo de dopamina nesta regido, ou seja, a
dopamina interage com receptores D2 muito mais do que o normal e este aumento
significativo da atividade dopaminérgica parece ser fundamental para a perda do IPP
por parte do animal, visto que nos estudos de Salum et al. (2007) o uso do farmaco
haloperidol, antagonista com alta afinidade pelos receptores D2, foi capaz de prevenir
o déficit na IPP causado por agonistas dopaminérgico, dando suporte a hipotese de
que alteracdes dopaminérgicas sao responsaveis por alterarem a IPP.

Em nosso estudo a suplementacdo de AA nas doses 0.1, 1 e 10mg/kg foi
capaz de prevenir a perda da IPP, isso pode ser devido a capacidade do AA em
modular a neurotransmissdo dopaminérgica. Os estudos de Rebec e Pierce (1994)
mostram que o AA altera os receptores de dopamina atuando como um inibidor
alostérico, tendo assim uma acao antidopaminérgica. Além disso nos trabalhos de
Rebec et al. (1985) a utilizacao de injecao intraperitoneal de 1000 mg/kg de ascorbato
potencializaram a capacidade do haloperidol em bloquear comportamentos induzidos
por anfetaminas em ratos.

Engquanto a patogénese da SZ permanece desconhecida, evidéncias indicam
haver uma relacédo entre o estresse oxidativo e o transtorno (Mahadik et al., 1998;
Arvindakshan et al., 2003; Smaga et al., 2015; Bentsen et al., 2018; Sampaio et al.,
2018). O estresse oxidativo tem se mostrado bem envolvido na fisiopatologia dos
principais disturbios neuropsiquiatricos, devido ao fato de que o aumento dos niveis
de ERO’s geram efeitos danosos sobre a transdugdo de sinal e também
desestabilizando a estrutura de receptores, além de induzir a peroxidagao lipidica em
membranas celulares, danos as proteinas e a acidos nucleicos (Machado-Vieira et al.,
2007; Andreazzav 2008; Gazal et al., 2014; Smaga et al., 2015).

Dentre os produtos gerados pela peroxidagédo lipidica esta o MDA, sua

concentracdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da degradacao de células
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e tecidos, e este composto pode ser avaliado pela reacdo de formacéo de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Bonnes-Taourel et al., 1992; Mafra et al.,
1999; Sampaio et al., 2018).

Nossos resultados mostraram aumento significativo nos niveis de TBARS
dentro do cértex pré-frontal, estriado e hipocampo no grupo controle cetamina. Assim
como nos trabalhos de Gazal et al. (2014) que mostraram dano lipidico induzido pela
administracdo cronica de cetamina (25 mg / kg) e Zugno et al. (2016) que apresentou
dano lipidico com a administracédo aguda e cronica de cetamina 25mg/kg, estes, assim
como nosso estudo validam a utilizagdo da cetamina como um bom modelo animal,
visto que estudos em humanos mostraram uma elevagcdo nos produtos de
peroxidacao lipidica em pacientes esquizofrénicos nao tratados.

Nossa suplementacdo de AA pelo periodo de 14 dias nas doses de 0.1, 1 e
10mg/kg foi capaz de prevenir o aumento da peroxidacao lipidica em todos os grupos
em comparagdo com O grupo controle cetamina, mostrando a potencialidade
antioxidante do AA, estes resultados também provaram que o uso da vitamina
isoladamente nao teve influéncia na elevacdo dos niveis de peroxidacéo lipidica.
Estes dados seguem de acordo com os estudos de Englard e Seifter (1986) e Padh
(1990) que descrevem o AA com capacidade de inibir a peroxidacao dos fosfolipidios
da membrana e que podem atuar como um sequestrador de radicais livres.

Em relacdo aos danos oxidativo este estudo avaliou também os niveis de
proteinas carboniladas, pois o conteudo carbonilico de proteinas é amplamente
utilizado como marcador de dano oxidativo em proteinas, sendo que a oxidacao de
proteinas pelas ERO’s pode levar a modificacdes de aminoacidos que tornam as
proteinas ndo funcionais (Vasconcelos et al., 2007).

Sabe-se que a oxidacdo de proteinas aumenta em doencas
neurodegenerativas como Alzheimer, Huntington e Parkinson (Butterfield e Kanski
2001; Calabrese et al., 2017), além destas, o dano oxidativo induzido pelas ERO’s
também esta envolvida na fisiopatologia da SZ (Lohr, 1991; Cunha et al., 2015; Koga,
et al., 2016), pois varios biomarcadores especificos de estresse oxidativo ja foram
encontrados no plasma de pacientes esquizofrénicos (Dietrich-Muszalska e Olas
2009; Lai et al., 2016; Mohammadia et al., 2018).

Os resultados deste estudo mostraram que a suplementacgéo de AA nas doses
0.1, 1 e 10mg/kg conseguiram prevenir o dano oxidativo nas proteinas, provocada

pela cetamina, em todas as estruturas cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e
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estriado) comparando-se ao grupo controle cetamina, mostrando mais uma vez a
capacidade neuroprotetora do AA. Estes resultados corroboram com estudos feitos
por Carty et al. (2000) e Sato et al. (2014) que sugerem fortemente que o AA
desempenha um papel importante na prevencéo da oxidacgéo proteica in vivo.

Os grupos sulfidrila (SH) sédo considerados os maiores e mais frequentes
antioxidantes no plasma (Pérez et al., 2012). Como se sabe, a reducao nos niveis de
sulfidrila indicam maior dano oxidativo a proteina, pois a maioria das proteinas
plasmaticas possui grupamentos sulfidrila livres, que podem ser oxidados pela acéo
de radicais livres (Zoppi et al., 2003; Souza et al., 2010). Dessa forma, a quantificacédo
da concentracdo plasmatica dos grupamentos sulfidrila totais fornece uma ideia do
nivel de ataque oxidativo a proteinas plasmaticas (Zoppi et al., 2003).

Os resultados deste estudo mostraram que a suplementacéo de AA nas doses
0.1, 1 e 10mg/kg apresentaram diferencas estatisticas na regido do hipocampo nos
grupos AA 1mg/kg+salina e AAlmg/kg+cetamina, apresentando aumento nos niveis
de sulfidrilas nestes grupos, sugerindo assim um efeito protetor ao grupamento
sulfidrila nesta regido cerebral pelo AA. Com os resultados da prevencédo da formacao
de proteinas carbonilicas assim como prevenc¢do no aumento da peroxidacéo lipidica
juntamente com o aumento dos grupos sulfidrilas, todos estes resultados indicam que
o AA apresenta notavel acdo contra os danos oxidativos.

Para combater o excesso de formacao das ERO’s e manter o balanco redox,
0 organismo possui duas classes de sistemas antioxidantes, o sistema antioxidante
enzimatico formado pela glutationa peroxidase (GPx), superdxido dismutase (SOD) e
a catalase (CAT), e o sistema antioxidante ndo enzimético formado pela glutationa
(GS), a vitamina E (alfa-tocoferol) e o AA. Os principais componentes oxidantes
endogenos sdo o anion superoxido (Oz*), radical hidroxila (OHe), perdéxido de
hidrogénio (H202) e o oxigénio singleto (*O2) (Kamata e Hirata, 1999; Thannickal e
Fanburg, 2000; Khan, 2014; Lepetsos e Papavassiliou, 2016).

A GS é um tripeptideo contendo em sua formula o grupamento tiol, este
grupamento € altamente polarizavel, o que faz dele um nucledfilo doador de elétrons,
e consequentemente atrai compostos eletréfilos. Desta forma, a habilidade de doar
elétrons o faz um 6timo redutor, o que leva a protecao contra as espéecies reativas de
oxigénio e compostos gerados por processos oxidativos, dessa maneira a glutationa
desempenha um papel central na defesa contra o dano oxidativo, pois as células que

sao privadas de glutationa normalmente sofrem danos oxidativos graves associados
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a degeneracdo das mitocondrias (Meister e Anderson, 1983; Masella et al., 2005;
Valko et al., 2007; Kim et al., 2015).

A glutationa existe no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG). O mecanismo de acdo da GSH se divide em trés acdes distintas no
organismo, sendo elas; Primeiro: A GSH é usada como substrato pela GPx, na
eliminacdo de peroxidos. Segundo: A GSH reduz a forma oxidada do AA, que assim
pode voltar a atuar como antioxidante. Terceiro: A GSH pode através da glutationa-S-
transferase, detoxificar aldeidos reativos, que sdo gerados durante a peroxidacéo
lipidica. Dentre essas a mais importante defesa contra as lesdes oxidativas induzidas
pelas ERO’s é a manutencao da homeostase da GSH, para ser utilizada pela enzima
GPx, que assim pode combater o excesso de peroxido de hidrogénio (Benzi e
Moretti,1995;Huber et al., 2008).

Estudos mostram que o ascorbato, forma oxidada do AA, e GSH tém ac¢des
em comum, pois podem reagir tanto com o peréxido de hidrogénio como com as
ERO’s, além disso o ascorbato tem a capacidade de poupar 0 gasto da glutationa,
sendo o AA utilizado como doador de elétrons para os radicais livres (Meister, 1994;
Harrison et al., 2014). Outro achado importante esta no fato de que a deficiéncia na
producdo de glutationa leva ao aumento na sintese de AA no figado (Martensson e
Meister, 1992; Meister, 1994). E interessante também os resultados obtidos com a
suplementacdo de ascorbato quando administrado a ratos recém-nascidos, essa
suplementacdo resultou em um aumento significativo nos niveis de glutationa nos
tecidos e em suas mitocondrias (Meister, 1994).

Em nosso estudo a GSH teve aumento significativo no grupo controle
cetamina nas regifes do bulbo e hipocampo, sugerindo assim que a cetamina induz a
um dano oxidativo nestas regides, e como resposta ocorre um aumento
compensatorio imediato na producdo de GSH, enquanto que nas outras estruturas o
AA foi capaz de prevenir o aumento da GSH, corroborando com os resultados de
Meister (1994) que mostram que o AA tem capacidade de manter a GSH em reserva,
enquanto o proprio AA é utilizado na estabilizacdo dos radicais livres.

Os resultados dos estudos de Jain, et al. (1992) mostram que o ascorbato
protege contra o dano celular no pulméo e no musculo esquelético de camundongos
adultos com deficiéncia de glutationa, mostrando mais uma vez a interagdo entre
esses antioxidantes. Além disso como AA tem a capacidade de aumentar a sintese

de GSH, sugerimos assim que ele possa ajudar a remover um possivel fator
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neurotoxico que é o glutamato em excesso, pois a sintese de GSH requer glutamato
como substrato, e aumentar a sintese de GSH exigira maior consumo de glutamato
(Benzi e Moretti, 1995; Lu, 2013).

Mesmo sendo o principal sistema antioxidante na fisiologia e no controle redox
do organismo a GSH esta presente em concentracdes relativamente baixas nos
corpos celulares neuronais do cérebro de roedores e macacos (Slivka et al., 1987).
Os estudos de Do et al. (2000) e Do et al. (2009) nos mostram que um déficit de GSH
causam hipofuncéo dos receptores NMDA, e esta hipofuncédo do receptor ja é bem
estudada e bem descrita, sua relagdo com os sintomas esquizofrénicos, pois
camundongos com déficit de GSH apresentam alteragbes comportamentais
relacionadas a SZ (Steullet et al., 2010).

Corroborando com estes resultados temos ainda os estudos de Berk et al.
(2008) que mostram que a diminuicdo dos niveis de GSH tem sido observado em
cérebros post mortem de pacientes com SZ. Recentes estudos tém mostrado que a
suplementacao do precursor da GSH a substancia N-acetilcisteina tem capacidade de
aumentar os niveis de GSH periférico e esta suplementacdo tem melhorado déficits
neurofisiolégicos em pacientes (Rae e Williams, 2017; Shahidi et al., 2017; Conus et
al., 2018). Isso nos mostra que manter a GSH em equilibrio parece ser um alvo bem
relevante no controle da SZ, sendo que o AA tem papel muito importante dentro do
metabolismo e sintese da GSH, pois pode ajuda a manter os niveis de GSH em
equilibrio e favorece assim na melhora do paciente.

O estresse oxidativo € um mecanismo bem conhecido de leséo celular, isto
ocorre devido a um distlrbio no equilibrio pré-oxidante-antioxidante em favor do proé-
oxidante (Sies, 1991; Pisoschi e Pop, 2015). Na SZ tem sido observado alteracdes
nas concentracbes das enzimas antioxidantes, como nos estudos de Zhang et al.
(2006) e Miljevic et al. (2018) onde foram observados diminuigdo na atividade das
enzimas SOD e GPx em pacientes esquizofrénicos, enquanto em outros estudos
pacientes esquizofrénicos apresentaram aumento da atividade das enzimas SOD
(Reddy et al., 1991) e diminuicdo da atividade da enzima CAT (Ruiz-Litago et al.,
2012).

Em nosso estudo ndo foram encontradas diferengas estatistica significativa
na atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no cOrtex pré-frontal, hipocampo
e estriado dos animais suplementados com AA nas doses 0.1, 1 e 10mg/kg. A funcéo

catalitica da enzima SOD é transformar o radical superoxido (O2*), em peroxido de
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hidrogénio (H202) enquanto que as enzimas CAT e GPx se integram para impedir 0
acumulo de H202, sendo que a CAT atua na conversao de H202 em Oz e H:0,
engquanto que a GPx atua catalisando a reducdo do H202 em H20. Apesar de nao ser
um radical livre 0 H20:2 € igualmente reativo e capaz de promover danos potenciais ao
organismo (Barbosa et al., 2010).

Para explicar o fato da enzima SOD nao ter alteragdo significativa nas
estruturas cerebrais em nossos resultados, temos os estudos de Nandi e Chatterjee
(1987) que concluem em suas pesquisas que a eficacia do AA para eliminar o radical
(O2*) em tecidos animais parece ser melhor que a da enzima SOD, podendo ser
justificada por que a concentracdo de AA nos tecidos é cerca de 1000 vezes maior
gue a concentracdo média da SOD, e ainda corroborando a isso tem-se também o
fato de que a eliminacdo de (O2*) pelo AA em conjunto com a glutationa € mais
econOmica ao organismo.

Em relacdo aos resultados da enzima CAT nao terem alteracdes significativas
pode-se explicar devido ao fato de que as enzimas CAT e GPx dividem o mesmo
substrato, o H202, 0 que as diferencia em relagdo a afinidade ao substrato é a
constante de Michaelis-Menten (Km). O Km de um substrato € a concentracédo do
substrato na qual a velocidade inicial de reacdo equivale a metade da velocidade
maéaxima; quanto menor seu valor, maior a afinidade da enzima pelo substrato. O km
da enzima GPx é bem menor que o da enzima CAT em relacdo ao substrato H20z,
isso explicaria o fato da GPx em nosso estudo estar elevada enquanto a CAT nao.

A funcéo de desmutacédo do H202 pela CAT é dividida com a GPx, a qual atua,
preferencialmente na presenca de baixos niveis de H202, enquanto que em altas
concentracbes de H202 predomina a acdo da CAT (Neto et al.,, 2008), assim
sugerimos que em nosso estudo o AA preveniu 0 aumento excessivo dos niveis de
H20:2 e os manteve dentro de uma concentracao ao ponto de n&o ativar a enzima CAT,
mostrando ndo haver excesso do agente oxidante H202. Pois quando se tem alta
atividade da enzima CAT é indicativo de dano oxidativo, devido ela necessitar de alta
concentracdo de H20:2.

A presenca de marcadores inflamatérios durante o desenvolvimento da SZ
tem sugerido a possibilidade de que o distarbio seja inicialmente uma doenca
inflamatoria (Xiu et al., 2014; Lesh et al., 2018). Corroboram a isso os estudos de Moniji
et al. (2009) que mostram células microgliais ativadas no SNC, e estas liberam

citocinas pro-inflamatorias que promovem mudangcas neuronais (degeneracao
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neuronal, anormalidades da substancia branca e diminuicdo da neurogénese)
contribuindo assim para a fisiopatologia da SZ (Monji et al., 2009).

Varios trabalhos tém mostrado que as interleucinas pro-inflamatérias 1L-1,
IL-6 e TGF-B estdo aumentadas durante o progresso da SZ, e estes aumentos estao
bem relacionados ao comportamento do transtorno, como anedonia,
comprometimento cognitivo e retraimento social (Ganguli et al., 1993; Maes et al.,
1995; Erbagci et al., 2001; Miller et al., 2011; Girgis et al., 2014), enquanto que a
interleucina anti-inflamatoria IL-10 esta diminuida na fase aguda inicial do transtorno
e também em fases crbnicas de outros transtornos neurodegenerativos, sendo que a
diminuicdo dos niveis de IL-10 estéo relacionados a niveis mais altos de sintomas
negativos e cognitivos em pacientes com SZ (Xiu et al., 2014).

Resultados de estudos com anti-inflamatorios inibidores da enzima COX-2
evidenciam ainda mais o papel da inflamagé&o no desenvolvimento do transtorno, pois
0 uso deste farmaco tem apresentado resultados promissores na reducéo dos niveis
cerebrais de citocinas inflamatérias (IL-18 e TNF-a). Isto sugere que o farmaco,
representa um composto anti-neuroinflamatério que atenua a neurodegeneracao e
melhora o comprometimento cognitivo, visto que estas citocinas IL-13 e TNF-a, tém
sido relacionadas com a inibicdo da neurogénese in vivo (Moniji et al., 2009; El-Sayed,
et al., 2016). Promover uma melhor atividade das defesas anti-inflamatorias do
organismo parece ser um bom caminho na busca de qualidade de vida do paciente
esquizofrénico.

O presente estudo avaliou a citocina pré-infamatéria IL-18 e a citocina anti-
inflamatéria IL-10 nas estruturas cerebrais bulbo, cortex pré-frontal, hipocampo e
estriado. Em relacdo a IL-1B os resultados apresentaram aumento significativo na
regido do estriado no grupo AA 10mg/kg+cetamina, ja para a IL-10 tiveram aumento
significativo na regido do estriado também, porém no grupo AAlmg/kg+salina.

Esses dados mostram que o AA na concentragdo de 1mg/kg pode ajudar na
elevacao da IL-10 em regibes especificas do cérebro, sendo assim, sugerimos que 0
AA possa ter uma acdo de contribuicdo anti-inflamatéria e assim prevenir danos
cerebrais ao auxiliar na diminuicdo da inflamacao, visto que o aumento das citocinas
inflamatorias estdo envolvidas na disfuncdo de neurotransmissores, pois podem
influenciar negativamente na recaptacéo e liberacdo de neurotransmissores como a

serotonina, norepinefrina, dopamina e glutamato, estes ultimos, tanto dopamina como
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glutamato sabe-se que suas disfunc¢des estao intimamente ligadas ao sintomas da SZ
(Miller et al., 2013).

Em relacéo aos resultados obtidos com os testes das interleucinas temos um
fator limitante que é a influéncia da propria cetamina no processo inflamatorio. Alguns
trabalhos apontam ocorrer acdo anti-inflamatoria o uso da cetamina, limitando assim
a exacerbacao da inflamacéo sistémica (Taniguchi et al., 2001; Yang et al., 2005; Loix
et al., 2011). Por outro lado, a estudos apontando o contrario, que a cetamina pode
aumentar os niveis das citocinas infamatorias IL-6 e IL-18, o que levaria a
neuroinflamacéo (da Silva et al., 2017; Li et al., 2017). Com esses dados conflitantes
enfatizamos a necessidade de mais estudos com novos modelos de SZ para analisar
melhor as mudancas nos niveis das citocinas e suas influencias no desenvolvimento

do transtorno.
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7 CONCLUSAO

Este estudo investigou a hipotese de que a suplementacédo de AA poderia
prevenir alteracbes comportamentais e de citocinas, além de danos oxidativos em
ratos Wistar submetidos ao modelo animal de SZ induzido pela cetamina. Pode-se
concluir que o AA se mostra efetivo na prevencdo de algumas alteracdes
comportamentais além de prevenir danos oxidativos em lipidios e proteinas, e ainda
dentro de parametros fisioldégicos a atuacdo das enzimas antioxidantes SOD, CAT,
GPx além dos niveis da GHS, e também favoreceu o aumento do grupamento
sulfidrilas em regifes especificas do cérebro. O AA teve papel importante também na
prevencado do aumento da IL-1B em quase todas as regides cerebrais além de elevar
a concentracdo da IL-10 na regido do estriado neste modelo animal de esquizofrenia.

De acordo com os dados apresentados neste trabalho, concluimos que o AA
pode ser uma importante ferramenta terapéutica na esquizofrenia, visto que suas
acOes contribuiram para prevencdo de danos oxidativos e comportamentais. Todos
estes resultados indicam que o AA apresenta notavel acdo contra os danos oxidativos
e que pode auxiliar na melhora da qualidade de vida do paciente esquizofrénico. No
entanto novos experimentos pré-clinicos precisam ser realizados para confirmar esta

hip6tese e melhorar ainda mais o conhecimento sobre este transtorno tdo complexo.
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