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RESUMO

A esquizofrenia é um grave transtorno psiquidtrico que acomete em
torno de 1% da populagdio mundial, causando prejuizo social e
econdmico significativo. A fisiopatologia desse transtorno é explicada
por uma defici€ncia nos sistemas de neurotransmissores dopaminérgicos
e glutamatérgicos. Porém, como um ndmero significativo de pacientes
ndo respondem ao tratamento com antipsicéticos, outras vias parecem
estar relacionadas com os aspectos fisiopatologicos deste transtorno.
Evidéncias relatam que a via da quinurenina desempenha um importante
papel no inicio do estresse oxidativo na esquizofrenia. Assim, o objetivo
desse estudo foi utilizar um modelo animal de esquizofrenia induzido
pela cetamina para investigar se inibidores da via da quinurenina
poderiam prevenir alteragdes comportamentais e estresse oxidativo em
cérebro de ratos. Para isso foram utilizados ratos Wistar e a cetamina foi
injetada na dose de 25 mg/kg uma vez por dia por 7 dias. Os inibidores
da triptofano 2,3- dioxigenase (TDO, 20 mg/kg), indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO, 500 mg/kg) e quinurenina-3-monooxigenase (KMO,
100 mg/kg) foram injetados juntamente com cetamina. Os grupos
experimentais  foram: salina+veiculo;  salina+inibidor = TDO;
salina+inibidor IDO; salina+inibidor KMO; cetamina+veiculo;
cetamina+inibidor TDO; cetamina+inibidor IDO; cetamina+inibidor
KMO. Apés a administragdo dos farmacos foi avaliada a atividade
motora em um monitor de atividade e pardmetros de estresse oxidativo
foram analisados no coértex frontal (CF), hipocampo e estriado. A
administragdo de cetamina na dose aumentou a atividade locomotora
dos ratos. Porém, os inibidores das enzimas IDO, KMO e TDO foram
capazes de prevenir as alteracdes comportamentais induzidas pela
cetamina. Além disso, o inibidor da IDO preveniu peroxidacdo lipidica e
diminuiu os niveis de proteina carbonilada em CF, hipocampo e
estriado. O inibidor da IDO também aumentou a atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) no hipocampo e da enzima catalase no CF
e no hipocampo. O inibidor da enzima TDO preveniu dano em lipideo
no estriado e reduziu os niveis de proteina carbonilada no hipocampo e
estriado de ratos submetidos ao modelo animal de esquizofrenia. O
inibidor da TDO aumentou a atividade da SOD no estriado e da CAT no
hipocampo de ratos administrados com cetamina. O inibidor da KMO
nao preveniu o dano em lipideo. Entretanto, o inibidor da KMO
aumentou a atividade da SOD no hipocampo e reduziu os niveis de
proteinas carboniladas e aumentou a atividade da CAT no estriado de
ratos que receberam cetamina. Os resultados desse estudo apontam que






a via da quinurenina pode ser um mecanismo importante pelo qual o
modelo animal de esquizofrenia induzido pela cetamina leva a
alteracdes comportamentais ¢ induz estresse oxidativo no cérebro,
sugerindo-se que a inibi¢do da via da quinurenina poderia ser uma
estratégica para prevenir ou reverter as implicagdes da esquizofrenia.

Palavras-chaves: Quinurenina. Cetamina. Estresse oxidative. Modelo
animal. Esquizofrenia.






ABSTRACT

Schizophrenia is a severe psychiatric disorder that affects about 1% in
the word population, leading to significant social and economic
impairment. The pathophysiology of this disorder is explained by a
deficiency in the dopaminergic and glutamatergic neurotransmitter
systems. However, since a significant number of patients do not respond
to antipsychotic treatment, other pathways appear to be related to the
pathophysiological features of schizophrenia. Evidence has shown that
the kynurenine pathway (KP) plays a role in the onset of oxidative stress
and also in the pathophysiology of schizophrenia. The aim of this study
was to use a pharmacological animal model of schizophrenia induced by
ketamine to investigate if KP inhibitors could protect the brains of rats
from behavioral changes and oxidative stress. For this were used adult
Wistar rats and ketamine was injected at the dose of 25 mg/kg once by 7
days. The KP inhibitors: tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO, 20 mg/kg),
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO, 500 mg/kg) and kynurenine-3-
monooxygenase (KMO, 100 mg/kg) were injected concomitant with
ketamine. The experimental groups were: saline+vehicle; saline+TDO
inhibitor; saline+IDO inhibitor; saline+KMO inhibitor;
ketamine+vehicle; ketamine+TDO inhibitor; ketamine+IDO inhibitor;
ketamine+KMO inhibitor. After drug administration were evaluated
locomotor activity in the monitor of activity and the stress oxidative
parameters were evaluated in the frontal cortex (FC), hippocampus and
striatum. Ketamine increased spontaneous locomotor activity. However,
the inhibitors of TDO, IDO KMO were able to reverse these changes. In
addition, the IDO inhibitor prevented lipid peroxidation, and decreased
the levels of protein carbonyl in the FC, hippocampus and striatum. It
also increased the activity of superoxide dismutase (SOD) in the
hippocampus, as well as increasing the levels of catalase activity in the
PFC and hippocampus. The TDO inhibitor prevented lipid damage in
the striatum and reduced the levels of protein carbonyl in the
hippocampus and striatum. Also, the TDO inhibitor increased the levels
of SOD activity in the striatum and CAT activity in the hippocampus of
ketamine-induced pro-oxidant effects. Lipid damage was not reversed
by the KMO inhibitor. The KMO inhibitor increased the levels of SOD
activity in the hippocampus, and reduced the levels of protein carbonyl
while elevating the levels of CAT activity in the striatum of rats that had
been injected with ketamine. Our findings revealed that the KP pathway






could be a potential mechanism by which a schizophrenia animal model
induced by ketamine could cause interference by producing behavioral
disturbance and inducing oxidative stress in the brain, suggesting that
the inhibition of the KP pathway could be a potential target in treating
schizophrenia.

Key-words: Kynurenine. Ketamine. Oxidative stress. Animal model.
Schizophrenia.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESQUIZOFRENIA

A esquizofrenia é um transtorno psiquidtrico grave com sintomas
que variam desde pensamento e fala desorganizados a alucinacdes,
delirios e disfuncdes cognitivas. Frequentemente os pacientes
apresentam dificuldade em distinguir o que € real do que ndo ¢é real
(Picchioni e Murray, 2007). A esquizofrenia estd associada a disfungdes
sociais ou ocupacionais significativas e reduz a qualidade de vida do
paciente e a capacidade de se envolver em atividades cotidianas. Um
estudo europeu incluindo seis paises descobriu que mais de 80% dos
adultos com esquizofrenia apresentavam problemas persistentes
relacionados a interagdo social, embora nem todos fossem graves
(NCCMH, 2014). A taxa de mortalidade para individuos com
esquizofrenia € 2-3 vezes maior do que na populacdo em geral (Auquier
et al., 2006; Saha et al, 2007). Além do nimero de Obitos diretamente
atribuidos & esquizofrenia, hd uma série de pessoas que cometem
suicidio como resultado da doenga (Nakamura e Mahlich, 2017). O
suicidio é a maior causa de morte em individuos esquizofrénicos. Um
estudo prospectivo demonstrou que 40% do individuos com
esquizofrenia relataram ideacdo suicida, 23% relataram tentativas de
suicidio e 6,4% morreram de suicidio (Healy et al., 2012).

Além da taxa de morbidade e mortalidade associada a
esquizofrenia, os custos de saide e assisténcia social, incluindo custos
diretos e indiretos por perda de produtividade, sdo substanciais para a
doenca. A Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) estimou que os custos
diretos da esquizofrenia nos paises ocidentais variam de 1,6% a 2,6% do
total de gastos com cuidados de saide, que por sua vez representam
entre 7% e 12% do produto nacional bruto (PNB) (Barbato, 1998). Os
custos totais de cuidados para individuos com esquizofrenia no Reino
Unido totalizam 16,7 bilhdes de euros por ano, enquanto que para a
Europa estes valores chegam a 93,9 bilhdes de euros (Gustavsson et al.,
2011; Ekman et al., 2013). Estima-se que custe ao sistema de saide dos
EUA mais de $ 60 bilhdes por ano (McEvoy, 2007). No Brasil, o custo
direto total da esquizofrenia para o setor publico, no Estado de Sio
Paulo, em 1998, foi de R$ 222 milhdes. A internagio representa a maior
parte dos custos diretos (48,7% de internacdes tempordrias e 30,5% de
internagdes permanentes) (Mari e Leitdo, 2000; Leitdo et al, 2006).
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A prevaléncia mundial de esquizofrenia estimada € de 1,1% da
populagdo com mais de 18 anos, ou seja, aproximadamente 26 milhdes
de pessoas. Afeta homens e mulheres de todos os grupos
socioecondmicos e causa imensa perda de qualidade de vida (Picchioni
e Murray, 2007; Eaton et al., 2008; Van Os e Kapur, 2009). Estudo
epidemiolégico realizado no Brasil origina estimativas de incidéncia e
prevaléncia compativeis com as observadas em outros paises (Mari e
Leitdo, 2000). A esquizofrenia estd entre as 10 principais causas de anos
de vida perdidos ajustados por incapacidade (DALYs) em todo o mundo
(Collins et al., 2011).

Virios fatores de risco estdo relacionados ao desenvolvimento da
esquizofrenia, tais como complicacdes pré-natais e perinatais, idade
paterna avancgada, género masculino, viver em ambiente urbano, abuso
de drogas (especialmente Cannabis, anfetaminas, metanfetamina e
cocaina) e exposi¢do ao estresse (abuso fisico, abuso sexual, maus-tratos
e bullying) (Kahn et al., 2015). Como em outros transtornos mentais
complexos, presume-se que o desenvolvimento da esquizofrenia estd
associado a interagdes complexas entre vdrios fatores de risco genéticos,
fatores ambientais e exposicdo a experiéncias traumdticas precoces.
Estes fatores em conjunto modulam ou influenciam as mudangas
duradouras do desenvolvimento neuroldgico nos circuitos e vias neurais
do sistema nervoso central (SNC) e alteram sua homeostase. Quando
esses fatores superarem mecanismos de defesa resilientes, a
esquizofrenia se desenvolverd em individuos vulnerdveis. Portanto, a
predisposi¢do genética de acordo com estimulos ambientais negativos
pode desencadear o desenvolvimento da esquizofrenia. Por outro lado,
sem estimulos ambientais adversos, a predisposi¢do genética por si s6
nio é responsdvel pelo desenvolvimento da doenga (Halldorsdottir e
Binder, 2017).

Os sinais e sintomas da esquizofrenia sdo complexos e diversos, e
comumente divididos em trés grupos (Green, 1996). Os sintomas
positivos incluem alucinagdes (auditivas e visuais), delirios (geralmente
de natureza paranoica), comportamento estranho, pensamento
desordenado e fala desorganizada. Os sintomas negativos incluem
alogia, avolia, apatia, anedonia, comportamento emocional violento e
embotamento afetivo. Pacientes com esquizofrenia também apresentam
comprometimento em vdrias fun¢des cognitivas, como déficits de
memdria, atencdo e aprendizagem, julgamento e funcdes executivas
(Green et al., 2000; Meyer e Feldon, 2010). Enquanto os sintomas
negativos e positivos estdo presentes durante o final da adolescéncia ou
inicio da idade adulta (Lewis e Lieberman, 2000), os déficits cognitivos
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geralmente aparecem anos antes do diagndstico clinico (Lesh et al.,
2011).

O desenvolvimento do cérebro durante a adolescéncia, momento
em que muitos sintomas de esquizofrenia aparecem ou pioram, &
caracterizado por ajuste fino de sistema de neurotransmissores
excitatorios, inibitérios e monoaminérgicos, estabilizacdo das sinapses
para aumentar a eficiéncia da func¢fo neural e inicio da integracdo entre
amadurecimento tardio e estruturas cerebrais precoces (Keshavan et al.,
2014). Portanto, a predisposi¢io genética e os distirbios ambientais que
levam a alteracdes e desequilibrios no momento desses processos de
desenvolvimento podem aumentar o risco de desenvolver esquizofrenia.
O risco relativo para esquizofrenia € 6-17 vezes maior entre parentes de
primeiro grau e 40 a 50 vezes maior no gémeo monozigdtico de um
irmdo afetado em comparagdo a populacdo em geral (Cardno et al.,
1999).

Os medicamentos antipsiciticos sdo o principal suporte do
tratamento para a esquizofrenia, porém sdo inadequados para um
nimero expressivo de pacientes (Andrews, 2003). Os antipsicéticos
convencionais (tipicos ou de primeira geracdo) sdo antagonistas dos
receptores D2 e inibem a neurotransmissdo dopaminérgica, enquanto
que os agentes atipicos (ou de segunda geracio) causam antagonismo do
receptor de serotonina e dopamina D2 (Meltzer HY, 1999) (Ashcroft et
al., 2002). A maioria dos pacientes interrompe o0s tratamentos
farmacoldgicos devido a efeitos adversos, incluindo efeitos colaterais
extrapiramidais (distonia, acatisia, parkinsonismo, bradicinesia, tremor e
discinesia tardia) induzidos por antipsicéticos tipicos de primeira
geracdo e efeitos colaterais metabdlicos, como ganho de peso, diabetes
tipo II e hiperlipidose, induzida por antipsicéticos atipicos de segunda
geracdo (Lieberman, et al., 2005; Meltzer, 2013; Lally e McCabe,
2015). O desenvolvimento de antipsicticos de segunda geracdo
produziu alguns avancos em termos de eficicia, com melhoria modesta
no tratamento de sintomas negativos e na tolerabilidade aos efeitos
colaterais extrapiramidais. No entanto, nenhum antipsicético exibe
efeitos robustos sobre os déficits cognitivos ou comportamento social
prejudicado que sdo componentes importantes deste transtorno (Balu,
2016) (Mailman e Murthy, 2010). Estudos que comparam a eficdcia de
antipsicOticos de primeira gera¢do com a eficdcia de antipsicéticos de
segunda geracdo encontram poucas diferencas na capacidade para
reducdo sintomas positivos (Lieberman et al., 2005).

Apesar dos avangos farmacoldgicos nos ultimos anos, hd uma
discrepancia entre os efeitos (Lieberman et al., 2005) dos medicamentos
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psicotrOpicos e a baixa resposta satisfatéria dos pacientes com
esquizofrenia (Kessler et al., 2005; Insel, 2012). Embora os tratamentos
farmacoldgicos para a esquizofrenia possam aliviar os sintomas
psicéticos, esses farmacos geralmente ndo conduzem a melhorias
substanciais no funcionamento social, cognitivo e ocupacional (Kahn et
al., 2015). Assim, é necessdrio uma melhor compreensdo da
neurobiologia do transtorno para melhorar o uso de farmacos existentes
e possibilitar o desenvolvimento de novos medicamentos.

1.2 NEUROTRANSMISSORES E ESQUIZOFRENIA

Acredita-se que a etiologia da esquizofrenia seja multifatorial, em
que multiplos processos patoldgicos convergem para um conjunto de
sintomas associados. Cada vez mais a esquizofrenia é compreendida
como distirbio do desenvolvimento neurolégico, onde multiplas
alteracdes se acumulam durante periodos criticos do desenvolvimento
do SNC (Riecher et al., 1989; Hafner et al., 1998).

A fisiopatologia da esquizofrenia ainda nio foi completamente
elucidada. Vdrios estudos apontam um desequilibrio no sistema de
neurotransmissores € com isso algumas hipéteses foram levantadas na
tentativa de explicar a neurobiologia deste transtorno. As hipéteses mais
influentes envolvem a dopamina e glutamato. A hipétese dopaminérgica
sugere que a causa da esquizofrenia esta relacionada a hiperatividade da
dopamina, principalmente no receptor D2 no estriado (Laruelle e Abi-
Dargham, 1999; Abi-Dargham et al., 2000). Tal hipétese surgiu a partir
de estudos que evidenciaram que a administracio de anfetamina
aumenta as concentrac¢des extracelulares de dopamina e podem induzir
sintomas psicéticos semelhantes aos observados na esquizofrenia
(Lieberman et al., 1987). Ainda na década de 1970 observou-se que a
eficicia clinica dos farmacos antipsicdticos estava diretamente
relacionada a sua afinidade por receptores de dopamina (Seeman e Lee,
1975; Creese et al., 1976; Seeman et al., 1976).

Apesar das evidéncias de que existe uma anormalidade
dopaminérgica relacionada a esquizofrenia, esta teoria sozinha ndo
explica completamente a fisiopatologia do transtorno. Evidéncias
demonstram que um ter¢co dos individuos com esquizofrenia ndo
respondem aos antipsicéticos (Mortimer et al., 2010), apesar dos altos
niveis de ocupagdo de receptores D2 (Kapur et al., 2000). Além disso,
eles ndo respondem a manipulacdes que depletam dopamina pré-
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sindptica, sugerindo que outras vias de sinalizacio estdo envolvidas com
a causa do transtorno.

Uma vez que o sistema dopaminérgico é modulado pelo
glutamatérgico e este estd envolvido com importantes fungdes, como a
funcdo cognitiva (memodria e aprendizagem) foi postulada a hipdtese
glutamatérgica. Esta hipdtese defende que uma hipofuncdo dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR) estd diretamente relacionada
com a fisiopatologia da esquizofrenia (Coyle, 2006); Moghaddam e
Javitt, 2012).

Os primeiros achados envolvendo os NMDARs demonstraram
que doses subclinicas de fenciclidina e cetamina (antagonistas
NMDAR) poderiam mimetizar sintomas positivos € negativos, bem
como déficits cognitivos em individuos saudaveis (Kemp et al., 1987;
Krystal et al., 1994). Estudo posterior confirmou uma hipofuncdo de
NMDAR em pacientes com esquizofrenia sem tratamento (Pilowsky et
al., 2006). Essas descobertas foram apoiadas por outros estudos em que
o bloqueio de NMDAR por anticorpos autoimunes em encefalite levam
a psicose e déficits cognitivos (Dalmau et al., 2011; Schawrcz et al.,
2012). A inativacdo de NMDAR esta relacionada com hiperatividade de
receptores D2 nas projecdes mesolimbicas e corticais (Howes e Kapur,
2009).

Evidéncias mostram o envolvimento do hipocampo na
esquizofrenia. Estudos de imagem mostram que o hipocampo anterior
(que € funcionalmente equivalente ao hipocampo ventral de roedores) é
hiperativo em individuos com esquizofrenia (Heckers, 2001; Medoff et
al., 2001) e que esta hiperatividade se correlaciona com a presenca de
psicose (Silbersweig et al., 1995). A hiperatividade correlaciona-se com
uma importante hipétese sobre a origem dos sintomas de esquizofrenia
onde estes estariam relacionados com a disfuncdo em interneurénios
GABAérgicos que expressam parvalbumina (PVIs), particularmente
através de hipofun¢do de NMDAR. A hipofun¢io do NMDAR causa
reduc@o na expressdo da PV e regulacdo ascendente de receptores do
acido gama aminobutirico (GABA) em neurdnios piramidais no cértex.
A desinibicio de neurdnios piramidais causa disfun¢do cognitiva e
sintomas negativos, além de estimular liberacio excessiva de dopamina
subcortical causando psicose (Hoftman et al., 2016).

A sinalizagdo glutamatérgica e dopaminérgica mostram-se cada
vez mais entrelacadas, com a sinalizacdo dopaminérgica melhorando a
sinalizacdo de NMDAR, enquanto que esta pode inibir a sinalizagdo
dopaminérgica (Cepeda et al., 2009).
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1.3 O PAPEL DAS QUINURENINAS NA ESQUIZOFRENIA
1.3.1 A Via das Quinureninas

O triptofano € um aminodcido essencial que serve como
precursor tanto para a via serotonina-melanina como para a via da
quinurenina (KYN). A via da serotonina (5-HT) e KYN representam as
principais vias de catabolismo do triptofano sendo que esta dltima é
responsdvel por mais de 95% do metabolismo deste aminodcido
essencial em condi¢des fisioldgicas (Oxenkrug, 2010; Murakami et al.,
2013). Esté cada vez mais claro que em um ambiente de ativacdo imune,
inflamag@o cronica e estresse oxidativo ocorre aumento da transcrigao e
atividade da enzima indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) levando a
ativacdo anormal da via da KYN e diminui¢do concomitante da
atividade serotoninérgica por esgotamento de seu precursor, o triptofano
(Ormstad et al., 2013; Murakami et al., 2013; Anderson e Maes, 2014;
Wang et al., 2015).

Evidéncias demostram que anormalidades na via da KYN estdo
envolvidas na patogénese de uma série de condigdes médicas
caracterizadas pela ativacdo imune e inflamagdo cronica, tais como
sindrome metabdlica (Oxenkrug, 2010), resisténcia a insulina
(Oxenkrug et al., 2013; Oxenkrug, 2013), sindrome do intestino irritdvel
(Schefold et al., 2009) e varios outros transtornos neuropsiquidtricos e
doengas mentais ou neurodegenerativas, tais como depressdo (Maes et
al., 1994; Bonaccorso et al., 2002), esclerose miltipla (Hartai et al.,
2005; Radja et al., 2007; Reus et al., 2015), acidente vascular cerebral
(Mo et al., 2014), Parkinson (Nemeth et al., 2006; Rakoszi et al., 2009;
Kincses e Vecsei, 2010), Doenga de Alzheimer (Baran et al., 1999;
Widner et al., 2000) e esquizofrenia (Barry et al., 2009; Erhardt et al.,
2017) .

A via da KYN inicia com a conversiao do triptofano em KYN
pelas enzimas triptofano dioxigenase (TDO-2), indoleamina-2,3-
dioxigenase-1 (IDO-1) ou indoleamina-2,3-dioxigenase-2 (IDO-2)
(Chen e Guillemin, 2009). Aproximadamente 40% da KYN cerebral é
produzida no SNC, enquanto que 60% ¢ proveniente da periferia
atravessando a barreira hematoencefalica (Gal e Scherman, 1978; Wu et
al., 2013). A KYN, primeiro metabdlito da via da KYN, é um ponto de
ramificacdo. O subsequente metabolismo da KYN ocorre por 3
mecanismos, ou bracos da via (Figura 1) (Schawrcz et al., 2012; Bie et
al, 2016).
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O primeiro brago da via metaboliza a KYN em &4cido quinurénico
(KYNA) através da KYN amitrotransferase (KAT I, II, IIT) (Schawrcz et
al., 2012). O 4cido quinurénico (KYNA), presente no cérebro humano
em altas concentracdes, atua tanto como bloqueador do sitio co-agonista
da glicina do receptor NMDA (Vécsei et al., 1992), como um inibidor
competitivo do receptor nicotinico de acetilcolina a7 (nAchR a7)
(Hilmas et al., 2001).

O segundo brago da via inicia com a conversdo da KYN em 3-
hidroxiquinurenina (3-HK) pela enzima KYN monooxigenase (KMO).
Esta enzima apresenta alta afinidade a KYN quando comparada com
todas as enzimas dos trés bragos da via, indicando que, em condicdes
fisiolégicas, KYN € metabolizada principalmente por este braco (Bender
e McCreanor, 1982; Amaral et al., 2013). Em sua atividade normal a
KMO favorece a produgdo de 4cido quinolinico (QUIN) sobre KYNA
(Amaral et al., 2013). Entretanto, um aumento nos niveis de KYN
conduzem a saturacdo da enzima KMO levando a um aumento da
sintese de KYNA por astrécitos (Ishii et al., 1992; Wonodi e Schwarcz,
2010). Uma vez formado, o 3-HK sofre espontaneamente auto-oxidacao,
levando a formacgdo espécies reativas de oxigénio (EROS) (Vazquez et
al., 2000).

No passo seguinte da via, o 3-HK sofre catdlise pela enzima
quiruneninase produzindo 3-hidroxiantranilico (3-HA), ou ainda, pode
ser catalizada pela enzima antralinato 3-monooxigense a d4cido
antranilico (AA). O 3-HA € facilmente auto-oxidado, levando a
formacdo de radicais superdxidos (Fazio et al., 2012). Além disso, pode
provocar apoptose e possivel necrose dos macréfagos (Quagliariello et
al., 1964), e agir como potente inibidor da cadeia de transferéncia de
elétrons (Reyes Ocampo et al., 2014).
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Figura 1 - Via da quinurenina. A via da quinurenina (KYN) inicia com a
conversdo do triptofano em KYN pelas enzimas triptofano dioxigenase (TDO-
2), indoleamina-2,3-dioxigenase-1 (IDO-1) ou indoleamina-2,3-dioxigenase-2
(IDO-2). O primeiro brago da via metaboliza a KYN em dcido quinurénico
(KYNA) através da KYN amitrotransferase (KAT I, II, III). O segundo braco da
via inicia com a conversio da KYN em 3-hidroxiquinurenina (3-HK) pela
enzima KYN monooxigenase (KMO). No passo seguinte da via, o 3-HK sofre
catdlise pela enzima quiruneninase produzindo 3-hidroxiantranilico (3-HA), ou
ainda, pode ser catalizada pela enzima antralinato 3-monooxigense a 4cido
antranilico (AA). O 3-HK também pode ser convertido em 2-amino-3-
carboximuconato semialdeido pela enzima oxigenase acido 3-hidroxiantranirico
(3-HAO) e posteriormente produzir 4cido picolinico (PIC) por agdo da
carboxilase picolinica ou ainda, produzir QUIN com subsequente formagdo de
NAD+ por ciclizagio enzimdtica (adaptado de Bie et al, 2016).

O 3-HK também pode ser transamidado por KAT para produzir
acido xanturénico, com propriedades pr6 e anti-oxidantes (Murakami et
al., 2007). Pode ainda ser convertido em 2-amino-3-carboximuconato
semialdeido pela enzima oxigenase dcido 3-hidroxiantranirico (3-HAO)
e posteriormente produzir dcido picolinico (PIC) por acdo da carboxilase
picolinica ou ainda, produzir QUIN com subsequente formacgdo de
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NAD+ por ciclizacdo enzimdtica (Schawrcz et al., 2012; Bie et al,
2016).

O PIC demonstra ter propriedades neuroprotetoras, entretanto
seus mecanismos ainda ndo foram totalmente elucidados (Guillemin et
al., 2005; Grant et al., 2009; Muller et al., 2011). O QUIN ¢é produzido
por células monociticas ativadas (Guillemin et al., 2005), enquanto que
KYNA ¢ sintetizada por astrécitos (Guillemin et al., 2001). Ambos,
KYNA e QUIN demostram importante relevancia na esquizofrenia em
decorréncia de suas agdes sobre receptores NMDA (Muller et al., 2011).

Os metabdlitos ativos da via da KYN apresentam propriedades
diversas que podem causar efeitos contrastantes em neurdnios. O brago
do metabolismo catabolizado por KMO produz os metabdlitos
neurotoxicos 3-HK, 3-HA e QUIN. QUIN ativa seletivamente
receptores NMDA (Stone e Perkins, 1981) e causa insulto neuronal por
diferentes mecanismos como a estimulagdo neuronal de glutamato,
inibicdo astroglial da recaptagdo de glutamato (Tavares et al., 2002) e
reducdo da atividade da glutamina sintetase (que facilita a producéo de
glutamina a partir de glutamato e amonia) (Ting et al., 2009).
Concentracdes elevadas de glutamato extracelular e ativacdo persistente
de neurdnios excitatdrios causam excitotoxicidade devido ao influxo
aumentado de fons Ca2+ através do complexo de canais idnicos,
levando a disfuncdo mitocondrial, libera¢do de citocromo C, ativagdo de
proteases e caspases, bem como ativacdo de 6xido nitrico sintetase
(NOS) (Perez-De La Cruz et al., 2012). QUIN promove peroxidacio
lipidica de maneira dependente de Ferro II. Além disso, os complexos
QUIN-Ferro produzem EROS apés oxidac¢do. Em cultura de neurdnios e
astrocitos humanos, o tratamento com QUIN resultou em um aumento
dose-dependente na atividade da NOS induzivel e neuronal (iNOS e
nNOS), levando a aumento da toxicidade celular e deplecio de NAD+
(Perez-De La Cruz et al., 2012).

No cérebro, a KYN d4 origem a dois ramos da via da KYN
fisicamente segregados, a producido de 3HK e seus metabdlitos (3HA e
QUIN) em células microgliais e a producdo de KYNA em astrécitos
(Guillemin et al., 2001) (Figura 2). A formacdo excessiva dos
compostos microgliais podem desempenhar papel significativo na
esquizofrenia uma vez que s@o neurotoxinas e geradores de radicais
livres altamente reativos (Dykens et al., 1987; Rios e Santamaria, 1991;
Goldstein et al., 2000; Schwarcz e Pellicciari, 2002). O KYNA derivado
de astrécitos, ao contrdrio, tem propriedades neuroprotetoras pela sua
capacidade de bloquear excitagdo neuronal e eliminar radicais livres
(Schwarcz e Pellicciari, 2002). A reducdo na atividade da KMO
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diminuird o fluxo da via da KYN em direcdo ao QUIN e, portanto, pode
fornecer indiretamente um grau de neuroprotecdo (Schwarcz et al.,
2010). E provivel que o comprometimento da atividade da enzima
KMO na esquizofrenia seja seletivo, possivelmente devido a variacdo na
sequéncia funcional genética de KMO (Aoyama et al, 2006;
Sathyasaikumar et al., 2009).
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Figura 2 - Segregacdo dos dois bracos da via da quinurenina no cérebro. Sob
condigdes fisioldgicas, as enzimas da via quinurenina no cérebro de mamifero
sdo preferencialmente, embora ndo exclusivamente, localizadas em células nao
neuronais. Os dois ramos da via s@o fisicamente segregados no cérebro. Os
astrécitos, que possuem KATs, mas ndo contém KMO e, portanto, ndo podem
produzir 3-HK e KYN, sdo responsdveis pela produgdo de dcido quinurénico
(KYNA). 3-HK e seus principais metabdlitos sdo sintetizados em células
microgliais e outras de origem monocitica. Uma vez sintetizado dentro de
células gliais, acido quinolinico (QUIN) e KYNA sdo prontamente liberados
para o meio extracelular. 3-HANA: &cido 3-hidroxiantranilico, a7nAChR:
receptor de acetilcolina nicotinica o7, TCA: Acido tricarboxilico (adaptado de
Schwarcz et al., 2012).

KYNA possui propriedades antioxidantes devido a sua
capacidade de eliminar radicais livres, como hidroxilas e anions
superéxidos (Lugo-Huitron et al., 2011). Em niveis fisiolégicos,
também atua como um antagonista ndo competitivo de o7nAChR
reduzindo posteriormente a sinalizacdo de acetilcolina, dopamina e
glutamato (Hilmas et al., 2001). Em altas concentra¢des, KYNA é um
antagonista ndo seletivo de receptores NMDA (Perkins e Stone, 1982).
O aumento dos niveis cerebrais de KYNA reduzindo a fun¢do de um ou
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ambos os receptores podem levar a condi¢des hiponicotinérgicas e
hipoglutamatérgicas. Através desta modulacio da sinalizacdo de
glutamato e da atividade antioxidante, provavelmente KYNA pode
neutralizar a neurotoxicidade provocada por QUIN, 3-HK e 3-HA. Em
condi¢gdes fisioldgicas normais, o fluxo relativo dos dois bragos do
metabolismo de KYN deve, portanto, ser rigorosamente regulado para
garantir que a propor¢do destes metabdlitos seja mantida em um nivel
que evite a toxicidade celular (Schawrcz et al., 2012)

Na esquizofrenia, KYNA pode estar envolvida com disfungdes
do cértex pré-frontal. O bloqueio induzido por KYNA em a7nAChR
mostrou redu¢do nos niveis de glutamato extracelular no cortex pré-
frontal (Konradsson-Geuken et al., 2010; Wu et al., 2010). Reducdo nos
niveis cerebrais de KYNA aumentam as concentragdes extracelulares de
glutamato e acetilcolina, indicando que KYNA pode funcionar como um
modulador da neurotransmissdo glutamatérgica e nicotinérgica
(Zmarowski et al., 2009; Konradsson-Geuken et al., 2010; Wu et al.,
2010). A reducdo de KYNA cerebral promove melhorias cognitivas
significativas, que podem ser demonstradas por pardmetros
comportamentais e eletrofisiolgicos (Potter et al., 2010).

Os niveis de KYNA no cortex pré-frontal sdo elevados em
individuos com esquizofrenia (Schwarcz et al., 2001). Um estudo que
avaliou a atividade das enzimas da via da KYN em amostras de cortex
pré-frontal pos-mortem revelou reducdo significativa na atividade
enzimdtica do ramo microglial da via nos individuos com esquizofrenia,
enquanto que a atividade de KAT II permaneceu normal. Individuos
com esquizofrenia apresentaram uma diminui¢do significativa na
atividade de KMO, que n3o foi acompanhada pela diminuicdo da
quinureninase, a préxima enzima da cascata metabdlica. Ao contrério, a
atividade da quinureninase, embora ndo mostrou diferenca significativa,
apresentou tendéncia em maior atividade em pacientes com
esquizofrenia. Observou-se tendéncia para atividade mais baixa de 3-
HAO (Sathyasaikumar et al., 2011). A diminuicdo na atividade 3-HAO
pode afetar o estado redox de neurdnios e células gliais na darea
analisada. Além disso, a reducdo da atividade de 3-HAO se traduz em
diminuicdo na forma¢do de QUIN e pode contribuir com a hipofuncio
dos NMDAR (Sathyasaikumar et al., 2011).

Redug¢do na atividade de KMO eventualmente desencadeia uma
alteracdo no metabolismo cerebral na via da KYN aumentando a
formagdo de KYNA na esquizofrenia. Estudo em animais demonstrou
que tal redirecionamento do metabolismo da via da KYN para melhorar
producao de KYNA nio ocorre no cérebro normal quando a atividade de
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KMO ¢ agudamente reduzida por meios farmacoldgicos. No entanto, a
producdo de KYNA ¢ aumentada quando o experimento € realizado em
tecido cerebral danificado onde as fungdes gliais sdo anormais (Amori et
al., 2009). Esse mecanismo, portanto, também pode ocorrer na
esquizofrenia, no cortex pré-frontal, onde as alteracdes microgliais e
astrocitarias foram descritas (Foster et al., 2006; Steiner et al., 2008).

Especula-se que os astrécitos, células gliais mais abundantes no
SNC, desempenhem um importante papel em neuropatologias, incluindo
a esquizofrenia. Estudo pds-mortem em individuos com esquizofrenia
demonstrou aumento das células astrogliais na substincia cinzenta
periaquedutal (Stevens, 1982). Este aumento pode ser um mecanismo
através do qual a via da KYN ¢ alterada neste transtorno. Os astrécitos
ndo possuem a enzima quinureninase, limitando o metabolismo da KYN
em 3-HK. No entanto, os macréfagos sdo capazes de captar a KYN
produzida por astrdcitos para produzir grandes quantidades de QUIN
(Guillemin et al., 2001). A producido de KYNA no metabolismo da via
da KYN reverte a producdo de QUIN no tecido cerebral em estados de
inflama¢do com ativagdo microglial e infiltracio de macréfagos
(Guillemin et al., 2001).

Em uma discussdo de possiveis interages funcionais entre os
dois ramos da via da KYN no cérebro de individuos com esquizofrenia,
o metabdlito central KYN merece atencdo especial. A andlise pos-
mortem revela que os niveis de KYN estdo elevados no cortex pré-
frontal dos pacientes e este aumento estd correlacionado com os niveis
de KYNA no mesmo tecido (Schwarcz et al., 2001). Esta elevacdo, que
também é observada no liquido cefalorraquidiano (Linderholm et al.,
2010), pode estar diretamente relacionada com a diminui¢do da
atividade de KMO, ou seja, ocorre um acimulo do substrato da enzima.
Além disso, os niveis de KYN no cérebro de pacientes com
esquizofrenia podem ser elevados devido ao aumento da atividade das
enzimas TDO e IDO (Miller et al., 2004). Essas duas enzimas estdo
localizadas preferencialmente em células gliais (Guillemin et al., 2001;
Miller et al., 2004) e a KYN recém produzida é prontamente liberada
para o meio extracelular (Schwarcz et al., 2012).

Independentemente do(s) mecanismo(s) enzimatico(s)
sujacente(s) existem razdes para assumir que o aumento nos niveis de
KYNA observado no cortex pré-frontal desempenha um papel na
fisiopatologia da esquizofrenia (Schwarcz et al., 2001; Erhardt et al.,
2007). Dentro do cortex pré-frontal, a KYNA derivada de astrécitos
controla os niveis de acetilcolina e glutamato (Zmarowski et al., 2009;
Konradsson-Geuken et al., 2010; Wu et al., 2010) por reduzir a



41

atividade dos a7nAChR (Hilmas et al., 2001). O antagonismo do
o7nAChR por KYNA inibe a sinalizacdo glutamatérgica através do
NMDAR. QUIN ¢é um agonista NMDAR que é amplamente considerado
neurotdxico e gliotéxico (Guillemin 2012). No entanto, considerando a
hipétese de hipofungdo dos NMDAR na esquizofrenia, uma deficiéncia
de QUIN pode ser prejudicial nesse contexto. Além de ser um agonista
NMDAR direto, QUIN também pode inibir a captagcdo de glutamato na
vesicula sindptica, interferindo com a sinalizacdo glutamatérgica
(Guillemin 2012). Na esquizofrenia, uma diminui¢do de QUIN e/ou
aumento de KYNA contribuem para a sinalizacdo diminuida dos
NMDAR levando a uma desinibicdo da sinalizacdo dopaminérgica,
contribuindo para a hiperdomaminergia (Hardingham e Do, 2016).

A demonstracdo de deficiéncias distintas no metabolismo da via
da KYN cerebral na esquizofrenia, que também é observada nos
ganglios basais, levanta a hipdtese de que a atuagdo sob uma ou mais
enzimas da via da KYN pode ser direcionada para proporcionar
beneficios clinicos no transtorno.

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E ESQUIZOFRENIA

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre
niveis de substincias pré-oxidantes e antioxidantes que resultam em
dano macromolecular e ativacdo de sinais sensiveis as reacdes de
oxidagdo-redugdo (redox). A manutencao do equilibrio redox no cérebro
¢ desafiadora devido ao seu alto teor de lipidios e a taxa metabdlica,
bem como, a natureza ndo regenerativa dos neurdnios do SNC (Dringen
et al., 2005; Hardingham e Lipton, 2011; Fernandez-Fernandez et al.,
2012). Os sistemas antioxidantes utilizados para neutralizar as EROS e
os danos oxidativos no cérebro funcionam para manter o equilibrio
redox (Dringen et al., 2005; Fernandez-Fernandez et al., 2012).

Os mecanismos de defesa contra o excesso de EROS envolvem a
atividade de antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos. No grupo de
defesas antioxidantes enzimdticas encontram-se as enzimas superoxido
dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), entre
outras. Enquanto que no grupo de antioxidantes ndo-enzimaticos estdao o
acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa
(GSH), carotendides, flavondides e outros (Valko et al., 2007). Em
condi¢des normais, a producdo de EROS € balanceada pelo sistema de
defesa antioxidante no organismo. Entretanto, quando a geracdo de
espécies reativas excede a capacidade das defesas antioxidantes, ocorre
o estresse oxidativo (Droge 2002).
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Evidéncias sugerem que a hipofuncio do NMDAR e
desequilibrio redox estdo mutuamente interligados (Papadia et al., 2008;
Bodhinathan v, 2010; Radonjic et al., 2010; Guidi et al., 2015) (Figura
3).

r Fatores genéticos e ambientais \

Efeitos | Efeitos
celulares circuitos

Hipofungdo
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t
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Figura 3 - Relacdes entre hipofunc¢io do receptor NMDA e estresse oxidativo. A
hipofuncdo do receptor NMDA (NMDAR) desencadeia efeitos celulares
(desregulacdo de genes antioxidantes) e a desinibi¢do de redes corticais,
levando a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) da ativacdo da
NADPH oxidase (NOX). Ambos os eventos t€ém a capacidade de causar estresse
oxidativo e deplecdo de glutationa (GSH), que por sua vez pode reprimir ainda
mais a atividlade NMDAR. As conseqiiéncias do estresse oxidativo e do déficit
de GSH incluem maturacdo comprometida de interneurdnios que expressam
parvalbumina (PVIs) e desequilibrio excitagdo/inibi¢do (E / I) e anormalidades
da substincia branca, que, em conjunto, podem alterar a cognigdo,
comportamento e processamento sensorial na esquizofrenia (adaptado de
Hardingham e Do, 2016).

A hipofungdo do NMDAR desencadeia efeitos celulares
(desregulagdo de genes antioxidantes) e efeitos a nivel de circuitos
(desinibi¢do das redes corticais), levando a geracdo de EROS através da
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ativacio da NADPH oxidase (NOX). Ambos os eventos tém a
capacidade de causar o estresse oxidativo e deplecdo da GSH, que por
sua vez pode reprimir ainda mais a atividade de NMDAR. As
consequéncias do estresse oxidativo e dos déficits de GSH podem
comprometer o desenvolvimento e a maturacdo de interneur6nios que
expressam PVIs, que levam ao desequilibrio de inibi¢do-excita¢do (E/T)
e anormalidades da substincia branca levando alteragdes na cognicdo,
comportamento € processamento sensorial na esquizofrenia. Fatores
externos, como a neuroinflamacio, podem atuar produzindo EROS e
citocinas inflamatdrias, como a interleucina-6 (IL-6). A disfuncio
mitocondrial também pode levar ao estresse oxidativo. Além disso,
fatores ambientais e genéticos t€m a capacidade de influenciar a funcio
do NMDAR, as defesas antioxidantes e a inflamacdo (Hardingham e
Do, 2016).

Uma das abordagens para caracterizar o estresse oxidativo € a
quantificacdo direta de subprodutos advindos do dano aos componentes
celulares, tais como proteinas, lipidios e DNA, provocado pelos radicais
livres. Muitos estudos tém identificado aumento dos produtos da
peroxidacdo lipidica como malondialdeido (MDA) em plaquetas,
eritrocitos, urina e soro/plasma de pacientes com esquizofrenia (Vidovic
et al., 2014; Reyazuddin et al., 2014; Gonzalez-Liencres et al., 2014).
Do mesmo modo, niveis de proteina carbonil, o subproduto do dano
oxidado em proteinas, encontram-se aumentados no plasma e soro de
individuos com esquizofrenia (Boskovic et al., 2013; Massuda et al.,
2013).

Entre os individuos com esquizofrenia a atividade das enzimas
antioxidantes, tais como SOD e CAT, nem sempre sao consistentes.
Essas diferencas podem estar relacionadas a diferentes graus de
severidade dos sintomas clinicos ou a durago do transtorno (Smaga et
al., 2015). Os niveis de CAT foram encontrados diminuidos em
eritrocitos de individuos com esquizofrenia cronica (Ranjekar et al.,
2003; Ben Othmen et al., 2008), bem como em casos de inicio recente,
niao medicados (Raffa et al.,, 2011). Outros estudos relatam CAT
aumentada em eritrécitos (Herken et al., 2001) e niveis inalterados em
neutréfilos e plasma (Srivastava et al., 2001; Miljevic et al., 2010),
sugerindo que os eritrécitos de individuos com esquizofrenia sdo mais
propensos a mostrar diminui¢des, embora o motivo para isso ainda ndo
esta claro.

A SOD é uma enzima neuroprotetora que converte os radicais
superdxido (O2.-), altamente reativos, para o peréxido de hidrogénio
(H202), menos téxicos. Diversos pesquisadores avaliaram os niveis de
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proteina e a atividade enzimdtica da SOD em individuos com
esquizofrenia, porém os resultados foram variados. Estudos semelhantes
descobriram diminui¢do e aumento dos niveis de SOD ou funcio
enzimatica em eritrocitos, neutréfilos e plasma de individuos com
esquizofrenia (Zhang et al., 2009; Padurariu et al., 2010; Raffa el al.,
2012; Zhang et al., 2014; Gonzalez-Liencrez et al., 2014).

Alteragdes do estado redox normal podem ser encontradas em
todos os estdgios da esquizofrenia, sugerindo um papel fundamental
para o estresse oxidativo na etiologia e manutencio do transtorno (Do
et al., 2015; Phensy et al., 2017). O bloqueio farmacolégico de NMDAR
pode interromper os sistemas naturais de defesa antioxidante e induzir
comportamentos semelhantes a esquizofrenia em animais e em seres
humanos sauddveis (Phensy et al., 2017). A administragdo perinatal do
antagonista do NMDAR produzem deficits comportamentais
persistentes em camundongos adultos que mimetizam uma série de
sintomas positivos, negativos e cognitivos que caracterizam a
esquizofrenia. Tanto o tecido periférico, como os neurdnios no SNC de
pacientes com esquizofrenia apresentam estresse oxidativo e niveis
anormais de antioxidantes, as quais fornecem protecdo endégena contra
as EROS (Gawryluk et al., 2011; Do et al., 2015). A desregulacdo das
EROS esta correlacionada com sintomas negativos e déficits cognitivos
do transtorno(Zhang et al., 2012; Rajasekaran et al., 2015).

1.5 MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA

Nos tltimos anos a neurofarmacologia tem utilizado o modelo
animal para o estudo dos transtornos psiquidtricos. Infelizmente na
esquizofrenia, devido a sua complexidade, existe uma multiplicidade de
fatores que ndo podem ser reproduzidos na realidade dos animais.
Embora nenhum modelo animal possa replicar todos os aspectos das
complexidades de distirbios neuropsiquidtriacos humanos, como a
esquizofrenia, estes podem ser desmembrados em endofendtipos mais
simplificados que incorporam os principais dominios dos sintomas (Van
Den Buuse, 2010; Eyles et al., 2012).

Um modelo animal amplamente utilizado na esquizofrenia
envolve a administragcdo repetida ou aguda de cetamina. Trata-se de um
farmaco derivado fenciclidina, clinicamente usada como anestésico
intravenoso e analgésico cronico (Visser e Schug, 2006; Craven, 2007).
A cetamina atua com multiplos mecanismos de acgfo, incluindo o
antagonismo ndo-competitivo do NMDAR do glutamato e como
agonista do receptor de dopamina D2 com uma afinidade ligeiramente
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menor pelos receptores 5-HT2 (Kapur e Seeman, 2002). Sabe-se que o
efeito de substincias psicoativas em individuos, tais como a anfetamina
e os antagonistas dos receptores do tipo NMDA, como a fenicilina e a
cetamina, podem simular sintomas tipo esquizofrenia (Salgado et al.,
2006). Estes farmacos foram capazes de produzir hiperlocomocao,
comportamento estereotipado aumentado, déficits cognitivos e no filtro
sensério-motor, além de perturbagcdes na interacio social em roedores
(Sams-Dodd, 1998). Estas substincias modulam, direta ou
indiretamente, atividade do sistema dopaminérgico, cuja disfuncdo é
relevante na esquizofrenia, como demonstrado pela atenuagio exercida
pelos neurolépticos sobre certas manifestacdes da doenca (Salgado et
al., 2006).

A cetamina também foi usada para restabelecer psicoses
individuais em pacientes com esquizofrenia (Lahti et al. , 1995). Em
linha com esta evidéncia foi demonstrado que a cetamina é capaz de
agravar sintomas negativos em alguns pacientes com esquizofrenia e
aumentar o comprometimento cognitivo (Kemp et al., 1987; Krystal et
al., 1994). Estudo sugere que a fenciclidina (outro antagonista NMDA) e
a cetamina exacerbam sintomas psicOticos em pacientes com
esquizofrenia e induzem sintomas positivos e negativos semelhantes a
este transtorno em individuos sauddveis (Adler et al., 1999).

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). Além disso, os farmacos antipsicéticos utilizados na clinica
revertem as alteracdes comportamentais e fisiopatoldgicas observadas
no modelo animal (validade preditiva) (Becker et al., 2003) e ha
similaridade entre as altera¢des fisiopatologicas em humanos e no
modelo animal (validade de constructo) (Becker e Grecksch, 2004). Os
estudos comprovam que o modelo de cetamina fornece um novo olhar
para ambas as teorias de transmissao glutamatérgica e dopaminérgica da
esquizofrenia (Vollenweider et al., 2000). A cetamina foi eleita neste
estudo para induzir a esquizofrenia pelas propriedades ja descritas e por
causar estresse oxidativo em modelo animal (De Oliveira et al., 2011).

O modelo comportamental utilizado para avaliacdo dos sintomas
de esquizofrenia neste estudo foi a hiperlocomog¢éo farmacologicamente
induzida. Trata-se de um importante indicador dos sintomas positivos
associados a esquizofrenia (Bubenikova-Vakesova et al., 2008; Van Den
Buuse, 2010). Na sua forma mais simples, o conceito de teste para
hiperatividade locomotora baseia-se na premissa de que a atividade
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dopaminérgica em roedores resulta na atividade motora aumentada
(Paulus e Geyer, 1991; Zugno et al., 2014).

1.6 JUSTIFICATIVA

A esquizofrenia é um transtorno mental persistente e grave
caracterizado por fragmentacdo da estrutura bdsica dos processos do
pensamento e da capacidade de resposta emocional do individuo
portador, comprometendo sua vida produtiva. Este transtorno grave
afeta aproximadamente 1% da populacdo em geral, e com impacto
substancial em uma propor¢cdo muito maior da populacdo, incluindo
membros da familia e a sociedade em geral (Van Os e Kapur, 2009). O
transtorno estd associado a mortalidade prematura e reducdo da
expectativa de vida (Healy et al.,, 2012). A expectativa de vida de
pacientes com esquizofrenia é conhecida por 10 a 25 anos menor do que
a populagdo geral (Brown et al., 2000).

O alto custo social e individual da esquizofrenia requer encontrar
estratégias de tratamento, diagndstico e prevengdo mais eficazes. Um
dos obstdculos neste esfor¢o é o conjunto diversificado de etiologias que
compreende a esquizofrenia. Um grande ndmero de evidéncias cresceu
nas ultimas décadas para sugerir que a esquizofrenia € uma sindrome
heterogénea com sintomas e etiologias sobrepostas (Feigenson et al.,
2014).

Apesar de 100 anos de pesquisa, muito sobre esquizofrenia
permanece desconhecido, incluindo sua etiologia e a extensdo de sua
heterogeneidade. Um consenso emergente é que a esquizofrenia é
melhor conceituada como uma categoria, assim como deméncia,
epilepsia, cAncer ou anemia, com multiplas causas e tipos. Embora tenha
havido muitas tentativas de caracterizar a heterogeneidade da
esquizofrenia, poucos levaram a avancos no tratamento e ainda sio
necessdrias melhorias nesse esfor¢o (Corvin et al., 2013).

As evidéncias t€m demonstrado um papel de via da KYN na
fisiopatologia de transtornos neuropsiquidtricos, incluindo depressio e
esquizofrenia (Reus et al., 2015; Wurfel et al., 2017). O equilibrio dos
metabdlitos desta via € essencial para sustentar as fungdes cerebrais
normais (Parasram 2017). De fato, os metabdlitos da via da KYN podem
se tornar fontes do estresse oxidativo, envolvido com a fisiopatologia
deste transtorno (Fraguas et al., 2017; Onaolapo et al., 2017). Em
pacientes com esquizofrenia foram encontrados niveis mais elevados de
MDA, um marcador de peroxidacdo lipidica, bem como niveis
reduzidos de antioxidantes ou marcadores neuroprotetores, incluindo
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GSH e SOD (Gonzalez-Liencres et al., 2014). No modelo animal de
esquizofrenia induzido por cetamina também foi demonstrado um
aumento nos niveis de MDA, enquanto o zinco, um modulador do
NMDAR, reverteu essas mudancgas (Onaolapo et al., 2017).

Com base na hipétese de que as disfungdes da via da KYN e o
estresse oxidativo estdo envolvidos com a fisiopatologia da
esquizofrenia, este estudo foi proposto para investigar se a inibi¢ao de
enzimas da via da KYN, como IDO, TDO e KMO poderiam prevenir o
comportamento tipo esquizofrenia induzido por cetamina e o dano
provocado pelo estresse oxidativo nas dreas cerebrais envolvidas com a
esquizofrenia. A hipdtese deste trabalho é que a inibi¢do das enzimas
IDO, TDO e KMO da via da KYN previnem o comportamento do tipo
esquizofrénico e estresse oxidativo induzido por cetamina.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da inibicdo da via da KYN em parametros
comportamentais e de estresse oxidativo em ratos submetidos ao modelo
animal de esquizofrenia induzido por cetamina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos do tratamento com o inibidor da IDO (D-
IMT), com o inibidor da TDO (alopurinol) e com o inibidor da
KMO (Ro61-8048) na atividade locomotora de ratos
submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por
cetamina;

Avaliar os efeitos do tratamento com o inibidor da IDO (D-
IMT), com o inibidor da TDO (alopurinol) e com o inibidor da
KMO (Ro61-8048) na peroxidacdo lipidica no cértex frontal,
hipocampo e estriado de ratos submetidos ao modelo animal de
esquizofrenia induzido por cetamina;

Avaliar os efeitos do tratamento com o inibidor da IDO (D-
IMT), com o inibidor da TDO (alopurinol) e com o inibidor da
KMO (Ro61-8048) no dano em proteina no cortex frontal,
hipocampo e estriado de ratos submetidos ao modelo animal de
esquizofrenia induzido por cetamina;

Avaliar os efeitos do tratamento com o inibidor da IDO (D-
IMT), com o inibidor da TDO (alopurinol) e com o inibidor da
KMO (Ro061-8048) na atividade da enzima SOD e CAT no
cortex frontal, hipocampo e estriado de ratos submetidos ao
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Animal Welfare
Committee (AWC-14-0097) - Animal Research at UTHealth (ANEXO
A). Todos os experimentos que envolveram a manipulagdo de animais
foram realizados no Departament of Psichiatry and Behavioral Sciences,
Mc Govern Medical School, The University of Texas Health Science
Center at Houston e respeitaram estritamente os principios éticos da
experimentacdo animal.

3.2 ANIMAIS

Para o estudo foram utilizados ratos Wistar adultos machos
pesando entre 250-300 g vindos do laboratério Charles River e mantidos
no biotério do Departament of Psichiatry and Behavioral Sciences, Mc
Govern Medical School, The University of Texas Health Science Center
at Houston. Os animais foram mantidos em ambiente climatizado
(22°C) com um ciclo claro/escuro de 12 horas. Os ratos ficaram alojados
em pares por caixa com comida e dgua ad libitum.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL E TRATAMENTO

Nesse estudo foi utilizado um modelo animal de esquizofrenia
induzido pela administracdo subcronica de cetamina na dose de 25
mg/kg (Cetamina, Hospira, Inc, Illinois, USA). A cetamina foi
administrada uma vez por dia intraperitoneal (i.p.) durante sete dias
consecutivos (Zugno et al., 2014). Nos animais em que foram
administrados a cetamina para induzir o modelo animal de esquizofrenia
também foram utilizados os inibidores da via da KYN com o intuito de
inibir os efeitos induzidos pela cetamina. O inibidor da indolamine 2,3
dioxigenase (IDO), 1-metil-D-triptofano (D-1MT, MW 218.25) foi
administrado por sete dias concomitante com a administracdo de
cetamina. O inibidor D-1MT foi diluido em o6leo de milho e
administrado na dose de 500 mg/kg (3000 mg/m2) por gavagem (Jia et
al., 2007) (para mais detalhes ver Figura 4A). Os animais que foram
injetados com cetamina e D-1MT foram divididos em quatro grupos
experimentais: 1) salina/veiculo; 2) salina/D-1MT; 3) cetamina/veiculo;
4) cetamina/(D-1MT) (Figura 5).
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Figura 4 - Desenho experimental do tratamento com inibidores da IDO, D-IMT
(A), TDO, alopurinol (B) e KMO, Ro61-8048 (C) em ratos Wistar submetidos
ao modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina. A cetamina foi
administrada na dose de 25 mg/kg uma vez dia durante 7 dias (via
intraperironeal (i.p.). D-1MT foi injetado na dose de 500 mg/kg e o alopurinol
foi injetado na dose de 20 mg/kg, ambos uma vez por dia durante 7 dias (via
oral) concomitante com a administracdo de cetamina. O Ro61-8048 foi
administrado na dose de 100 mg/kg em 3 doses, sendo uma no primeiro dia
concomitante com a primeira dose de cetamina, a segunda dose 48 e a terceira
96 horas ap6s a primeira (via oral). Em ambos protocolos apds 30 minutos da
ultima dose da cetamina foi avaliado a atividade motora e apds retirado as
estruturas cerebrais para as andlises de estresse oxidativo.
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O inibidor da enzima triptofano indoleamina 2,3 dioxigenase
(TDO), o alopurinol foi diluido em Tween 80 (0,1%) e administrado por
gavagem na dose de 20 mg/kg (Gibney et al., 2014) por sete dias
concomitante com a administracdo de Cetamina (para mais detalhes ver
Figura 4B). Os animais que receberam cetamina e alopurinol foram
divididos em quatro grupos experimentais: 1) salina/veiculo;
2)salina/alopurinol; 3) cetamina/veiculo; 4) cetamina/alopurinol (Figura
5)

O inibidor da quinurenina 3 monooxigenase (KMO), 3,4-
dimetooxi-N-[4-(3-nitrofeniltiiazol-2-yl] benzenesulfonamida (Ro 61-
8048) foi diluido em Tween 80 (0,1%) e administrado por gavagem na
dose de 100 mg/kg (Urenjak, 2000). O grupo controle recebeu Tween
80. Ro 61-8048 foi injetado concomitante com a primeira dose de
cetamina e 48 e 96 horas apds a primeira administracdo de Cetamina
(para mais detalhes ver Figura 4C.. Os animais injetados com cetamina e
Ro 61-8048 foram divididos em quatro grupos experimentais: 1)
salina/veiculo; 2) salina/Ro 61-8048; 3) cetamina/veiculo; 4)
cetamina/Ro 61-8048 (Figura 5)
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D S00mgikg = Ol Dose 20mgikg = Oral Dosa 100mg/kg - Ora
Vedoulo: Cleo do miho Wedculo: Twasen 80 (0,1%) Velculo: Tween 80 (0.1%)
i el 8l J00T) (Gltsrvery 02 il 2014) Urenjak, 2000
Grupo 1 Grups 1 Grupa 1
Saling + Vloulo Salina + Vigloulo Salina = Vgicuka
Grups 2 Grupe 2 Grupa I
Saling + L-1KT Salina + Alopurir Saling + R 1-B048
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Figura 5 - Representacdo esquemdtica dos grupos experimentais utilizados neste
estudo. (Elaborada pelo autor)
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3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Para avaliar a atividade locomotora foi utilizado o teste do campo
aberto e a distAncia percorrida em centimetro foi monitora por 15
minutos (Zugno et al., 2014) em um monitor de atividades monitorado
por um sistema automatizado instalado na arena (n = 12 por grupo). O
monitor como dimensao de 40 x 60 cm 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 posi¢do exata do rato em movimento
avaliando, dessa forma, o comportamento detalhado do animal. As
informacdes detectadas pelos sensores foram transmitidas para um
computador através de um software.

3.5 AMOSTRAS CEREBRAIS E ANALISES BIOQUIMICAS

Apéds o teste comportamental que ocorreu 30 minutos apés a
dltima injecdo de cetamina, os animais foram mortos por decapitacio e
o cérebro foi removido para a dissec¢cdo do cortex frontal, hipocampo e
estriado de acordo com o atlas histolgico de Paxinos e Watson (1986).
As estruturas cerebrais foram armazenadas em tubos Eppendorf e
colocadas em um freezer com temperatura -80°C para posterior andlise
dos pardmetros de estresse oxidativo (n = 4-5 por grupo).

3.6 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE ESTRESSE
OXIDATIVO

3.6.1 Peroxidacao lipidica

O cértex pré-frontal, o hipocampo e o estriado (10 mg) foram
homogeneizados em gelo em 300 mL do tampdo de MDA lise contendo
3 mL de BHT (100x) e centrifugados a 13.000 x g durante 10 minutos
para remover o material insolivel. Apds, os niveis de peroxidacdo
lipidica foram determinados usando um kit comercial (Sigma-Aldrich,
St Louis MO, EUA) com base na reacdo do malondialdeido (MDA) com
acido tiobarbitirico (TBA), para formar um produto colorimétrico (532
nm) proporcional ao MDA presente.
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3.6.2 Carbonilacao de proteinas

O cértex pré-frontal, o hipocampo e o estriado (20 mg) foram
homogeneizados em gelo em 200 mL de solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) contendo EDTA 1 mM e centrifugado a 10.000 x g
durante 15 minutos a 4°C para remover o material insoldvel. Apés, o
dano da proteina oxidada foi determinado usando um kit comercial
(Sigma-Aldrich, St Louis MO, EUA) com base na derivacdo de grupos
de proteina carbonilada com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), o qual
leva a formacdo de dinitrofenil estdvel, que pode ser detectado
espectrofotometricamente a 375 nm, proporcionalmente aos as proteinas
carboniladas presentes.

3.6.3 Atividade da catalase

O cértex pré-frontal, o hipocampo e o estriado (10 mg) foram
homogeneizados em gelo em 300 mL do fosfato de potdssio 50 mM, pH
7,0, contendo EDTA 1 mM e centrifugados a 10.000 x g durante 15
minutos a 4°C para remover material insolivel. Apds, mediu-se a
atividade da catalase usando-se um kit comercial espectrofotométrico
(Sigma-Aldrich, St Louis MO, EUA). Este método de ensaio baseia-se
na medi¢do do substrato de peréxido de hidrogénio que permanece apds
a acdo da catalase.

3.6.4 Atividade com superéxido dismutase

O cortex pré-frontal, o hipocampo e o estriado (10 mg) foram
homogeneizados em gelo em 300 mL do tampao HEPES 20 mM, pH
7,2, contendo EDTA 1 mM, manitol 210 mM e sacarose 70 mM e
centrifugado a 1.500 x g durante 5 minutos a 4°C para remover o
material insoldvel. Apds, a atividade da SOD foi medida utilizando um
kit comercial colorimétrico (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI,
EUA) em que os radicais superéxido foram gerados por xantina oxidase
e hipoxantina e detectados a 450 nm utilizando sal de tetrazdlio.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da atividade locomotora e dos parametros de
estresse oxidativo estdo expressos como média [ erro. Os dados foram
analisados pela andlise de uma via ANOVA seguido pelo teste post hoc
de Tukey quando apropriado. Os testes foram realizados no programa
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estatistico SPSS versdo 21.0. Foram considerados significativos valores
de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITOS DOS INIBIDORES DA VIA QUINURENINA NA
ATIVIDADE LOCOMOTORA DE RATOS SUBMETIDOS A UM
MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR
CETAMINA.

A administracdo de cetamina por sete dias induziu um aumento na
distancia percorrida, quando comparado com ratos que receberam
solucdo salina. Por outro lado, ratos que foram tratados com inibidores
da via tiveram uma reducdo na distancia percorrida, comparado com o
grupo que recebeu cetamina. Uma diminuicio na atividade locomotora
foi observada em ratos que receberam D-1MT (F (3-56) = 20,256; p <
0,0001; Fig. 4A) e Ro1-8048 (F (3-56) = 43,121; p < 0,0001; Fig. 6C).
Nos ratos que receberam alopurinol (F (3-56) = 32,446; p < 0,0001; Fig.
6B), houve reducio parcial da atividade locomotora.
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Figura 6 - Distancia percorrida em centlmetros (cm) de ratos submetidos a
injecdo de cetamina e tratados com D-1MT (A), distdncia percorrida em
centimetros (cm) de ratos submetidos a injecdo de cetamina e tratados com
alopurinol (B), distincia percorrida em centimetros (cm) de ratos submetidos a
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injecdo de cetamina e tratados com Ro61-8048 (C). * p < 0,05 vs. salina +
veiculo, # p < 0,05 vs. cetamina + veiculo, n=12 por grupo.

4.2 EFEITOS DO INIBIDOR DA IDO, D-1IMT, NOS PARAMETROS
DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CEREBRO DE RATOS
SUBMETIDOS A UM MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA
INDUZIDO POR CETAMINA.

Em ratos que receberam injecdo de cetamina foi encontrado um
aumento nos niveis de MDA no cértex frontal (F (3-15) = 19,861; p <
0,0001; Fig. 7A), hipocampo (F (3-16) = 20,941; p < 0,0001; Fig. 7A) e
estriado (F (3-15) = 17,704; p < 0,0001; Fig. 7A). Porém, o tratamento
com o inibidor da IDO, D-1MT reduziu os niveis de MDA em todas as
regides cerebrais analisadas de ratos que receberam cetamina.

Os niveis de proteina carbonil foram aumentados em ratos que
receberam cetamina no cértex frontal (F (3-16) = 6,075; p = 0,006; Fig.
5B), hipocampo (F (3-15) = 18,005; p < 0,0001; Fig. 7B) e estriado (F
(3-16) = 13,352; p < 0,0001; Fig. 7B). Contudo, o tratamento com D-
IMT, reverteu esses efeitos por reduzirem os niveis de proteina
carbonil.

A atividade da enzima SOD foi reduzida no hipocampo de ratos
submetidos a administracdo de cetamina e o tratamento com D-1IMT
reverteu esse efeito, aumentando a atividade da SOD (F (3-14) = 25,339;
p < 0,0001; Fig. 7C). No cértex frontal (F (3-15) = 1,674; p = 0,215;
Fig. 5C) e no estriado (F (3-16) = 2,915; p = 0,066; Fig. 7C) tanto a
administragdo com cetamina quanto o tratamento com D-1MT nio
alteraram a atividade da SOD.

Em ratos submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido
por cetamina a atividade da CAT foi reduzida no cértex frontal (F (3-16)
= 8,650; p = 0,001; Fig. 7D) e no hipocampo (F (3-16) = 11,118; p <
0,0001; Fig. 7D) e o tratamento com D-1MT foi capaz de reverter essas
alteragdes. No estriado a atividade da catalase ndo alterou pela cetamina
ou D-1MT (F (3-16) = 1,484; p = 0,257; Fig. 5D).
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Figura 7 - Niveis de MDA (A), proteina carbonil (B), atividade da SOD (C), e
atividade da catalase (D) em cortex frontal, hipocampo e estriado de ratos
submetidos a administracdo de cetamina e tratados com D-1MT. Os valores
estdo expressos como média * erro., n=4-5. * p < 0,05 vs. salina + veiculo, # p
< 0,05 vs. cetamina + veiculo.

4.3 EFEITOS DO INIBIDOR DA TDO, ALOPURINOL, NOS
PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CEREBRO DE
RATOS SUBMETIDOS A UM MODELO ANIMAL DE
ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR CETAMINA.

Os niveis de MDA aumentaram no cértex frontal (F (3-15) =
15,950; p < 0,0001; Fig. 8A), hipocampo (F (3-16) = 12,295; p <
0,0001; Fig. 8A) e estriado (F (3-16) = 14,857; p < 0,0001; Fig. 8A) de
ratos que receberam a administracdo de cetamina. O tratamento com
alopurinol reduziu os niveis de MDA no estriado de ratos injetados com
cetamina. Além disso, o alopurinol aumentou os niveis de MDA no
cortex frontal do grupo controle.

Em ratos que receberam administra¢do de cetamina os niveis de
proteina carbonil foram aumentados no cértex frontal (F (3-13) = 8,756;
p = 0,002; Fig. 8B), hipocampo (F (3-16) = 83,857; p < 0,0001; Fig. 8B)
e estriado (F (3-15) = 33,654; p < 0,0001; Fig. 8B). O inibidor da TDO,
alopurinol, reduziu os niveis de proteina carbonil no hipocampo e no
estriado de ratos que receberam cetamina.

Ocorreu uma reducdo na atividade da SOD no hipocampo de
ratos injetados com cetamina (F (3-16) = 4,511; p = 0,018; Fig. 8C) e o
tratamento com alopurinol reverteu essa alteracdo. No estriado o
tratamento com alopurinol aumentou a atividade da SOD do grupo
controle (F (3-16) = 3,646; p = 0,035; Fig. 6C). No cértex frontal nem a
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administragcdo de cetamina nem o tratamento com alopurinol alteraram a
atividade da SOD (F (3-15) = 3,241; p = 0,052; Fig. 8C).

Em ratos submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido
por cetamina foi demonstrado uma diminui¢fo na atividade da CAT no
cortex frontal (F (3-15) = 5,502; p = 0,009; Fig. 8D) e no hipocampo (F
(3-16) = 14,822; p < 0,0001; Fig. 8D). Entretanto, somente no
hipocampo o tratamento com alopurinol reverteu esse efeito. No
estriado a atividade da catalase ndo alterou em nenhum dos grupos (F
(3-16) = 0,833; p = 0,495; Fig. 8D).
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Figura 8 - Niveis de MDA (A), proteina carbonil (B), atividade da SOD (C), e
atividade da catalase (D) em cortex frontal, hipocampo e estriado de ratos
submetidos a administra¢do de cetamina e tratados com alopurinol. Os valores
estdo expressos como média * erro., n=4-5. * p < 0,05 vs. salina + veiculo, # p
< 0,05 vs. cetamina + veiculo.
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4.4 EFEITOS DO INIBIDOR DA KMO, RO61-8048, NOS
PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CEREBRO DE
RATOS SUBMETIDOS A UM MODELO ANIMAL DE
ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR CETAMINA.

Ap6s a administragdo de cetamina no experimento com o inibidor
KMO também foi demonstrado um aumento nos niveis de MDA em
todas as regides estudadas em ratos que foram injetados com cetamina:
cortex frontal (F (3-15) = 21,283; p < 0,0001; Fig. 9A), hipocampo (F
(3-16) = 11,559; p < 0,0001; Fig. 9A) e estriado (F (3-16) = 20,625; p <
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0,0001; Fig. 9A). Entretanto, o tratamento com Ro061-8048 nio
apresentou efeitos nesse parametro.

Os niveis de proteina carbonil também foram aumentados no
cortex frontal (F (3-15) = 13,645; p < 0,0001; Fig. 9B), hipocampo (F
(3-15) = 13,150; p < 0,0001; Fig. 9B) e estriado (F (3-16) = 12,375; p <
0,0001; Fig. 9B) de ratos injetados com cetamina. O tratamento com
R061-8048 diminuiu os niveis de proteina carbonil somente no estriado.

A atividade da SOD reduziu no hipocampo de ratos injetados
com cetamina e o tratamento com Ro61-8048 aumentou a atividade da
SOD (F (3-16) = 6,098; p = 0,006; Fig. 9C). Nem o modelo animal de
esquizofrenia induzido por cetamina ou o tratamento com Ro61-8048
alterou a atividade da SOD no coértex frontal (F (3-13) = 1,235; p =
0,337; Fig. 9C) e estriado (F (3-15) = 0,975; p = 0,430; Fig. 9C).

No cértex frontal e no hipocampo a atividade da CAT foi
reduzida em ratos injetados com cetamina (F (3-16) = 5,393; p = 0,009;
and F (3-15) = 4,536; p = 0,019; Fig. 9D, respectivamente). O
tratamento com Ro61-8048 ndo reverteu essas alteracdes. Porém, o
tratamento com Ro61-8048 aumentou a atividade da CAT no estriado de
ratos que receberam administracio de cetamina (F (3-16) = 5,525; p =
0,008; Fig. 9D).
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estdo expressos como média * erro., n=4-5. * p < 0,05 vs. salina + veiculo, # p
< 0,05 vs. cetamina + veiculo.

Em resumo, este estudo demonstrou que ratos submetidos ao
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina que receberam
inibidores da via da KYN apresentaram reducdo na atividade
locomotora. Os inibidores das enzimas, IDO e TDO foram capazes de
reverter o estresse oxidativo. Porém, o inibidor da enzima KMO, teve
menos eficacia em exercer efeitos antioxidantes. Os resultados obtidos
podem ser visualizados de maneira esquemdtica na figura a seguir
(Figura 10).
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Figura 10 - Resumo esquematico dos resultados obtidos no presente estudo.
Legenda: A\ Houve aumento significativo; W Houve reducio significativa;
ONio houve alteracio.
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5 DISCUSSAO

A esquizofrenia é um transtorno cronico e debilitante e apesar dos
diversos farmacos antipsiciticos para o tratamento dos pacientes, estes
ndo representam melhoras clinicas para grande parte dos pacientes e
muitas vezes causam reagdes adversas (Mortimer et al., 2010). Os
sintomas deste transtorno podem ser explicados por disfuncdes do
sistema dopaminérgico e glutamatérgico (Laruelle e Abi-Dargham,
1999; Howes e Kapur, 2009). A esquizofrenia tem sido também
associada a alteracdes no sistema imune e aumento do estresse
oxidativo. Sabe-se que um estado inflamatério e o aumento de radicais
livres leva a uma ativacdo da via das quinurenina que tem sido reportada
como um dos fatores envolvidos com os processos fisiopatoldgicos da
esquizofrenia (Anderson e Maes, 2013; Morris et al.; 2016). Como o
estresse oxidativo estd envolvido com a esquizofrenia e pode ser
causado por metabdlitos da via quinurenina, inibidores da IDO, TDO e
KMO podem representar um alvo terapéutico vidvel para esquizofrenia
e outras doencas associadas com neuroinflamacio e estresse oxidativo.
A compreensdo detalhada da via da quinurenina, bem como dos
mecanismos que conduzem a ativagdo ou modulacdo de receptores a ela
relacionados pode levar ao desenvolvimento de farmacos mais seletivos
para o tratamento deste transtorno.

Os efeitos dos antagonistas dos receptores NMDA emergem
como um dos modelos centrais para o desenvolvimento de farmacos
para a esquizofrenia (Coyle et al., 2002; Javitt, 2008; Nikiforuk et al.,
2013; Vollenweider e Kometer, 2010). Estudos enfatizam a validade do
modelo animal de esquizofrenia, no d&mbito da hipdtese de hipofungao
do NMDAR, para explicar, além dos sintomas psicéticos positivos, 0s
deficits cognitivos e sintomas negativos (Javitt, 2007; Gouzoulis-
Mayfrank et al., 2005; Anticevic et al., 2015), que tradicionalmente tem
sido o ponto fraco dos modelos anteriores, principalmente de dopamina.
A hiperatividade locomotora é usada como substituto comportamental
para modelar os sintomas psicéticos da esquizofrenia em animais
(Lipska e Weinberger, 2000). A for¢a deste modelo € a simplicidade na
producdo e a possibilidade de testar rapidamente novas intervengdes
farmacoldgicas (Mattei, et al., 2015). Embora o aumento da atividade
locomotora tenha validade de face relativamente baixa e validade de
constructo para psicose, possui boa validade preditiva em relacdo aos
agentes farmacoldgicos. Especificamente, os agentes que aumentam a
atividade locomotora do roedor tendem a ter propriedades
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psicotomiméticas em seres humanos (Swerdlow et al., 2000; Jones et al.,
2011).

O presente estudo demonstrou que ratos submetidos ao modelo
animal de esquizofrenia induzido por cetamina apresentaram um
aumento na atividade locomotora. Além disso, no cérebro de ratos
injetados com cetamina foi encontrado um aumento no estresse
oxidativo, como evidenciado por peroxidacdo lipidica, altos niveis de
proteina carbonilada e diminuicio na atividade das enzimas
antioxidantes, SOD e CAT. Por outro lado, em ratos que receberam
inibidores de enzimas que controlam a via da KYN, houve reducio da
hiperatividade induzida por cetamina. Os inibidores das enzimas, IDO e
TDO foram capazes de reverter o estresse oxidativo. Porém, o inibidor
da enzima KMO, teve menos eficacia em exercer efeitos antioxidantes.

Os resultados encontrados estdo de acordo com achados da
literatura que mostram que a cetamina na dose de 25 mg/kg induz um
aumento na distincia percorrida na avaliacdo da atividade locomotora
(Fraga et al., 2013; Damazio et al., 2017; Réus et al., 2017). Esse foi o
primeiro estudo, a demonstrar uma redu¢do na atividade locomotora,
que € um comportamento representativo de sintoma positivo da
esquizofrenia, em ratos injetados com cetamina e tratados com inibidor
da TDO e KMO. Recentemente, Da Silva Araujo (2017), demonstrou
que o inibidor da IDO (D-1MT), nas doses de 20 e 40mg/kg, diminuiu a
atividade locomotora em ratos submetidos ao modelo animal de
esquizofrenia induzido pela cetamina. Além disso, no mesmo estudo foi
reportado que o tratamento com D-1IMT reverteu alteragoes
comportamentais relacionadas a sintomas negativos da esquizofrenia e
déficits cognitivos. No presente estudo ndo foram avaliados pardmetros
relacionados aos sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia,
podendo ser uma limitacdo desse trabalho. Futuros estudos que avaliem
os efeitos dos inibidores da TDO e da KMO nos sintomas negativos
induzidos pela cetamina poderiam ajudar a esclarecer os aspectos
comportamentais envolvidos com a via da quinurenina.

Estudos da literatura demonstram que a esquizofrenia é
acompanhada de uma ativacdo dos catabdlitos do triptofano induzido
pela enzima IDO que € estimulada por citocinas pré-inflamatérias e
estresse oxidativo, levando entdo a ativagdo da via neurotéxica da KYN
(Anderson e Maes, 2013; Morris et al., 2016; Kanchanatawan et al.,
2017). Em pacientes com esquizofrenia foi encontrado uma associagdo
entre a severidade dos sintomas com déficits periféricos de KYNA e
altos niveis de 3-HK (Szymona et al., 2017). Além disso, Wurfel e
colaboradores (2017) revelaram em seu estudo niveis reduzidos de
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KYNA e da relagdo de KYNA/3-HK e KYNA/QUIN em pacientes com
transtorno esquizoafetivo ou com transtorno do humor bipolar em fases
psicéticas. Em fibroblastos de pacientes com esquizofrenia expostos a
citocinas foi encontrado um aumento da relacio de 3-HK/KYNA
(Johansson et al., 2013). Além disso, niveis elevados de KYNA foram
encontrados previamente em soro, liquido cefalorraquidiano e em tecido
cerebral de pacientes com esquizofrenia (Schwarcz et al., 2001; Nilsson
et al., 2005; Kegel et al., 2014).

Em niveis fisioldgicos KYNA tem propriedades antioxidantes
devido aos seus efeitos como antagonista do [17nAChR (Hilmas, et al.,
2001; Lugo-Huitron et al., 2011). J4 em altas concentragdes, KYNA
atua como antagonista ndo-seletivo do NMDAR (Perkins e Stone,
1982), reduzindo assim a neurotoxicidade do QUIN e da 3-HK. A via da
KYN ¢€ essencial para manter as fungdes cerebrais, uma vez que essa via
¢ importante para manter o balango antioxidante. De fato, um aumento
nos niveis de QUIN aumenta a sinalizacdo glutamatérgica e induz
peroxidacdo lipidica (Bryleva e Brundin, 2017), enquanto que o PIC
antagoniza os efeitos do QUIN, pois atua como quelante de ferro
(Jhamandas et al., 2000). Um estado inflamatério ou com estresse
oxidativo vindo da via da KYN pode levar a alteracbes no sistema
dopaminérgico e glutamatérgico, além de alteragdes cerebrais que
podem levar ao surgimento dos sintomas psicéticos da esquizofrenia
(Plitman et al., 2014; Muller et al., 2015). Por outro lado, a inibi¢do da
via quinurenina pode ser um importante alvo para proteger contra a
ativacdo microglial e atrofia neuronal (O'Farrell et al., 2017).

Em amostra de cortex pré-frontal de pacientes com esquizofrenia
foi encontrado um aumento da expressao da TDO (Miller et al., 2004).
J4 os estudos que relatam o papel da IDO na esquizofrenia sdo
conflitantes. Por exemplo, 0 RNAm para IDO no cértex pré-frontal nao
foi diferente entre individuos com esquizofrenia e controles (Miller et
al., 2004). Porém, em um modelo animal de esquizofrenia induzido por
administracdo intrauterina de endotoxina no 28° dia do periodo
gestacional foi encontrado um aumento da IDO na placenta e no cérebro
fetal (Williams et al., 2017). Também, um outro estudo mostrou que
polimorfismos no gene da IDO sdo associados com a esquizofrenia
(Golimbet et al., 2014). Considerando que os resultados encontrados na
literatura indicam que aumento na TDO e IDO estdo relacionados com a
esquizofrenia, presumiu-se no presente estudo que a inibi¢do destas
enzimas poderia prevenir os efeitos comportamentais e o estresse
oxidativo provocado pelo modelo animal de esquizofrenia induzido pela
cetamina.
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Estudos experimentais e em humanos vém demonstrando que um
aumento no estresse oxidativo desempenha um importante papel na
fisiopatologia da esquizofrenia (Zhang et al., 2012; Reus et al., 2015).
Os resultados do presente estudo demonstraram que ratos submetidos a
administragcdo de cetamina tiveram um aumento dos niveis de MDA, um
marcador de peroxidacdo lipidica, e um aumento nos niveis de proteina
carbonil no cortex frontal, hipocampo e estriado. Além disso, foi
observado uma redugdo na atividade da SOD no hipocampo, e da
atividade da CAT no cértex frontal e no hipocampo. Esses dados estao
de acordo um prévio estudo que mostrou um aumento no dano a lipideos
e proteinas, além de reducdo de enzimas antioxidantes apds a
administragdo de cetamina na dose de 25 mg/kg (Reus et al., 2015). O
dano oxidativo encontrado no presente estudo pode ser associado, pelo
menos em parte, a indu¢do do sintoma positivo induzido pela cetamina.
De fato, em pacientes com esquizofrenia refratdria um aumento de
peroxidagdo lipidica e dano neuronal foi associada com uma piora nos
sintomas (Medina-Hernandez et al., 2007). Além disso, o estresse
oxidativo foi associado ao envelhecimento em pacientes com
esquizofrenia (Okusaga, 2013).

Ha evidéncias de que uma hipofuncdo do NMDAR pode estar
associado ao estresse oxidativo (Hardingham e Do, 2016). O mecanismo
responsdvel por tais efeitos pode estar relacionado a uma diminui¢do
dos interneurdnios PVI, o que levaria a uma ativacio de citocinas pré-
inflamatdrias e a geracdo de radicais livres (Wang et al., 2013). Desse
modo, a inibicdo da via da KYN poderia prevenir o estresse oxidativo
devido a hipofuncdo do receptor NMDA induzido pela cetamina.
Realmente, os achados do presente estudo revelaram que o inibidor da
IDO, o D-1MT, preveniu o aumento dos niveis de MDA e proteinas
carboniladas, enquanto que o inibidor da TDO, o alupurinol, reduziu os
niveis de MDA somente no estriado e a proteinas carboniladas no
hipocampo e no estriado. Essas diferengas podem ser relatadas, pelo
menos em parte, por diferencas na distribuicdo dessas enzimas. A
expressdo da IDO ocorre no cérebro em células microgliais, neurdnios,
astrdcitos e macréfagos (Gonzélez et al., 2017). J4 a expressdo de TDO
ocorre também no cérebro, mas principalmente no figado (Haber et al.,
1993). Recentemente, um estudo demonstrou que a administracio de D-
IMT na dose de 20 mg/kg reduziu os niveis de MDA no estriado, mas
nio no cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos swiss mahos
injetados com cetamina como reportado pelo presente estudo (da Silva
Aratjo et al., 2017). Essas diferencas podem ser associadas pelo tempo
de administra¢@o do inibidor, desde que no presente estudo o D-1MT foi
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administrado concomitante com a cetamina e o outro estudo somente
ap0s a aplicacdo de cetamina (da Silva Aradjo, et al., 2017).

A reagdo da enzima SOD com o radical O2e- resulta na produgéo
de H202 e agua. O H202, por sua vez, é convertido em oxigénio e dgua
pela enzima CAT (Dringen et al., 2005). Assim, uma diminui¢cdo na
atividade da SOD e da CAT, como encontrado em cérebro de ratos
injetados com cetamina, poderia gerar EROs levando a danos em
lipideos e proteinas (Moylan et al., 2014). Isso foi relatado nesse estudo,
sugerindo-se que os inibidores da IDO e da TDO aumentaram a
atividade das enzimas SOD e CAT reduzindo assim EROS e o dano
oxidativo vindo da hipofuncio do NMDAR e da ativagdo da via da
KYN induzida pelo modelo animal de esquizofrenia induzido pela
cetamina. De fato, a enzima IDO pode ser ativada em resposta ao
estresse oxidativo e inflamacdo (Maes, 2012), bem como a ativacio da
IDO pode aumentar 3-HK que eleva ROS levando a um ciclo vicioso. A
IDO usa O2e- para ser reduzida da forma férrica para a ferrosa, mas esse
processo gera mais radical O2e- (Gonzdlez et al., 2017). A enzima TDO
também representa um mecanismo alternativo através da qual a via da
KYN pode ser ativada por estimulacdo imune (Gibney et al., 2014).
Além disso, ha relatos que indicam que a ativagdo da TDO pode ser
estimulada pelo radical O2e- e H202 (Little ¢ Smith, 1979), sugerindo-
se que a inibicdo da IDO e da TDO promovem efeitos antioxidantes
através da inibicdo dos metabdlitos da KYN.

A enzima KMO ¢é encontrada predominantemente em células
microgliais, mas também em menor nivel em neurdnios (Breton et al.,
2000). Esta enzima é muito importante uma vez que faz parte de uma
etapa decisiva na producdo de metabdlitos, tais como o QUIN. O papel
da KMO na esquizofrenia ndo é bem conclusivo. A inibi¢do de KMO é
cada vez mais reconhecida como uma abordagem experimental itil para
desvendar as caracteristicas do metabolismo da via da KYN no cérebro
e na periferia.

Estudo realizado com camundongos nocautes para KMO (Kmo—
/-) demonstrou que a KMO desempenha papel na regulacdo do
metabolismo da via da KYN, com aumento dos niveis de KYN na
periferia e no cérebro dos animais mutantes. Niveis de KYNA e dcido
antranilico, também foram significativamente elevados, sem alteragoes
significativas nas enzimas KATSs e quinureninase, indicando que estas
estdo operando abaixo da saturacdo em condigdes fisiolégicas. Embora
os niveis de 3-HK, foram substancialmente reduzidos no figado, no soro
e no cérebro destes animais, a delecdo especifica da enzima ndo
eliminou totalmente 3-HK nos trés tecidos examinados (Giorgini, et al.,
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2013). O figado de animais mutantes, em particular, continha
considerdvel 3-HK residual (Giorgini, et al., 2013). Outro estudo
realizado por Erhardt e colaboradores (2016) revelou que camundongos
nocautes para a KMO (Kmo-/-) apresentam déficits cognitivos,
interacdo social prejudicada e fendtipo ansioso, além de reducdes
corticais de 3-HK e aumento de KYNA.

Polimorfismos na KMO, bem como uma redugdo na sua
expressdo no cortex pré-frontal foram associados com prejuizos
cognitivos na esquizofrenia (Wonodi et al., 2011; Wonodi et al., 2014).
Além disso, no cortex pré-frontal de individuos com esquizofrenia foi
demonstrado uma diminui¢do da atividade da KMO (Sathyasaikumar et
al., 2011). Porém, Holtze e colaboradores (2011) ndo encontraram
associacdo da KMO com esquizofrenia. Em células microgliais pré-
tratadas com interferon gama (IFNy), que ¢ um mediador inflamatdrio,
foi confirmado um aumento da atividade da KMO (O'Farrell et al.,
2017), enquanto que o pré-tratamento com o inibidor da KMO Ro-
618048 reduziu os efeitos induzidos pelo IFNy nas concentragdes de
triptofano, KYN e 3-HK (O'Farrell, Fagan, Connor, & Harkin, 2017).

A KMO ¢ ativada por citocinas inflamatdrias, mas a presenca de
EROS também parece modular a KMO. Por exemplo, baixas
concentracOes de oxigénio reduzem a atividade da KMO enquanto que
altas concentra¢des aumentam a atividade dessa enzima (Dang e Dale,
2000). Os resultados desse trabalho mostraram que o inibidor da KMO
Ro0-618048 nio reverteu a peroxidacio lipidica induzida pela cetamina e
reduziu os niveis de proteina carbonil somente no estriado. A atividade
da SOD aumentou no hipocampo e a atividade da CAT aumentou no
estriado de ratos tratados com o inibidor da KMO e que receberam
também a cetamina. A esquizofrenia é associada com inflamagdo e
ativacdo microglial (Reus et al., 2015), esses efeitos podem aumentar o
metabolismo da KYN dependente da KMO levando a um acimulo do
QUIN e da 3-HK. Por outro lado, a interrupcdo da atividade dessa
enzima poderia favorecer a producdo de KYNA (Parrott ¢ O'Connor,
2015).

A manutencdo do dano oxidativo apesar na inibi¢do da KMO
pode estar relacionado com a produgdo de metabdlitos toxicos por
outros bracos da via da KYN. Estudo demonstra que a formacgdo de
dcido antranilico € a via secunddria para o catabolismo de quinurenina.
Em cérebro de camundongos nocautes (Kmo -/-) houve uma redugido de
aproximadamente 20% dos niveis de QUIN em comparacio a
camundongos selvagens. A conversdo de dcido antranilico para QUIN é
provavelmente a via dominante podendo representar um mecanismo
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compensatério para formacdo de QUIN quando a atividade de KMO ¢é
comprometida (Giorgini, et al., 2013). Assim, o menor efeito da KMO
contra o estresse oxidativo induzido pela cetamina no presente estudo
poderia estar relacionado com a formacdo de QUIN por diferentes
bracos da via da KYN. O acimulo de metabdlitos neurotéxicos poderia
contribuir para o estresse oxidativo e excitotoxicidade glutamatérgica e
os sintomas positivos de esquizofrenia (Parrott e O'Connor, 2015;
Medina-Hernandez et al., 2007).
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6 CONCLUSAO

Este estudo mostrou os efeitos de inibidores da via da KYN em
alteracdes comportamentais, peroxidagdo lipidica, dano proteico e na
atividade de enzimas antioxidantes em cérebro de ratos submetidos a um
modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina. A administragio
de inibidores da IDO (D-1MT), TDO (alopurinol) e KMO (Ro0-8048)
foram capazes de prevenir de forma total ou parcial Jos sintomas
positivos da esquizofrenia, observado através de reducdo da atividade
locomotora. Estes efeitos comportamentais foram acompanhados de
efeito antioxidante geral, observadas pela reducio dos niveis de MDA e
proteina cabonil, promovido pelos inibidores de IDO e TDO nas
diferentes regides cerebrais analisadas envolvidas com a esquizofrenia.
O inibidor de KMO promoveu reducio dos niveis de proteina carbonil
no estriado e niveis de MDA ndo foram revertidos em nenhuma das
regides cerebrais analisadas. Observou-se aumento na atividade da SOD
e da CAT apds a administracio dos inibidores da IDO, TDO e KMO em
algumas dreas cerebrais analisadas. Inibidores da IDO, TDO e KMO
podem representar um alvo terapéutico vidvel para esquizofrenia e
outras doengas associadas com neuroinflamag@o e estresse oxidativo,
visto que esses inibidores reduziram a atividade locomotora e
promoveram de forma geral um efeito antioxidante em regides cerebrais
envolvidas com a esquizofrenia.
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ANEXO A: PARECER DA COMISSAO ETICA NO USO DE
ANIMAIS

UT HCI é.lt.]:l Anirmal Welfare Commitles

The University of Texas 000 F
Hualth Scisnce Cantar st Houston

APPROVAL — ANIMAL PROTOCOL: NOM-USDA SPECIES July 09, 2014

AWC-14-009T - “Evaluation of behavioral and metabolomics changes induced by
ketamine in an animal model of schizophrenia "

Pl: Joao De Quevedo, MD, PhD

SPECIES: Rat

PAIN CLASSIFICATION: E

NUMBER OF ANIMALS APPROVED: 296
FUMDING AGENCY: Psychiatry/Behavioral Sciences
PROVISIONS: NONE

APPROVED: Designated Member Review

ORIGINAL APPROVAL DATE: 07/09/2014
EXPIRATION DATE: 06/30/2017

e : T
CHAIRPERSON:  Catherine G. Ambrose, Ph. [ 'gulf <o ] dabrose PAD

Approval is given to initiate this protocol for the use of animals, contingent upon compliance with
any other provisions noted above.

REVISIONS REQUIRED BY THE AWC — If the AWC requires that revisions be made fo
proposed animal manipulations in a grant that is covered by this protocol, the Pl must submit
the revisions to the funding agency as soon as the revised protocol/materials have been
approved by the AWC.

CHANGES - Modifications to this protocol must be submitted for review and approval prior to
implementation. Minor changes, e.g9. dosing regimens, methods of euthanasia, anesthesia,
surgery, new personnel, etc. must be submitted on a Change Reguest form available on the
AWCICLAMC website. K changes are extensive, or involve another species, a new Animal
Protocol must be submitted.
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ADVERSE EVENTS/UNANTICIPATED PROBLEMS - It is the responsibility of the P to report
to the veterinarian and the AWC any unexpected outcomes (abnormal phenotypes, increased
toxicity of substance, surgical complications, etc.) that have resulted in jeopardizing the welfare
of the animals in excess of what was explained in the protocol An  Adverse
Event/Unanticipated Problems/Protocol Deviation form is available on the AWCICLAMC
website. Please complete and submit to awc@uth tmic edu.

PROTOCOL DEVIATIONS - It is the responsibility of the Pl to report any unapproved
deviations in the protocol to the AWC as soon as discovered. Such deviations may include;
personnel not approved on proiocol manipulating animals, breeding sfrains that were not
approved on protocol; changing method of anesthesia without approval. Please complete an
Adverse Event/Unanticipated ProblemiProtocol Deviation form available on the AWCICLAMC
website and submit to the awc@uth tmc.edu .

LOCATIONS FOR HOUSINGMANIPULATION - Locations for the housing and manipulation of
animals are contingent upon the health status of the animals, facility bamier level, containment
level, and the availability of space. While appropnate housing of all animals is managed by
CLAMC, housing decisions for the IMM are made in consultation with the IMM Vivarium
Committee. The locaticns for AWC-approved animal manipulations outside of the barrier but
within IMM facility must be endorsed by the IMM Vivarium commitiee since such activiies may
compromise the integrity of the bamier.

GRANT RENEWALSISUBMISSION TQ ANOTHER FUNDING AGENCY — Submit a completed
Change Reguest form and a copy of the grant to the AWC office. Include the first page of the
new grant, the abstract, and the section describing the animal work. All animal work stated in
the grant must be covered by the approved animal protocol.

ANIMAL PROTOCOL REVIEW NUMBER — Animals purchazed with the number listed above
may be used only for the protocol(s) approved under this number.

PERSONMEL TRAINING- It is your responsibility to ensure that all personnel working with
animals are adequately trained. To register individuals for the required training go to Animal
Training website.



