Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by UNESC

UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE - UNESC
UNIDADE ACADEMICA DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

LARA CANEVER

EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE OMEGA-3 EM UM
MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR
CETAMINA

Dissertagdo ~ de  Mestrado
apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias da
Salde da Universidade do
Extremo Sul Catarinense para
obtencdo do Titulo de Mestre
em Ciéncias da Salde.

Orientador: Prof2 Dr? Alexandra
loppi Zugno.

CRICIUMA, 2012


https://core.ac.uk/display/297687519?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagdo

C221e  Canever, Lara.
Efeito da suplementacdo de dmega-3 em um modelo
animal de esquizofrenia induzido por cetamina. / Lara Canever ;
orientadora: Alexandra loppi Zugno. — Criciima : Ed. do
Autor, 2012.
67 f. :il. ;21cm.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade do Extremo Sul
Catarinense, Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da
Salde, Criciima, 2012.

1. Acidos graxos dmega-3. 2. Esquizofrenia. 3. Fator
neurotrofico derivado do cérebro. I. Titulo.

CDD. 222 ed. 616.8982

Bibliotecéria Eliziane de Lucca Alosilla— CRB -14/1101
Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC




FOLHA INFORMATIVA

A dissertagdo foi elaborada segundo o estilo VVancouver, sendo
apresentada em formato tradicional.

Este trabalho resultou da parceria entre o Laboratério de
Neurociéncias (Neurolab) do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
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realizados no Neurolab da Unesc e as analises bioquimicas no
Laboratério de Psiquiatria Molecular da UFRGS.

Os resultados das andlises, comportamentais e bioquimicas,
foram compartilhados entre os Laboratorios dando origem a este
trabalho de Dissertacdo de Mestrado e ao artigo intitulado “Effects of
omega-3 dietary supplement in prevention of positive, negative and
cognitive symptoms: a study in adolescent rats with ketamine-induced
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RESUMO

A esquizofrenia é considerada um transtorno psiquiatrico de
desenvolvimento neurolégico grave que afeta o individuo normalmente
na fase jovem. Por este motivo, a prevencdo e o diagndstico precoce
tornam-se uma das metas para melhorar os resultados a longo prazo. Os
acidos graxos 0mega 3 (0—3) t€ém demonstrado eficicia para prevenir a
conversdao da esquizofrenia em uma populacdo risco ultra elevado. O
presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito da suplementagdo de
®—3 através de pardmetros comportamentais e bioquimicos em um
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina. A pesquisa
utilizou 144 ratos Wistar machos com 30 dias de vida que foram
separados em dois grupos para administracdo de ®—3 ou veiculo durante
15 dias. Posteriormente, esses grupos foram subdivididos em quatro
grupos de 12 ratos para intervencdo com cetamina ou salina durante 7
dias. A atividade locomotora, o teste de interagdo social e os testes de
meméria foram avaliados no 52° dia de vida dos animais. O sangue foi
coletado minutos antes dos animais serem mortos e o soro obtido 24
horas depois para avaliacdo dos niveis de fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF). Os animais foram mortos apos 0s testes
comportamentais e o corpo estriado, cortex pré-frontal e hipocampo
extraidos para analise da expressio de RNAm para BDNF. Os
resultados mostraram, para os tempos de 5, 10 e 15 minutos, que houve
aumento da atividade locomotora no grupo cetamina comparado ao
controle. Observou-se no grupo ®—3 mais cetamina que a
hiperlocomocdo causada pela cetamina foi prevenida aos 10 e 15
minutos mediante administragdo de m—3. Através do teste de interacdo
social, foi verificado que os animais tratados com cetamina nao
demonstraram diferenca na laténcia para o inicio do teste em relacdo ao
grupo controle. No entanto, apresentaram menos contatos entre si, assim
como um menor tempo total de interacdo quando comparados ao
controle. O grupo ®—3 mais cetamina ndo apresentou interagdo social
prejudicada. Este estudo mostrou que houve prejuizo significativo de
meméria imediata, de curta e longa duragdo no grupo tratado com
cetamina em relagdo ao controle. No grupo ®—3 mais cetamina, as
memérias imediata, de curto e longo prazo foram preservadas. Os niveis
séricos de BDNF foram significativamente maiores no grupo ®—3 mais
cetamina comparado ao controle, ®—3 e grupo cetamina. Os resultados
da expressdo de RNAm para BDNF mostraram que ndo houve diferenca
significativa entre os quatro grupos analisados nas diferentes regides
cerebrais. Estes achados comprovam que a administragio de ®—3



previne os sintomas positivos, negativos e déficits cognitivos em um
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina na fase
prodrémica fornecendo, desse modo, importantes evidéncias para
ensaios clinicos futuros na confirmagdo do uso de w—3 para prevenir
este transtorno. Também reforca o papel benéfico dos acidos graxos na
protecdo cerebral de individuos em risco ultra elevado para psicose.

Palavras-chave: acidos graxos Omega 3; esquizofrenia; risco ultra
elevado para psicose; modelo animal; BDNF.



ABSTRACT

Schizophrenia is considered a neurodevelopmental psychiatric disorder
severe that usually affects the individual in the young stage. For this
reason, prevention and early diagnosis become a goal to improve the
long-term results. The omega 3 fatty acids (w-3) have demonstrated
efficacy for preventing the conversion of schizophrenia in a population
of ultra high risk. The present study aimed to evaluate the effect of
supplementation of -3 through behavioral and biochemical parameters
in an animal model of schizophrenia induced by ketamine. The research
used 144 male Wistar rats 30 days old that were separated into two
groups for administration of -3 or vehicle for 15 days. Subsequently,
these groups were subdivided into four groups of 12 mice for
intervention with ketamine or saline for 7 days. The locomotor activity,
social interaction test and memory tests were evaluated at day 52 of life
of the animals. The blood was collected minutes before the animals were
killed and serum obtained after 24 hours to evaluate the levels of brain-
derived neurotrophic factor (BDNF). The animals were sacrificed after
the behavioral tests and striatum, prefrontal cortex and hippocampus
extracted for mMRNA BDNF expression analysis. The results showed, for
the times of 5, 10 and 15 minutes, there was an increase in locomotor
activity in the ketamine group compared to control. It was observed in
group -3 plus ketamine that hyperlocomotion caused by ketamine was
prevented at 10 and 15 minutes upon administration of w-3. Regarding
the social interaction test, it was found that animals treated with
ketamine did not show difference in latency to the start of the test
compared to the control group. However, showed less contacts with
each other, as well as a lower total time of interaction when compared to
the control. The group ®-3 plus ketamine did not show impaired social
interaction. This study showed that there was significant impairment of
immediate memory, short and long term in the ketamine treated group
compared to control. In group »-3 plus ketamine, memories immediate,
short and long term have been preserved. Serum levels of BDNF were
significantly higher in -3 plus ketamine group compared to control, -
3 and ketamine group. The results of the expression mRNA BDNF
showed no significant difference among the four groups analyzed in
different brain regions. These findings prove that the administration of
-3 prevents the positive symptoms, negative and cognitive impairment
in an animal model of schizophrenia induced by ketamine in the
prodromal phase, providing thus, important evidence for future clinical
trials in confirming the use of ®-3 to prevent this disorder. It also



reinforces the beneficial role of fatty acids in brain protection of
individuals at ultra high risk for psychosis.

Key-words: omega-3 polyunsaturated fatty acids, schizophrenia,
conversion to psychosis, ultra-high risk population, animal model,
BDNF.



LISTA ABREVIATURAS

ALA - Acido Linolénico

ARA - Acido Araquiddnico

BDNF - Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (do inglés Brain-
derived Neurotrophic Factor)

CID-10 - Classificacdo Estatistica Internacional de Doengas e Problemas
Relacionados a Salde

COX — Enzima Cicloxigenase

DHA — Acido Docosaexaendico

DSM IV - Manual de Diagnostico e Estatistico de Doencas Mentais, 1V
edicdo da Associacdo Americana de Psiquiatria

D; - Neuroprotectina Docosandide

D, - Receptor de Dopamina tipo 2

EPA — Acido Eicosapentaendico

GABA — Acido Gama-animobutirico (do inglés gamma-aminobutyric
acid)

LA — Acido Linoléico

LOX — Enzima Lipoxigenase

LTM — Memoéria de Longa Duracéo (do inglés long-term memory)
MK-801 — Dizocilpina: antagonista ndo competitivo do NMDA
NMDAR - Receptor de Glutamato tipo N-metil-D-aspartato (do inglés
ionotropic glutamatergic n-methyl-d-aspartate receptor)

PLA, - Enzima Fosfolipase A,

PUFAs - Acidos Graxos Polinsaturados de Cadeia Longa ( do inglés
Long chain olyunsaturated fatty acids)

RNAmM - RNA mensageiro

SANS - Escala de Sintomas Negativos (do inglés Scale for the
Assessment of Negative Symptoms)

SNC - Sistema Nervoso Central

STM — Memodria de Curta Duragéao (do inglés short-term memory)

SZ - Esquizofrenia (do inglés schizophrenia)

TDAH - Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade

UHR - Risco Ultra Elevado (do inglés ultra high risk)

o—3 - Acidos Graxos da serie 6mega-3

©—6 — Acidos Graxos da série 6mega -6

©—9 — Acidos Graxos da série mega-9

5-HT, — Receptores Serotoninérgicos
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1 INTRODUCAO
1.1 DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

A esquizofrenia (SZ) é uma doenca heterogénea extremamente
debilitante (Oliver & Davies, 2009), considerada como um dos mais
morbidos transtornos psiquiatricos (Moghdam & Jackson, 2003).
Caracteriza-se por causar grandes mudancas na percepcao, pensamento
e comportamento dos pacientes por ela atingidos (Becker et al., 2003).

Acomete 1% da populacdo mundial, sendo que 1 a 7 novos casos
para cada 10.000 habitantes sdo diagnosticados a cada ano no mundo
(APA, 1994). A incidéncia da SZ é discretamente maior entre o0s
homens (razdo homens/mulheres = 1,4) (McGrath, 2005).

Estudos realizados por Mari & Leitdo (2000) mostraram que 0
transtorno inicia mais cedo em homens e que casos novos antes da
puberdade e ap6s os 50 anos de idade sdo raros. Nas mulheres os
sintomas se manifestam, em média 5 anos mais tarde, porém de forma
mais branda do que no sexo masculino. O pico de inicio da doenca em
homens e mulheres é de 10 a 25 e 25 a 35 anos respectivamente,
havendo no sexo feminino um segundo pico de incidéncia na
perimenopausa (Hafner, 1998).

Associado a isso, observa-se um risco aumentado de
desenvolvimento da SZ quando ha histérico familiar, principalmente
parentesco de primeiro grau ou mais de um membro da familia afetado
(Kendler, 2000).

1.2 DIAGNOSTICO E MANIFESTACOES CLINICAS

O diagnostico do transtorno é realizado por meio do Manual
Diagnostico e Estatistico dos Transtornos Mentais (DSM 1V, 2002) e
através da Classificacdo Estatistica Internacional de Doengas e
Problemas Relacionados a Satude (CID 10) que diferenciam os sintomas
da SZ em positivos, negativos e desorganizados (APA, 1994).

Os sintomas positivos sdo representados pelas alucinagdes,
delirios, episédios psicoticos e desconfiancas que levam o paciente a
fuga da realidade (Van, 2003). Os sintomas negativos referem-se ao
embotamento afetivo, isolamento social, avolia e anedonia (Simpson et
al., 2010). J& o comportamento bizarro, afeto inadequado e
desorganizacdo do pensamento podem ser considerados sintomas
desorganizados do transtorno (Bickel & Javitt, 2009; Bradford, 2009). O
aparecimento dos sinais ocorre entre o final da adolescéncia ou inicio da
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vida adulta, variando de individuo a individuo (Graeff & Brandéo, 1999;
Kagan & Gall, 2007).

Por ser uma doenca altamente debilitante de desenvolvimento
neurolégico grave e afetar o individuo num periodo critico da vida,
normalmente na fase jovem, a prevencédo e o diagnético precoce para a
SZ tem sido uma das metas para melhorar os resultados a longo prazo
(Amminger et al., 2011).

Neste contexto, tem-se identificado uma sindrome conferindo
risco ultra elevado (UHR) para psicose (Loewy et al., 2011; 2012). Nos
Gltimos quinze anos, foram feitas tentativas para identificar
prospectivamente individuos na fase prodrémica de SZ e outros
transtornos psicoéticos. A abordagem de UHR, baseada na combinacéo
de fatores conhecidos como risco de traco e estado, tem sido a principal
estratégia utilizada. A validacdo dos critérios de UHR levou em conta a
pesquisa preditiva neste grupo, huma tentativa de identificar os fatores
de risco clinicos, neurocognitivos e neurobiol6gicos para o inicio de
psicose. Também considerou uma série de estudos de intervengdo nessa
populagdo, os quais incluiram o uso de medicamentos antipsicéticos em
baixa dose, a terapia cognitiva e 0 uso de acidos graxos 6mega-3 (o—3).
Apesar de existirem evidéncias razoaveis sobre a eficacia de estratégias
de intervencéo especificas, o tipo mais efetivo e sua duragdo ainda tém
gue ser determinados (Yung & Nelson, 2011).

Estudos sugerem que terapéuticas ndo empregadas em individuos
com perturbagdes psicéticas possam ser eficazes quando aplicadas na
fase UHR de psicose (Berger et al.,, 2012). Além disso, estas
intervencOes destinadas a tratar as pessoas jovens que sao identificadas
em UHR de psicose, podem estar associadas com algumas economias de
custo comparadas as ndo-intervencdes especificas (Philips et al., 2009).

1.3 NEUROFISIOPATOLOGIA DA ESQUIZOFRENIA

Sabe-se que a etiologia dos transtornos psiquiatricos ainda ndo é
completamente compreendida. Um obstaculo para o entendimento da
etiologia é a interacdo de numerosas varidveis. Neste sentido, a
neuroquimica procura explicar os processos fisiopatoldgicos da maioria
dos transtornos bioldgicos atuais (Ng et al., 2008).

A SZ caracteriza-se por etiologia multifatorial, englobando
alteracdes genéticas, no neurodesenvolvimento e vulnerabilidades
ambientais precoces, especialmente sofrimento perinatal (Ayhan et al.,
2011). A associacdo entre estes fatores sugere que o transtorno seja
poligénico (Lewis & Lieberman, 2000).
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Evidéncias indicam ainda que a SZ é um transtorno sutil do
desenvolvimento e da plasticidade cerebral. Alteracbes na migragédo
neuronal, sinaptogénese e ‘“poda” neuronal estdo associadas ao
aparecimento subsequiente da doenca (Miyamoto et al., 2003).

Os mecanismos fisiopatolégicos do transtorno envolvem
mudancas no processamento de informacBes, mas ndo perda neuronal
(Pietersen, 2001). Alteracbes em diferentes sistemas de
neurotransmissores estdo envolvidas na fisiopatologia dos sintomas
caracteristicos da SZ. Dentre estes, 0s sistemas dopaminérgico e
glutamatérgico sdo os mais investigados. No entanto, estudos também
indicam o envolvimento em outros sistemas, como o 4cido gama-
aminobutirico (GABA), serotoninérgico, colinérgico e opidide (Carlsson
et al,, 1999; Abi-Dargham & Laurelle, 2005), além da hipétese
fosfolipidica desenvolvida por Peet, 2008 e Horrobin, 1998.

1.3.1 Hipotese dopaminérgica

Estudiosos afirmam que o0s sintomas negativos da SZ sdo
decorrentes de um déficit da atividade dopaminérgica mesocortical e os
sintomas positivos sdo consequéncia da hiperatividade da transmissdo
dopaminérgica via receptores dopaminérgicos tipo 2 (D, ) mesolimbicos
(Ross et al., 2007).

Dentre as evidéncias que reforcam a teoria dopaminérgica
destaca-se o fato de os primeiros antipsicéticos, antagonistas de
receptores dopaminérgicos, serem eficazes no tratamento dos sintomas
positivos da SZ. Além disso, as anfetaminas desencadeam em animais
alteragdes comportamentais que simulam a sintomatologia positiva da
esquizofrenia (Laruelle, 1999; Abi-Dargham & Laruelle, 2005). Assim,
Salum & colaboradores (2008) confirmam que a administragdo aguda de
agonistas dopaminérgicos pode precipitar surtos psicoticos em pacientes
esquizofrénicos.

Desta forma, duas observacdes principais sustentam a hipotese
dopaminérgica: agonistas de receptores dopaminérgicos do tipo D, em
uso continuado induzem sintomas caracteristicos da esquizofrenia e toda
medicacdo que é efetiva como antipsicética necessariamente blogueia
em algum grau os receptores D, (Abi Dargham & Laruelle, 2005).

1.3.2 Hipotese glutamatérgica



23

Além da dopamina, outros neurotransmissores foram apontados
como interferentes na fisiopatologia da SZ, sendo o glutamato um dos
mais estudados nesta patologia (Bradford, 2009).

O glutamato, principal neurotransmissor excitatorio do sistema
nervoso central (SNC) é importante para a migracdo neuronal e
sinaptogénese, estando ainda envolvido em diferentes processos
cognitivos relacionados a memaria e percepcao (Dingledine et al., 1999;
Moghaddam & Jackson, 2003; Bradford, 2009). Tais processos sao
gravemente afetados no curso do transtorno sugerindo assim, que
alteracBes na atividade dos receptores de glutamato N-metil-D-aspartato
(NMDA) podem estar relacionadas aos déficits de memaria presentes na
esquizofrenia (Newcomer et al., 1999; Bickel & Javitt, 2009).

Pesquisas reforcam que dentre as evidéncias que corroboram a
participacdo do glutamato na fisiopatologia da SZ, encontram-se os
niveis diminuidos de glutamato no liquor de portadores do transtorno
(Kim et al., 1980; Bradford, 2009). Além disso, sabe-se que dois
farmacos antagonistas do receptor glutamatérgico NMDA, a fenciclidina
e a cetamina, induzem sintomas semelhantes aos observados na SZ
(Park & Holzman, 1992; Krystal et al., 1994) como sinais psicoticos,
sintomas negativos e déficits cognitivos (Morgan et al., 2004).

Estes achados fundamentam a hipotese de que perturbagdes na
neurotransmissao do glutamato, principalmente no lobo frontal, estariam
subjacentes a neurofisiopatologia da SZ (Javitt & Zukin, 1991,
Enomotto & Floresco, 2009). Desta forma, na maioria das teorias
glutamatérgicas, o papel central do glutamato associa-se a hipofuncéo
dos receptores glutamatérgicos NMDA (Newcomer et al., 1999,
Lindsley et al., 2006, Javitt, 2007, Krivoy et al., 2008; Amann et al.,
2009).

No entanto, sugere-se que a excitoxicidade neural devido ao
excesso de glutamato também tem um papel na SZ contribuindo para
um possivel processo neurodegenerativo da esquizofrenia. Ainda, a
hiperatividade dos neurdnios glutamatérgicos em diferentes regides
cerebrais, incluindo cortex pré-frontal, estaria relacionada aos sintomas
positivos, cognitivos e manifestagdes emocionais do transtorno (Krystal
et al., 2003; Moghaddam & Jackson, 2003; Paz et al., 2008).

Neste contexto, enfatiza-se o importante papel da interagéo entre
glutamato e dopamina na fisiopatologia da SZ, sugerindo enfim que a
hiperfuncdo dopaminérgica seria secundaria a hipofuncéo dos receptores
glutamatérgicos NMDA no transtorno (Jentsch & Roth, 1999; Bickel &
Javitt, 2009; Bradford, 2009).
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1.3.3 Hipotese fosfolipidica

Estudiosos desenvolveram a hipétese fosfolipidica na SZ
sugerindo que este e outros transtornos psiquiatricos, assim como
doencas neurodegenerativas, poderiam resultar de anormalidades na
estrutura fosfolipidica da membrana neuronal (Peet, 2008; Horrobin,
1998).

Os é&cidos graxos polinsaturados de cadeia longa (PUFAS)
caracterizam-se como 0s maiores componentes estruturais da membrana
celular fosfolipidica e em pacientes esquizofrénicos estariam alterados
(Peet, 2008). Pesquisas mostraram que nestes individuos ocorre uma
reducdo na cadeia longa destes acidos, em especial no eicosapentaendico
(EPA), podendo esta disfuncdo do metabolismo lipidico estar envolvida
na etiologia deste transtorno (Horrobin et al., 1994; Amminger et al.,
2010).

Sabe-se que a composicdo dos &cidos graxos da membrana
fosfolipidica neuronal est4 diretamente relacionada a ingestdo alimentar
do individuo (Haag, 2003). Além disso, autores sugerem que o perfil
destes acidos na membrana neuronal afeta os eventos fisiolégicos
normais do cérebro podendo, conseqlientemente, induzir mudancas
neurofisioldgicas, cognitivas, além de alteracbes comportamentais
variadas. Resumidamente, os acidos graxos podem modular a funcéo
dos receptores  colinérgicos, nicotinicos, dopaminérgicos e
glutamatérgicos (Yehuda et al., 1999)

Estudos recentes salientam ainda a possibilidade do w—3 interagir
com o sistema dopaminérgico e serotoninérgico, uma vez que ambos
estdo associados a fisiopatologia da SZ através da modula¢do do
receptor acoplado ao &cido araquidénico livre (Piomelli et al., 1991;
Amminger et al., 2010).

Amminger et al. (2010) e Berger et al. (2008) reforcam que a
glutationa, importante antioxidante, pode estar diminuida na SZ. Em
contrapartida, o EPA parece aumentar a glutationa no lobo temporal em
pacientes esquizofrénicos num primeiro episddio de psicose, protegendo
assim 0s neurdnios da excitoxicidade e estresse oxidativo,
caracteristicos em pacientes com este transtorno. Além disso, distlrbios
no metabolismo de aminoécidos também podem estar implicados na
fisiopatologia da Sz, principalmente em relacéo a sintese prejudicada de
serotonina no SNC (Van der et al., 2005; Lakhan & Vieira, 2008).

1.4 ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS
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O interesse dos pesquisadores sobre os beneficios dos acidos
graxos, em especial os polinsaturados, iniciou quando se observou que
0s esquimos da Groenlandia apresentavam baixa incidéncia de doencas
cardiovasculares, porém uma alimentacdo elevada em gorduras. Esta
populacdo consumia peixes de aguas frias e profundas, abundantes em
PUFAs (Kromhout et al., 1985). Essas observacdes despertaram ainda
mais o interesse e 0 desenvolvimento de pesquisas sobre 0s possiveis
efeitos terapéuticos e/ou preventivos dos acidos graxos em uma série de
condi¢des clinicas como doencas cardiovasculares, artrite reumatoide,
asma e outras patologias (Simopoulus, 2002).

1.4.1 PUFAs

Os 4acidos graxos com duplas ligacGes nos carbonos dmega-3
(m—3), dmega-6 (v—6) e Omega-9 (w—9) sdo fundamentais aoc bom
funcionamento do organismo humano, no entanto, ndo podem ser
sintetizados endogenamente. Por esse motivo, sdo denominados
essenciais e devem ser obtidos através da alimentacdo para que possam
ser aproveitados pelos tecidos corporais. Os principais representantes
sdo o 4cido linolénico (-3 - ALA 18:3) e o 4cido linoléico (o6 - LA
18:2). Por meio da acdo de enzimas especificas no figado, estes dao
origem aos PUFAs, compostos com importante papel no processo
inflamatorio e defesa do organismo (Haag, 2003; Marszalek & Lodish,
2005).

O o—3 estd presente em Oleos vegetais como linhaga, canola e
soja, sendo muito abundante também em sementes (linhaca, nozes e
soja), além de vegetais verdes folhosos (Heird & Lapillonne, 2005).
Deste acido derivam os 4cidos eicosapentaendico (EPA 20:5) e
docosaexaendico (DHA 22:6), ambos encontrados em peixes e 6leos de
peixes como sardinha, salméo, bagre, atum e cavala (Covington, 2004).

O ©—6 é amplamente encontrado em 6leos vegetais e pode ser
convertido ao &cido araquidénico (ARA 20:4) (Hansen et al., 1962;
Burr, 1981). O ARA ¢ abundante nos fosfolipidios de membranas
celulares e desempenha papel imunolégico, dando origem a mediadores
inflamatdrios denominados eicosandides (prostaglandinas, leucotrienos
e tromboxanos). Os principais sintomas de sua deficiéncia s&o retardo de
crescimento, lesdes de pele, infertilidade, esteatose hepatica e polidipsia,
entre outros (Marszalek & Lodish, 2005).

Os &cidos graxos essenciais ®—3 e o—6 competem pelas mesmas
enzimas que os alongam (elongases) e dessaturam (dessaturases) no
figado para dar origem aos seus respectivos PUFAs. Por esta razdo,
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estes acidos devem estar em equilibrio na alimentacdo. Pesquisas
mostraram que uma relagdo de w—6:w—3 de 5:1 é a mais adequada para
gue ambos tenham seu melhor aproveitamento pelo organismo.
Ressalta-se que 0 mesmo sistema enzimatico presente no figado também
é encontrado em astrécitos no SNC auxiliando assim na garantia do
suprimento de -3, principalmente, ao tecido nervoso (Heird &
Lapillonne, 2005; Marszalek & Lodish, 2005).

1.4.2 Efeito neuroprotetor do &cido eicosapentaendico e
docosaexaenoico

O mecanismo proposto para os beneficios dos PUFAs parece
estar relacionado a incorporacdo destes nas membranas celulares,
promovendo mudangas na sua fluidez e funcéo, bem como alteragdes na
expressao génica e producdo de eicosandides (Riediger et al., 2009). Os
fosfolipidios do EPA e DHA séo liberados da membrana celular pela
acdo da enzima fosfolipase A, (PLA;) sendo metabolizados por duas
vias. A primeira delas envolve as enzimas cicloxigenase (COX) e
lipoxigenase (LOX) e a segunda, a via das resolvinas e protectinas
(Mickleborough et al., 2003).

Recentemente pesquisas mostraram que o DHA, liberado das
membranas celulares mediante a ativacdo da enzima PLA, quando em
situacbes de dano neuronal, origina um composto denominado
neuroprotectina  D;, um docosandide com importante papel
neuroprotetor no SNC (Bazan, 2006; Lukiw & Bazan, 2008).

Estudos também tém demonstrado que o DHA é capaz de
proteger ratos jovens contra eventos de excitotoxicidade, como
convulséo e isquemia (Hogyes et al., 2003: Belayev et al., 2005; Strokin
et al., 2006; Bas et al., 2007). Em humanos, o DHA parece exercer um
efeito neuroprotetor, a medida que baixos niveis deste acido graxo
foram associados a doencas neurodegenerativas como Alzheimer
(Soderberg et al., 1991; Schaefer et al., 2006).

A deficiéncia dietética e baixos niveis endogenos de w—3 estdo
associados a um pior progndstico de doengas psiquidtricas. Estudo
clinico evidenciou ainda que a suplementacdo de ®—3 mostrou-se
benéfica em pacientes depressivos, esquizofrénicos e com transtorno de
humor bipolar (Peet & Stokes, 2005).

1.5 TRATAMENTO DA ESQUIZOFRENIA E OMEGA-3
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O tratamento da SZ, particularmente dos sintomas positivos como
psicose e agitacdo, sdo mais eficientemente acompanhados por
antipsicéticos. Atualmente, novos antipsicdticos atipicos tém
apresentado melhor agdo terapéutica contra os sinais negativos e déficits
cognitivos, visto que estes sintomas sdo dificeis de tratar. Todavia, 0
tratamento com ambos tipicos, bem como antipsicéticos atipicos
apresentam sérios efeitos colaterais, levando a significativa perda de
qualidade de vida no paciente esquizofrénico. Desse modo, considera-se
fundamental o desenvolvimento de alternativas ou estratégias
terapéuticas adjuvantes que possam intensificar a acdo dos antipsicticos
e reduzir seus efeitos colaterais (Arvindakshan et al., 2003).

Pesquisa evidenciou que 0 ®—3 pode reduzir 0s sintomas da SZ
por suas propriedades neuroprotetoras sem, entretanto, apresentar efeitos
adversos clinicamente relevantes. Este acido graxo parece ser um
candidato ideal indicado na prevencdo em individuos jovens submetidos
ao risco de psicose, no qual o uso de medicacdo antipsicética €
controversa (Amminger et al., 2010).

Estudo realizado recentemente concluiu que 0 ®—3 reduz o
risco de progressdo do transtorno psicotico e pode ser uma estratégia
eficiente e segura indicada na prevengdo em pessoas jovens com prévios
estados psicoticos. Além destas vantagens, os autores observaram
excelente tolerabilidade e melhor aceitagdo do suplemento pelos
pacientes quando comparado a medicamentos tradicionais, além do
custo relativamente baixo do o—3 e seus efeitos gerais benéficos a salde
(Amminger et al., 2010).

1.6 FATOR NEUROTROFICOPERIVADO DO CEREBRO,
ESQUIZOFRENIA E NUTRICAO

Sabe-se que o BDNF é a neurotrofina mais amplamente
distribuida no SNC, sendo expressa significativamente no cdrtex pré-
frontal e hipocampo (Pezawas et al., 2004). O hipocampo, no entanto,
contém os mais altos niveis de fatores neurotréficos, os quais sao
determinantes para a plasticidade neuronal (Suzuki et al., 1995).

O BDNF influencia diretamente a sobrevivéncia, diferenciacao,
sinaptogénese e manutencdo neuronal (Webster et al., 2006) e parece
ainda estar envolvido na ativa¢do neuronal no hipocampo (Hohn et al.,
1990). Também esta relacionado com o desenvolvimento e modulacio
do sistema dopaminérgico (Shoval & Weizman, 2005).

Evidéncias sugerem que o BDNF tem importante papel na
fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos, incluindo depressédo e SZ
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(Angelucci et al., 2005). Alteracbes nos niveis de BDNF tém sido
reportadas em muitos estudos com pacientes em um primeiro episodio
de SZ, provavelmente refletindo a associagdo entre BDNF e a
patogénese do transtorno (Buckley et al., 2007; Rizos et al., 2008; Jindal
etal., 2010; Green et al., 2011).

Dados da literatura indicam que a sindrome metabdlica esta
frequentemente aumentada em pacientes esquizofrénicos (Peet, 2006).
Neste sentido, a relacdo entre sindrome metabdlica e SZ foi
recentemente confirmada num estudo incluindo pacientes néo
medicados que desenvolveram o primeiro episddio do transtorno e
apresentaram resisténcia a insulina e aumento da adiposidade visceral
comparado ao grupo controle (Ryan et al., 2003).

E sabido que a alimentagdo de individuos esquizofrénicos tem
qualidade nutricional inferior & dieta da populagdo em geral. Pacientes
com esquizofrenia apresentaram dieta com alto nivel de gordura
saturada e agUcar e baixa ingestdo de alimentos saudaveis como frutas,
verduras e, consequentemente, uma dieta pobre em fibras e
antioxidantes (McCreadie et al., 1998; Brown et al., 1999).

Outro estudo alimentar realizado no Reino Unido comparando
pessoas saudaveis de diferentes faixas etarias demonstrou que
individuos jovens, entre 19 e 24 anos de idade, apresentaram alto
consumo de fritura, hambuirguer, refrigerante e baixa ingestao de peixe e
6leo de peixe em relacdo aos individuos de maior idade (McCreadie et
al., 1998).

Nesse contexto Peet, 2004 sugere que a dieta moderna pode
favorecer o desenvolvimento da SZ, uma vez que estudo recente de
nutricdo na populacdo em geral, enfatiza perspectivas nada positivas
guando se relaciona alimentacdo e SZ. O autor ainda reforca a hipétese
de que niveis reduzidos de BDNF cerebrais tém importancia etioldgica
na SZ, contribuindo para ambas, anormalidades de
neurodesenvolvimento e resisténcia a insulina.

Pesquisa comprovou também que fatores nutricionais,
particularmente o alto consumo de aglcar, gorduras e uma dieta
deficiente em w—3, podem interagir com o BDNF e provocar sintomas
esquizofrénicos em individuos predispostos (Peet, 2004). Em
contrapartida, uma alimentacdo adequada em &cidos graxos poderia
ativar as vias metabolicas e aumentar os niveis de BDNF (Balanza-
Martinez et al., 2011).

No entanto, sabe-se que o efeito dos PUFAs, como EPA e DHA,
associado ao BDNF ainda é pouco elucidado, havendo a necessidade de
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mais pesquisas que encontrem respostas a questionamentos ndo bem
esclarecidos (Peet, 2004).

1.7 MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA E CETAMINA

O modelo animal de SZ pode ser induzido por farmacos como
anfetamina, cetamina e fenciclidina, as quais simulam manifestacdes
comportamentais em animais semelhantes aos sintomas da SZ em
humanos (Angrist et al., 1974; Hetem et al., 2000). Tais sinais incluem
quatro dimensdes principais: hiperlocomocdo, estereotipia, deficiéncia
no processamento de informacgdes, comprometimento das funcgdes
cognitivas (memoéria de trabalho e atencdo) e interacdo social
prejudicada (Bubenikova et al., 2008).

O cloridrato de cetamina referenciado como uma substancia
dissociativa é usada para fins de anestesia com efeito hipnético e
caracteristicas analgésicas (Vasconcelos et al., 2005). Provoca perda
sensorial marcante, analgesia e paralisia do movimento, assim como
amnésia sem perda real da consciéncia (Morgan et al., 2004; Rang et al.,
2004). A cetamina age como antagonista ndo-competitivo do receptor
glutamatérgico NMDA, encontrado especialmente nas regiGes do
hipocampo e cortex cerebral — &reas cruciais para os processos de
meméria e cognicdo em humanos (Morgan et al., 2004).

O modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina pode
ser considerado mais completo por sua capacidade em mimetizar os
sintomas negativos, positivos e cognitivos do transtorno (validade de
face), ja tendo sido relatada sua validade de constructo (Becker et al.,
2003) e validade preditiva (Becker & Grecksh, 2004). Os estudos
comprovam que o modelo de cetamina fornece um novo olhar para
ambas as teorias de transmissdo glutamatérgica e dopaminérgica da SZ
(Vollenweider et al., 2000).

Como a cetamina apresenta propriedades ja descritas e ainda
pode causar estresse oxidativo em modelo animal (De Oliveira et al.,
2009; De Oliveira et al., 2011), essa droga foi eleita como condicdo
neste estudo para induzir a SZ.

Através das evidéncias apresentadas e devido a necessidade de
novas pesquisas avaliarem a relagdo w—3, SZ e BDNF, o presente estudo
teve como enfoque principal analisar o possivel efeito preventivo, bem
como a acdo terapéutica do m—3 por meio da suplementacédo deste &cido
graxo em um modelo animal de SZ induzido por cetamina.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo de Omega 3 através de
pardmetros comportamentais e bioquimicos em um modelo animal de
esquizofrenia induzido por cetamina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da suplementacdo de dmega 3 em ratos Wistar
através do teste campo aberto (open fiel) no modelo animal de
esquizofrenia induzido por cetamina;

Avaliar o efeito da suplementacdo de 6mega 3 em ratos Wistar
através da interacdo social entre os animais no modelo de esquizofrenia
induzido por cetamina;

Avaliar o efeito da suplementacdo de émega 3 em ratos Wistar
através da esquiva inibitéria no modelo animal de esquizofrenia
induzido por cetamina;

Avaliar o efeito da suplementacdo de 6mega 3 em ratos Wistar no
nivel sérico de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina;

Avaliar o efeito da suplementacdo de édmega 3 na expressdo em
RNAm para BDNF em estruturas cerebrais de ratos Wistar no modelo
de esquizofrenia induzido por cetamina.
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3 METODOLOGIA

Os experimentos comportamentais foram realizados no
Laboratdrio de Neurociéncias (Neurolab) da Universidade do Extremo
Sul Catarinense (Unesc) e as andlises bioquimicas no Laboratorio de
Psiquiatria Molecular da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Estes procedimentos seguiram as recomendacdes
internacionais para o cuidado e uso de animais de Laboratorio,
considerando também as recomendagdes para 0 uso de animais da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC). O
presente estudo foi desenvolvido ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEUA) da Unesc mediante protocolo nimero 14/2012.

Todos 0s equipamentos, reagentes e drogas necessarias para a
execucdo deste projeto estavam disponiveis ao proponente, ndo havendo
critérios aparentes para suspensao ou encerramento da pesquisa.

3.1 ANIMAIS

Esta pesquisa utilizou ratos Wistar machos jovens com 30 dias de
vida, pesando entre 80g e 150g procedentes do Biotério da Unesc. Os
animais foram mantidos em ambiente climatizado (22°C) com ciclos
claro-escuro de 12 horas, agua e alimentacdo padrdo livre. O estudo
empregou um total de 144 animais, divididos inicialmente em quatro
grupos de 12 ratos. 1) 6mega 3 e salina; 2) émega 3 e cetamina; 3)
veiculo e salina; 4) veiculo e cetamina. Os animais utilizados no estudo
foram separados randomicamente em grupos para posterior realizacdo
de testes comportamentais e analises bioguimicas.

O sangue foi retirado minutos antes dos animais serem mortos e 0
soro obtido 24 horas depois, devido processo de homogeneizagdo das
amostras.

Ao término dos testes comportamentais, 0s animais foram mortos
por decapitacdo e as estruturas cerebrais (corpo estriado, hipocampo e
cortex pré-frontal) removidas cuidadosamente para subsequente analise
biogquimica.
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Figura 1: Desenho experimental desta pesquisa.

O descarte dos animais utilizados no experimento realizou-se
através do acondicionamento em saco branco leitoso, sendo que estes
foram encaminhados ao freezer para conservagdo na Universidade. Apds
conservagdo, os sacos foram coletados e transportados por empresa
terceirizada. Os residuos foram tratados fisicamente e depois
encaminhados para disposicdo final em aterro sanitario. Todos os
procedimentos basearam-se na RDC n° 306/2004 da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria).

3.2 SUPLEMENTACAO DOS ANIMAIS COM ACIDO GRAXO
OMEGA 3

O 4cido graxo w—3 foi administrado ao meio dia na dose Unica
de 0,8g/kg/peso/dia por via oral, através do método de gavagem. O
tratamento iniciou em animais jovens, prosseguindo até a fase adulta. O
tempo total de suplementacgdo correspondeu a 22 dias.

As capsulas de o—3 continham 1200mg de 6leo de peixe,
importante fonte deste &cido graxo polinsaturado. Também eram
constituidas  por 4cido graxo polinsaturado EPA  (acido
eicosapentaenoico - 18%) e DHA (&cido docosaexaendico — 12%).

O veiculo foi selecionado como placebo por ser uma substancia
inerte e ndo causar impacto no metabolismo do ®—3. Este foi
administrado na mesma concentracdo e método que o acido graxo.

3.3 CETAMINA
A dose de cetamina correspondeu a 25 mg/kg/dia, preparada em

solucdo salina no volume de 1 pul/100g e administrada
intraperitonealmente pela manha (Becker et al., 2003; Imre et al., 2006;
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Tomiya et al., 2006). Esta dose de cetamina é utilizada para mimetizar
alguns sintomas psicoticos em animais, tais como a hiperlocomocéo,
estereotipia e embotamento afetivo (Hunt et al., 2006). O principal
intuito do estudo ao suplementar os animais com &cido graxo o—3 e
administrar doses de cetamina foi verificar se este acido graxo atua na
prevencdo da SZ induzida pela droga.

3.4 INSTRUMENTOS DE AVALIA(;AO COMPORTAMENTAL
3.4.1 Atividade locomotora

A atividade locomotora foi avaliada em um N de 12 animais por
grupo (6mega 3, veiculo, cetamina e salina) 30 minutos apds a Ultima
injecdo de cetamina. Utilizou-se o Monitor de Atividade para
quantificar as alteragcBes comportamentais nos animais induzidas pela
cetamina e possivelmente prevenidas pelo o—3.

Esta atividade foi realizada em um monitor de 40 x 60 cm de
dimensédo cercado por paredes de acrilico com aproximadamente 50 cm
de altura. Este monitor é circundado por 6 barras paralelas, sendo que
cada barra apresenta 16 sensores infravermelhos que detectam a posicéo
exata do rato em movimento avaliando, dessa forma, 0 comportamento
detalhado do animal. Os animais foram avaliados durante 15 minutos
(De Oliveira et al., 2009).

As informagdes detectadas pelos sensores foram transmitidas
para um computador através do software Open Sourse Versao Interbase
6.01 (Atividade Monitor — Insight Laboratério Equipamentos, Ribeirdo
Preto — SP) para posterior analise estatistica.

3.4.2 Interacdo social

A interagdo social prejudicada é uma caracteristica
comportamental de modelos animais com desordens de espectro de
autismo e SZ (Mohn et al.,, 1999; Schneider & Przewlocki, 2005;
Dicicco-Bloon et al., 2006; Moldin et al., 2006).

A interacdo social foi avaliada em ratos submetidos a doses sub-
anestésicas de cetamina (25mg/kg). Os animais foram testados em
ambiente claro/escuro e pouco conhecido em campo aberto. No dia do
experimento os animais ficaram isolados socialmente em caixa de
material de plastico mensurando 43 x 28 x 15 cm por trés horas e trinta
minutos antes do experimento. A tarefa consistiu em colocar dois
animais do mesmo grupo randomizados em gaiolas durante 15 minutos.
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O comportamento social foi avaliado de par em par e ndo
individualmente. O tempo de laténcia para a primeira interacdo, o
nUmero de contatos sociais € 0 tempo total de contato foram mensurados
(Niesink & Van Ree, 1989; Schneider & Przewlocki, 2005).

3.4.3 Esquiva inibitéria

A avaliacdo da esquiva inibitoria iniciou 24 horas ap6s a ultima
injecdo de cetamina, utilizando um N de 12 ratos (6mega 3, veiculo,
cetamina e salina).

A esquiva inibitoria consiste em uma caixa de acrilico na qual o
piso é formado por barras paralelas de metal. Uma plataforma encontra-
se fixada junto a parede esquerda do aparelho (Quevedo et al., 1997;
Roesler et al., 2003). Na sessdo de treino, os animais foram colocados
sobre a plataforma e mediu-se o tempo que os ratos levaram para descer
com as quatro patas deste local. Imediatamente ap6s descer da
plataforma, o animal recebeu um choque de 0,4 mA durante 2 segundos.
O treino, denominado laténcia, caracteriza-se por ser um parametro
classico de retencdo de memoria.

Na sessdo de teste, o animal foi novamente colocado na
plataforma e o tempo que este levou para descer (laténcia) foi
cronometrado, entretanto, ndo foi administrado o choque. Os intervalos
entre o treino e o teste foram mensurados imediatamente apds o treino e
avaliou-se, assim, a meméria imediata. Uma hora e meia ap6s o treino
mediu-se a memoria de curta duracdo (Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua
et al., 2003) e 24 horas ap6s a memdria de longa duracdo (Bevilaqua et
al., 2003).

3.5 ANALISES BIOQUIMICAS

As anélises bioquimicas, mais precisamente, 0s niveis sericos de
BDNF e a expressdo em RNAm para BDNF em estruturas cerebrais de
ratos Wistar, foram avaliadas em um N de 5 animais por grupo (6mega
3, veiculo, cetamina e salina)

3.5.1 Preparagéo das amostras

Ap6s a morte dos animais por decapitacdo, o cortex pré-frontal,
hipocampo e corpo estriado foram removidos. Um hemisfério foi
congelado a -80°C para subsequente andlise bioquimica. Estes foram
homogeneizados em solu¢do de tampéo fosfato, PBS (fornecidos pela
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LABORCLIN, Brasil) com cocktail de inibidor de protease (Sigma-
Aldrich, EUA) e centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos. O
sobrenadante foi separado para 0S ensaios.
O outro hemisfério foi armazenado em RNAlater ® (Sigma-Aldrich,
EUA) para extracdo do RNA e analise da expresséo genica.

3.5.2 BDNF medicéo

O sobrenadante diluido 1:3 com tampdo fosfato (PBS) foi
incubado em placas de 96 pocos ja sensibilizadas com anticorpo anti-
BDNF humano, juntamente com a curva padrdo de BDNF por 24 horas.
As placas foram, entdo, lavadas com tampédo de lavagem seguida pela
adicdo de anticorpo monoclonal anti-BDNF humano biotinilado e
incubado por 3 horas a temperatura ambiente. Apds uma segunda
lavagem, streptavidina conjugada a HRP (horseradish peroxidase) foi
adicionada em cada pogo e as placas incubadas a temperatura ambiente
por 1h. Apo6s a adicdo do substrato e solucdo para interromper a reacéo,
a quantidade de BDNF foi determinada por absorbancia a 450nm. A
curva padrdo representa uma relacdo direta entre a densidade dptica
(OD) e a concentracdo de BDNF. A dosagem de proteinas totais foi
realizada através do método de Lowry utilizando albumina sérica bovina
como padrao.

3.5.3 Expresséo génica de RNAm para BDNF
3.5.3.1.Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi isolado a partir de estruturas cerebrais submersas
em RNAlater (Sigma-Aldrich, EUA) utilizando reagente de TRI ®
(Sigma-Aldrich, EUA) conforme instrucoes do fabricante. A quantidade
e pureza foram avaliados por espectrofotometria (NanoDrop ™ 1000,
Thermo Scientific, EUA) e o RNA total foi convertido para cDNA
utilizando o Kit de alta capacidade de Transcricio Reversa cDNA
(Applied Biosystems, EUA), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Subsequentemente, o cDNA foi mantido a -20°C até ser
utilizado para amplificacdo por PCR.

3.5.3.2. Real-time PCR quantitativo (QPCR)

A expressdo de BDNF foi medida por gPCR usando um ensaio de
TagMan FAM/MGB (Applied Biosystems, Rn01484928 m1 teste ID).
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Os valores de expressdo foram normalizados pela expressdo da beta-
actina e GAPD usando um ensaio para controle endégeno TagMan VIC
/ MGB (Applied Biosystems, 4352340E e 4352335E).

As reacGes foram realizadas em equipamento 7500 Sistema PCR
em Tempo Real (Applied Biosystems, EUA). Os ciclos de programacao
foram de 2 minutos a 50°C e 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de
15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Todas as reagBes foram
realizadas em triplicado. Os niveis de expressdo relativa foram
determinadas pelo método AACT.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da expressdo em RNAm para BDNF foram relatados
como mediana e intervalo interquartil. As comparagdes entre 0s grupos
foram realizadas usando o teste Kruskal-Wallis, tanto para a expressado
em RNAmM para BDNF como para 0s testes comportamentais. As
analises bioguimicas foram avaliadas através do ANOVA seguido pelo
teste de Tukey post hoc e expressas como média £ DP em todas as
comparacdes, considerando p<0,05 para significancia estatistica.
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4 RESULTADOS

O presente estudo avaliou o efeito da suplementagdo de m—3 em
um modelo animal de SZ induzido por cetamina em ratos jovens com o
objetivo de verificar se essa suplementacdo em fase prodrémica previne
as alteracOes causadas pela cetamina.

Nesta pesquisa, no teste campo aberto (figura 2), para os tempos
de 5, 10 e 15 minutos houve aumento da atividade locomotora no grupo
cetamina em relacdo ao grupo controle (p=0,025). Aos 10 minutos de
teste, observou-se que a hiperlocomocgédo induzida pela cetamina foi
prevenida no grupo m—3 mais cetamina (p=0,004) comparado ao grupo
controle, confirmando o papel protetor deste &cido graxo nos sintomas
positivos da SZ.

Para o tempo de 15 minutos, o 4cido graxo ®—3 preveniu a
hiperlocomocao no grupo o—3 mais cetamina (p=0,05), entretanto, ndo
houve diferenca estatistica significativa neste grupo quando comparado
ao controle.

Este estudo mostrou também, através do grupo ®—3 mais
cetamina (p=0,141), que o &cido graxo nao preveniu a hiperlocomogéo
induzida pela cetamina aos 5 minutos do teste em comparac¢do ao grupo
controle.
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Figura 2: Efeito da suplementagdo de m—3 e tratamento com cetamina no teste
campo aberto (open field).
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A cetamina, quando administrada em ratos, induz graves déficits
sociais. Para isso, verificou-se o comportamento de interacdo social
entre 0s animais. A Figura 3 demonstra que 0s ratos tratados com
cetamina ndo apresentaram diferenca na laténcia de inicio do teste
(p=0,333), no entanto, apresentaram menos contatos entre si (p=0,0001),
assim como um menor tempo total de interacdo (p=0,0001) quando
comparados aos animais do grupo controle.

Por outro lado, 0 =3 preveniu o déficit social induzido pela cetamina
grupo ®—3 mais cetamina (p=0,0001), resultado que sugere o efeito
preventivo do —3 nos sintomas negativos da SZ.
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Figura 3: Efeito da suplementacdo de m—3 e tratamento com cetamina no teste
de interacdo social entre os animais.
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Sabe-se que pacientes esquizofrénicos manifestam sérios
prejuizos cognitivos. A administracdo de cetamina em animais é capaz
de causar estes déficits, os quais estdo associados a perda de meméria e
percepcdo do animal.

Neste trabalho observou-se, por meio da esquiva inibitéria (figura
4), que houve prejuizo significativo de memdria imediata, memoria de
curta e longa duracdo no grupo tratado com cetamina (p=0,0015) em
relacdo ao grupo controle. No grupo ®—3 mais cetamina, a memoria
imediata, assim como a de curto e longo prazo foram preservadas,
comprovando a acao preventiva do w—3 nos déficits cognitivos.

Figura 4: Efeito da suplementagdo de ®—3 e tratamento com cetamina no teste
esquiva inibitoria.
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Ja foi comprovado que o BDNF esta envolvido na fisiopatologia de
alguns transtornos psiquiatricos como depressao e esquizofrenia. Com
base nisso, o estudo atual avaliou os niveis de BDNF em soro (Figura 5)
e verificou que estes foram significativamente maiores no grupo o—3
mais cetamina (p=0,017) quando comparado ao controle, grupo o—3 e
grupo cetamina.
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Figura 5: Efeito da suplementacdo de w—3 e tratamento com cetamina nos
niveis de Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF).
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Também foi analisada a expressdo de RNAm para BDNF (Tabela
1) em tecido cerebral e os resultados mostraram que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos nas diferentes regifes cerebrais
avaliadas: cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado.



Tabela 1: Expressdo génica de RNAm para BDNF em tecidos cerebrais.
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Group Prefrontal Hippocampus Striatum
cortex
Median Median
Median Interquartile Interquartile
Interquartile
amplitude amplitude
amplitude
Veiculo + 1.01 1.46 1.31
Saline 0.77 -1.37 0.55-2.19 0.40 -2.33
Veiculo + 1.35 141 0.47
Ketamina 0.83-1.76 1.13-1.80 0.27-2.06
Omega3 + 1.24 1.00 0.80
Saline 1.11-1.87 0.90-1.86 0.46 —1.99
Omega3+Keta 1.15 1.32 1.33
mine 0.84-1.40 0.87-3.01 0.37-2.65
P Value * 0.668 0.063 0.580
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5 DISCUSSAO

A SZ encontra-se entre 0s mais graves e incapacitantes
transtornos psiquiatricos, cujos déficits cognitivos presentes desde a fase
prodromica sdo considerados a principal causa de incapacidade
funcional dos pacientes. Estes prejuizos cognitivos tendem a ser estaveis
ao longo da doenca e resistentes ao tratamento, a despeito dos sintomas
psicoticos, e ndo sdo conseqliéncias da terapéutica com psicofarmacos
ou hospitalizagdes (Keefe & Fenton, 2007). Déficits de atencdo e
memoria estdo entre os dominios cognitivos mais afetados no
transtorno, para os quais os antipsicéticos conhecidos ndo proporcionam
acao terapéutica.

Estd bem documentado que criancas com alto risco de
desenvolver SZ apresentam déficits de atencdo e de memoria verbal
durante a fase prodrémica. Consequentemente, tais criancas
caracterizam-se como fortes candidatas ao posterior desenvolvimento de
psicose na fase jovem adulta (McNamara & Carlson, 2006), fato que
torna relevante o desenvolvimento de estratégias preventivas para
retardar ou minimizar essas manifestacGes neste grupo. Desse modo,
considera-se fundamental a aplicagdo de estratégias terapéuticas
adjuvantes que possam intensificar a acdo dos antipsicoticos e reduzir
seus efeitos colaterais (Arvindakshan et al., 2003).

Pesquisadores por meio de estudos clinicos evidenciaram que 0s
acidos graxos ®—3 podem reduzir os sintomas da SZ por suas
propriedades neuroprotetoras sem, entretanto, apresentar efeitos
adversos clinicamente relevantes (Amminger et al., 2010).

A inexisténcia de estudos experimentais relatando o0s
mecanismos de tratamento com »—3 em um modelo animal de psicose,
segundo Ozyurt et al. (2007), reforcam a necessidade de realizacéo
destas pesquisas, visto que a aplicagdo de testes cognitivos no modelo
animal induzido por cetamina, sabiamente, constitui relevante &rea de
investigacdo da SZ.

No presente estudo, os resultados apontam que a administracdo
sub-cronica de uma dose sub-anestésica de cetamina em ratos jovens
submetidos a suplementacdo com ®—3 em fase prodrémica induz
prejuizos no desempenho de testes comportamentais referentes a
atividade locomotora, interacdo social e a diferentes tipos de memoria
(imediata, de curta e longa duracdo). Por conseguinte, a administragcdo
de o3 preservou esses déficits induzidos pela cetamina, confirmando o
papel preventivo deste acido graxo nos prejuizos sociais e cognitivos da
SZ.
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Tais achados corroboram estudos anteriores, 0s quais
mostraram que a administracdo de cetamina afeta negativamente o
desempenho de animais em diferentes testes de memoria através do
blogueio dos receptores NMDA (Imre et al., 2006; Kos et al., 2006;
Pitsikas et al., 2008, Pitsikas & Boultadakis, 2009) e apdiam a hipétese
de que 0 ®—3 possa ser um candidato ideal indicado na prevencdo em
individuos jovens pré-dispostos ao risco de psicose, nos quais 0 uso de
medicamentos antipsicéticos é controverso (Amminger et al., 2010).

Evidéncias indicam que comportamentos de hiperlocomogdo e
estereotipia sdo efeitos caracteristicos da injecdo sistémica aguda de
doses sub-anestésicas de cetamina em roedores (Irifune et al., 1995;
Adams & Moghaddam, 1998; Wang et al., 2006; Razoux et al., 2007).
Neste estudo, no teste campo aberto, para os tempos de 5, 10 e 15
minutos houve aumento da atividade locomotora no grupo cetamina
comparado ao controle. Tais dados reforcam a pesquisa de Ozyurt &
colaboradores (2007), a qual também verificou 0 aumento da atividade
locomotora e das manifestacdes estereotipicas nos animais induzidas
pela administracdo de MK-801, farmaco com acdo semelhante &
cetamina.

O presente estudo verificou no grupo o—3 mais cetamina que a
hiperlocomocéo induzida pela cetamina foi prevenida nos tempos de 10
e 15 minutos. Este dado corrobora com os achados de Moreira et al.
(2010) os quais constataram que camundongos com dieta deficiente em
®—3 apresentaram aumento da atividade locomotora e exploratoria, fato
que foi diretamente relacionado ao menor contelido de DHA no cértex
frontal.

Outro estudo com achados consistentes com 0S nOSSOS
resultados também utilizou um modelo animal de deficiéncia de ®—3
testando a atividade locomotora por 5 dias consecutivos. Os autores
observaram que 0 grupo com dieta deficiente revelou um ligeiro
aumento na locomogdo em dias sucessivos, caracteristica oposta
manifestada pelos ratos com alimentacdo adequada em »—3 (Moriguchi
et al., 2000).

A presente pesquisa mostrou por meio do grupo -3 mais
cetamina, que 0 o—3 ndo preveniu a hiperlocomogdo induzida pela
cetamina aos 5 minutos do teste. Tal resultado pode relacionar-se ao
tempo de habituacdo dos animais nos minutos iniciais do teste ou ao
efeito predominante da cetamina sob 0s ratos nos primeiros minutos da
atividade, uma vez que a droga pode ter interferido na acdo preventiva
do ®—3, predominando sobre o &cido graxo.
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Alteraces nos niveis de atividade locomotora e déficit no
processo de habituacdo estdo correlacionadas ao potencial papel do
contetdo alterado de 4acidos graxos cerebrais durante o
desenvolvimento, em particular, a diminuicdo de DHA, caracteristicas
gue vem sendo observadas tanto na SZ como no Transtorno de Déficit
de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) (Umezawa et al., 1995).

Um possivel mecanismo subjacente a hiperatividade em
animais com dieta deficiente em ®—3 pode ser relacionada a
desregulacdo do sistema dopaminérgico. Ja foi demonstrado que a
deficiéncia cronica de acidos graxos leva a diminuicdo da densidade
dopaminérgica dos receptores D, e ao aumento da densidade dos
receptores 5-HT, serotoninérgicos no cortéx frontal de ratos (Zimmer et
al., 1998). Sugere-se assim que as supostas mudancas observadas no
modelo animal de deficiéncia de ®—3 normalmente estdo associadas a
hipoatividade dopaminérgica das projecbes mesocorticais e a
hiperatividade no sistema mesolimbico, sendo consistentes a disfuncédo
frontolimbica que acredita-se ocorrer tanto na SZ como no TDAH (Byne
etal., 1999).

Além dos sintomas positivos, sabe-se que pacientes
esquizofrénicos comumente manifestam sintomas negativos como
alogia, embotamento afetivo, avolia, anedonia e prejuizos intelectuais,
0s quais comprometem a qualidade de vida e as fungfes gerais destes
individuos. A cetamina, quando administrada em ratos, induz estes
déficits, alterando o comportamento de interacdo social dos animais e,
consequlientemente, mimetizando os sintomas negativos do transtorno.

Esta pesquisa, através do teste de interacdo social, observou que
0s animais tratados com cetamina ndo demonstraram diferenca na
laténcia para o inicio do teste. No entanto, apresentaram menos contatos
entre si, assim como um menor tempo total de interacdo quando
comparados aos animais tratados com salina. Esses resultados estéo,
portanto, em acordo com dados de literatura, confirmando que a
cetamina mimetiza os sintomas negativos da SZ.

Por outro lado, 0 ®—3 preveniu o déficit social induzido pela
cetamina (grupo ®—3 mais cetamina), resultado que sugere o efeito
preventivo do w—3 na SZ. Tais achados corroboram estudos anteriores
sobre a importancia dos &cidos graxos no envolvimento da regulagéo do
estado emocional, bem como nas fungdes cognitivas em animais e
humanos (Fedorova & Salem, 2006).

Pesquisadores observaram uma relacdo direta entre PUFAS,
especialmente DHA, e a escala de sintomas negativos (SANS) na SZ,
evidenciando que o déficit de Acidos graxos estd associado a estas
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manifestacdes (Sethom et al., 2010). Os resultados do estudo mostraram
uma alteracdo no metabolismo de PUFAs em pacientes esquizofrénicos
livres de medicacdo antipsicética, indicando claramente que a
deficiéncia de ®—3 associa-se ao estado psicético, em particular, aos
sintomas negativos. Sendo assim, nossos dados reforgcam achados de
estudos clinicos, nos quais ja foi demonstrado que a suplementacdo com
o—3 resulta em significante melhora das manifestagcdes negativas da SZ,
embora seja menos eficaz nos sintomas positivos (Laugharne et al.,
1996).

Na SZ, presume-se que a hipofuncéo do sistema dopaminérgico
cortical e pré-frontal contribui para os sintomas negativos e declinios
cognitivos no transtorno, enquanto a hiperatividade dopaminérgica
subcortical e limbica ocasiona os sintomas positivos (Abi-Dargham,
2004). Desta forma, uma pesquisa comprovou que a deficiéncia de o—3
estd intimamente relacionada ao prejuizo da neurotransmissdo de
dopamina (Zimmer et al., 2002). Além disso, pesquisadores mostraram
gue os niveis de PUFAs estdo reduzidos na regido orbitofrontal no
cérebro de pacientes esquizofrénicos, fato capaz de explicar a associagéo
entre déficit de w—3 e sintomas negativos (McNamara et al., 2007).

Ozyurt & colaboradores (2007) destacam a possibilidade em se
estudar o efeito protetor do ®—3 nas consequéncias clinicas e
patolégicas da SZ. Ressaltam também, que até o momento, a
suplementacdo com »—3 foi investigada somente em alguns ensaios
clinicos, os quais analisaram o efeito desta administracdo sobre os
sintomas do transtorno. Diante disso, os autores reforcam a necessidade
de mais evidéncias nesta area.

Além dos sintomas positivos e negativos, a SZ também é
caracterizada pelo declinio e comprometimento cognitivo nos individuos
por ela acometidos. A administracdo de cetamina em animais é capaz de
causar déficits cognitivos, os quais estdo associados a perda de meméria
e percepcao do animal. Estudo realizado anteriormente correlacionou os
prejuizos cognitivos com a reducdo dos niveis teciduais de &cidos
graxos, em especial DHA e EPA, confirmando que a suplementacdo
destes &cidos graxos promove melhorias nas fungfes cognitivas (Kidd,
2007).

Com essa perspectiva, 0s resultados do presente estudo, por
meio da esquiva inibitoria, mostraram que a cetamina induziu prejuizo
significativo de memédria imediata, de curta e longa duracdo. Estes dados
estdo em conformidade com o estudo de Enomoto & Floresco (2009)
qgue também demonstrou significativo déficit de memdria imediata,
persistente mesmo apos longo periodo de retirada da droga.
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O ®—3, em contrapartida, preservou o déficit de memoria
imediata, assim como a de curta e longa dura¢do induzido pela
cetamina. Tais achados podem ser comparados ao estudo de Moreira et
al. (2010) no qual a deficiéncia dietética de w—3 levou a amnésia de
curto e longo prazo. Neste contexto, evidencia-se o papel preventivo da
suplementacdo de m—3 nos déficits cognitivos em animais, uma vez que
a deficiéncia comprovadamente gerou perda de memoria.

Os resultados desta pesquisa fortalecem estudos gque associam a
deficiéncia dietética de m—3 e alteragbes comportamentais em roedores.
Estes dados tém sido amplamente analisados, como por exemplo, o
déficit de memdria espacial, que foi revertido através da suplementacédo
de ®—3, confirmando a eficicia deste acido graxo na prevencdo dos
prejuizos cognitivos (Francés et al., 1996; Moriguchi et al., 2000; Xiao
et al., 2006; Fedorova et al., 2007; Chung et al., 2008).

E importante ressaltar que a fisiopatologia da SZ ainda é pouco
compreendida. Este fato, conseqiientemente, reforca a necessidade de
estratégias terapéuticas alternativas que possam previnir e/ou retardar os
sintomas psicoéticos, bem como os déficits cognitivos em individuos de
alto risco. Deste modo, 0 presente estudo mostrou que a suplementacéo
com o—3 foi comprovadamente eficaz na prevencdo das manifestacdes
comportamentais e prejuizos cognitivos, confirmando assim o efeito
protetor dos &cidos graxos w—3 no modelo animal de SZ induzido por
cetamina.

Em relacdo ao BDNF, uma recente metandlise concluiu que os
niveis desta neurotrofina estdo alterados em pacientes esquizofrénicos
(Favalli et al., 2012). Estudo descrito anteriormente evidenciou que 0s
acidos graxos o—3 podem aumentar os niveis de BDNF por estarem
envolvidos na ativacdo de vias metabdlicas (Wu et al., 2004; Balanza-
Martinez et al., 2011). Outra pesquisa revelou também que a cetamina é
capaz de aumentar significativamente os niveis de BDNF no hipocampo
de animais, 30 minutos apds ser administrada, mas ndo 24 horas apos
sua aplicacdo (Autry et al., 2011).

Com base nisso, este estudo verificou que os niveis de BDNF
em soro foram significativamente maiores no grupo w—3 mais cetamina
comparado ao controle, grupo o—3 e grupo cetamina, comprovando que
0 &cido graxo aumentou ainda mais estes niveis. No entanto, tais
achados contrastam dados de literatura (Wu et al., 2004), uma vez que o
®—3 isoladamente ndo aumentou os niveis de BDNF na presente
pesquisa.

Este trabalho também analisou a expressdo de RNAm para
BDNF no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado. Os resultados
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mostraram que ndo houve diferenca significativa entre 0s quatro grupos
analisados nas diferentes regiGes cerebrais. Este achado é consistente ao
estudo de Autry et al. (2011) em que nenhuma alteracdo foi observada
na expressdo de RNAm para BDNF no hipocampo, tanto 30 minutos
como 24 horas ap6s a administracdo de cetamina e MK-801.

Ressalta-se ainda, que o resultado acima pode ser atribuido ao
tempo de suplementacdo com ®—3, periodo que pode ndo ter sido
suficiente para promover alteracdo na expressdo de RNAm para BDNF
em regibes cerebrais.

Além disso, pesquisas demostraram que uma dieta rica em
gordura, acucar e deficiente em PUFAs reduz a expressdo hipocampal
de BDNF em ratos (Molteni et al., 2002). A expressdo reduzida de
BDNF foi observada também no cortéx pré-frontal de pacientes
esquizofrénicos, sugerindo o envolvimento do BDNF na etiologia do
transtorno (Weickert et al., 2003). As evidéncias acima, entretanto,
contrariam os resultados deste estudo, a medida que a suplementacéo
com »—3 ndo aumentou a expressdo de BDNF em nenhuma regido
cerebral analisada. A pesquisa atual reforca ainda mais a necessidade de
estudos relacionando —3 e BDNF, visto que os achados até 0 momento
permanecem ndo muito claros.

A auséncia de diferenga estatistica entre 0s grupos na expressao
de RNAm para BDNF pode ser explicada pela incompatibilidade entre a
distribuicdo da proteina BDNF no soro e no cérebro (Tropea et al.,
2001). Em adicdo a isso, é importante considerar que neste estudo, 0s
tecidos cerebrais foram obtidos logo apdés o término dos testes
comportamentais e 0 soro 24 horas depois dos testes, fatores que podem
ter interferido para estes achados.

Apesar da andlise de estresse oxidativo ndo ter sido aplicada
nesta pesquisa, 0 seu envolvimento na fisiopatologia da SZ tem sido
amplamente descrito e esta presente desde o inicio até as fases mais
tardias do transtorno (Gama et al., 2006; 2008b; Kunz et al., 2008;
Pedrini et al., 2012). Ressalta-se ainda que os niveis séricos de BDNF
parecem ser inversamente relacionados a alguns marcadores de estresse
oxidativo (Kapczinski et al., 2008).

O dano celular oxidativo como rompimento de DNA,
inativacdo protéica, alteracdo da expressdo génica, diminuicdo de
PUFAs na membrana lipidica e geralmente apoptose, contribui para o
crescimento e diferenciagdo anormal dos neurbnios (Mahadik et al.,
2006). O papel cerebral destes &cidos graxos ainda ndo esta
completamente elucidado, mas evidéncias suportam que os PUFAs séo
essenciais ao funcionamento normal do cérebro, como parte da
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membrana celular, facilitando a plasticidade sindptica e melhorando a
funcdo mitocondrial, além de reduzir o estresse oxidativo intracelular
(Gomez-Pinilla, 2008). Estas propriedades cerebrais protetoras estariam,
portanto, envolvidas na prevencdo da SZ em pacientes prodrémicos
(Amminger et al., 2010).

Diante de tudo, o estudo atual comprovou que a administragdo
de ©—3 previne os sintomas positivos, negativos e déficits cognitivos em
um modelo animal de SZ induzido por cetamina na fase prodromica.
Estes resultados estdo em conformidade com o ensaio clinico realizado
por Amminger et al. (2010) em uma populacio UHR para
desenvolvimento da SZ.

Em adicdo, este trabalho de dissertagdo de mestrado sugere a
combinacdo de w—3 aos antioxidantes, principalmente em individuos
UHR para psicose ou nos estagios iniciais do transtorno quando o
cérebro apresenta alto grau de neuroplasticidade, o que pode ser
potencialmente mais eficaz a longo prazo, melhorando o resultado
clinico da SZ (Mahadik et al., 2006).

Se os achados deste recente estudo sdo conseqiiéncia do
aumento dos niveis séricos de BDNF, isso ndo esta claro e merece uma
investigacdo mais aprofundada. No entanto, esta pesquisa fornece
importantes evidéncias para ensaios clinicos maiores na confirmacéo do
uso de o—3 para prevenir a SZ e reforca ainda mais o papel benéfico dos
PUFAs na protec¢do cerebral de individuos em UHR para psicose.
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6 CONCLUSAO

O foco deste estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo de
Omega 3 através de parametros comportamentais e bioguimicos em um
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina.

Desse modo, a presente pesquisa permitiu concluir que a
suplementacdo com »—3 foi comprovadamente eficaz na prevencéo das
manifestacdes comportamentais (sintomas positivos e negativos) e
prejuizos cognitivos, confirmando assim o efeito protetor dos &cidos
graxos ®—3 no modelo animal de SZ induzido por cetamina na fase
prodrémica.

Concluiu-se, ainda, que a administracdo de w—3 elevou 0s niveis
séricos de BDNF. Em contrapartida, os resultados da expressdo de
RNAmM para BDNF no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado
mostraram que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
quatro grupos analisados nas diferentes regides cerebrais.

Diante de tudo, este estudo forneceu evidéncias relevantes para
ensaios clinicos maiores, incentivando o desenvolvimento de novas
pesquisas na confirmacao do uso de ®—3 para prevenir a SZ . Também,
reforgou ainda mais o papel benéfico dos PUFAs na protecéo cerebral
de individuos em UHR para psicose.
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