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RESUMO

A Esquizofrenia na Infancia é rara e pouco estudada. O modelo animal
da cetamina estd bem estudado em ratos Wistar machos adultos, mas
ndo em animais prepuberes. Foi administrado cetamina ou salina
1x/dia intraperitoneal nas doses de 5 mg/kg, 15 mg/kg (doses de efeito
antidepressivo em estudos anteriores), 25 mg/kg e 50 mg/kg (doses de
efeito alucindgeno) em ratos Wistar machos e fémeas com idade de 23
dias (12 por grupo) durante 7 dias. Aos 30°, 31° e 32° dias de vida, 0s
animais foram submetidos a Atividade Locomotora, Interagdo Social,
Inibicdo do Sobressalto por Prepulso (PPI) e Esquiva Inibitéria. As
estruturas cerebrais — Cortex Pré-Frontal, hipocampo e estriado foram
dissecadas para analises bioquimicas: atividade dos complexos
mitocondrial da cadeia respiratéria (Complexo I, I, 1I-lII e V),
atividade da Creatina Cinase (CK), Succinato Desidrogenase (SDH) e
Citrato Sintase, e dosagem dos niveis de Hidroxinonenal (HNE), 8-
Isoprostano (8-1SSO) e Glutationa total. A cetamina 5 mg/kg alterou
somente nas fémeas a interacdo social sem efeito em machos. A
cetamina 15mg/kg afetou as fémeas na Atividade Locomotora, PPl e
Esquiva Inibitoria, sem afetar os machos. Cetamina na dose 25 mg/kg
alterou em machos e fémeas a Atividade Locomotora, mas somente nas
fémeas o Contato Social, PPl e a Esquiva Inibitéria. Na dose de
cetamina 50 mg/kg houve alteracdo tanto nos machos como nas fémeas
na Atividade Locomotora e na PPI, mas somente em fémeas na Esquiva
Inibitdria. Em ratos machos, cetamina 5mg/kg aumentou a atividade dos
Complexo IV e diminuiu a atividade da Citrato Sintase no Cortex
Prefrontal, e aumentou o Complexo 1I-111 no hipocampo. Cetamina 15
mg/kg aumentou a atividade dos Complexos I, 1I-111, IV, CK e SDH no
hipocampo. Cetamina 25 mg/kg aumentou a atividade do Complexo | no
estriado, Complexo -1l no hipocampo e CK no Cortex Prefrontal.
Cetamina 50 mg/kg aumentou a atividade do Complexo | no estriado e
Complexo 1I-1I1 no hipocampo. Em fémeas, cetamina 5 mg/kg
aumentou a atividade do Complexo Il no hipocampo, e Complexo IV e
SDH no estriado. Cetamina 25 mg/kg aumentou, em fémeas, a atividade
do Complexo IV e SDH no estriado, e diminuiu no Complexo II-111 no
Cortex Prefrontal. Cetamina 15mg/kg aumentou Complexo Il1-111 e SDH
no estriado. Cetamina 50mg/kg reduziu, no Cértex Prefrontal, os
complexos I, 11, 1I-11l e 1VV. HNE esteve aumentado nas doses de 25
mg/kg e 50mg/kg em machos e fémeas, e aumentado na dose de
15mg/kg em fémeas. 8-ISSO aumentou na dose de 50mg/kg no estriado
em machos, sendo que em fémeas, houve aumento com 15, 25 e






50mg/kg e queda com 5mg/kg. Todas as doses alteraram o metabolismo
energético em machos e fémeas. As doses de cetamina 5mg/kg e
15mg/kg produziram alteragcBes comportamentais e estresse oxidativo
em fémeas, mas ndo em machos. As doses de 25mg/kg e 50mg/kg
produziram alteracdes semelhantes a esquizofrenia em ratos Wistar
prepuberes machos e fémeas. Conclui-se que a cetamina na dose de
25mg/kg e 50mg/kg pode ser utilizada em futuros estudos em ratos
Wistar machos e fémeas sobre esquizofrenia na infancia.

Palavras-chave: Esquizofrenia de inicio da infancia, cetamina, modelo
animal, género, mitocondria, Creatina, Ciclo de Krebs






ABSTRACT

Childhood Onset Schizophrenia is rare and poorly studied. The animal
model of ketamine is well studied in adult male Wistar rats, but not in
prepubertal animals. Ketamine (an anesthetic,c, NMDA receptor
antagonist)  was administrated intraperitoneally, daily, or saline at
doses of 5 mg /kg, 15 mg /kg (doses of antidepressant effect in previous
studies), 25 mg/kg and 50 mg/kg (doses of hallucinogenic effect) in
male and female Wistar rats aged 23 days (12 per group) for 7 days. At
the 30th, 31st and 32nd days of life, the animals were submitted to:
Locomotion Activity, Social Interaction, Prepulse Inhibition (PPI) and
Inhibitory Avoidance. Brain structures - Prefrontal cortex, hippocampus
and striatum were dissected for biochemical analysis: mitochondrial
complexes of the respiratory chain (Complex I, I, -1l and IV),
Creatine Kinase (CK), Succinate Dehydrogenase (SDH ) And Citrate
Synthase, and levels of Hydroxynonenal (HNE), 8-Isoprostane (8-1SSO)
and total Glutathione. Ketamine 5 mg/kg altered only the social
interaction without effect in males. Ketamine 15mg/kg affected females
in Locomotion, PPI and Inhibitory Avoidance, but not males. Ketamine
25 mg/kg changed the Locomotion in males and females, but, only in
females, Social Contact, PPl and Inhibitory Avoidance. At dose of
ketamine 50 mg//kg there was alteration in both males and females in
Locomotion and PPI, but only in females in Inhibitory Avoidance. In
male rats, ketamine 5 mg/kg increased the activity of Complex IV and
decreased the activity of Citrate Synthase in the Prefrontal Cortex, and
increased Complex IlI-I1l in the hippocampus. Ketamine 15 mg / kg
increased the activity of Complex II, II-1ll, IV, CK and SDH in the
hippocampus. Ketamine 25 mg / kg increased the activity of Complex |
in the striatum, Complex II-11l in the hippocampus and CK in the
Prefrontal Cortex. Ketamine 50 mg/kg increased the activity of
Complex 1 in the striatum and Complex II-111 in the hippocampus. In
females, ketamine 5 mg/kg increased Complex Il activity in the
hippocampus, and Complex IV and SDH in the striatum. Ketamine 25
mg /kg increased the activity of Complex IV and SDH in the striatum in

females and decreased in Complex II-111 in Prefrontal Cortex. Ketamine
15mg/kg increased Complex Il-111 and SDH in the striatum. Ketamine
50mg/kg reduced the complexes I, I, II-11l and IV in the Prefrontal

Cortex. HNE was increased in doses of 25mg/kg and 50mg in males and
females, and increased in the dose of 15mg / kg in females. 8-1SSO
increased at a dose of 50mg/kg in the striatum in males, and in females,






there was an increase with 15, 25 and 50mg /kg and a decrease of
5mg/kg. All the doses altered mitochondrial metabolism in males and
females. Doses of 5mg/kg and 15mg/kg produced behavioral alterations
and oxidative stress in females, but not males. Doses of 25mg/kg and
50mg/kg produced schizophrenia-like alterations in both male and
female prepubertal Wistar rats. Conclusion: ketamine 25mg/kg and
50mg/kg may be used in future studies in male and female Wistar rats
on Childhood Onset Schizophrenia.

Keywords: Childhood Onset Schizophrenia, ketamine, animal model,
gender, mitochondria, Creatine, Krebs Cycle






LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 - Alteragdes na formacéo das sinapses na esquizofrenia........ 40
Figura 2- Neurodesenvolvimento e evolucdo do nimero de sinapses..41
Figura 3 - Efeitos da cetamina em ratos Wistar machos, adultos
L0 AYZ=] PSSR 49
Figura 4 - Resultados para Distancia Percorrida (machos e fémeas)....59
Figura 5 - Resultados para Movimentos Estereotipados (machos e
FEIMBAS) ...t b 60
Figura 6 - Resultados para Tempo no Centro (machos e fémeas)......... 61
Figura 7 - Resultados para Tempo nas Bordas (machos e fémeas).......61
Figura 8 - Resultados para Laténcia para Primeiro Contato na Interacdo

Social (Machos € TEMEAS)........cccviviiereece e 62
Figura 9 - Resultados para Namero Total de Contatos na Interacéo
Social (Machos € FEBMEAS)........ccccvivreirii i 63
Figura 10 - Resultados para Tempo Total de Contatos na Interacdo
Social (Machos € TEMEAS)........cccviviiviieire e 63
Figura 11 - Resultados para PPl em ratos machos, intensidades de
B50B, 70 dB € 75 UB......oeiieeee e e 64
Figura 12 - Resultados para Resultados para PPl em ratas fémeas,
intensidades de 650B, 70 dB € 75 dB........ccccoveiiiievcieecie e 65
Figura 13 - Resultados para Esquiva Inibitéria (machos).................... 66
Figura 14 - Resultados para Esquiva Inibitéria (fémeas)...........c......... 67
Figura 15 - Resultados para Atividade do Complexo | (machos e
LT 1CT: ) ST 68
Figura 16 - Resultados para Atividade do Complexo Il (machos e
LT TCT: ) OSSR 69
Figura 17 - Resultados para Atividade do Complexo I1-111 (machos e
TEBMBAS) ... e 70
Figura 18 - Resultados para Atividade do Complexo IV (machos e
FEIMBAS). ..ttt b 72

Figura 19 - Resultados para Atividade da CK (machos e fémeas)........ 73
Figura 20 - Resultados para Atividade da SDH (machos e fémeas).....74
Figura 21 - Resultados para Atividade da Citrato Sintase (machos e
FEIMBAS). ..ttt bbb e 75
Figura 22- Resultados para Peso dos animais (machos e fémeas)........ 76
Figura 23- Resultados para Dosagem de HNE (machos e fémeas).......77
Figura 24- Resultados para Dosagem de 8-ISSO (machos e fémeas)...78
Figura 25 - Resultados para Dosagem de Glutationa Total (machos e
LT L 1CT: ) SRS 79






LISTA DE TABELAS

Tabela 01 -Esquizofrenia na Infancia: proporcdo entre género nos
BSTUADS. ..ttt 38
Tabela 02- Desenho Experimental (experimento 01)..........cccccocevruenn. 52
Tabela 03 - Desenho Experimental (experimento 02)...........c.ccocvveveene. 52






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP - Trifosfato de Adenosina

CK - Creatina Cinase

CID-10 - Décima Classificacdo Internacional de Doencas da
Organizacdo Mundial de Salde

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
Cdc-42- proteina controladora da diviséao celular.

DISC1- (do inglés: Disrupted in Schizophrenia)

DSM-V — Manual de Diagnéstico e Estatistica dos Transtornos Mentais
ErbB4- proteina do receptor tirosina-cinase ligada ao gene ErbB4.
EROS - Espécies Reativas de Oxigénio

ERN - Espécies Reativas de Nitrogénio

HNE- Hidroxinonenal

PPI- Inibigcdo por Pré-Pulso (do inglés Pre-Pulse Inhibition — PPI)
NADH - Nicotinamida-Adenina-Dinucleotidio

NMDA - N-Metil D-Aspartato

NRG1- Neurorregulina 1.

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

PPI - Inibigdo por Pré-Pulso

PSD-95- proteina de membrana associada a guanilato cinase.

QI - Quociente de Inteligéncia

Rac- receptor ligado a proteina G codificado pelo gene RACL.

SDH - Succinato Desidrogenase

SNC - Sistema Nervoso Central

TDAH - Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade

8-1SSO- 8-1soprostano






SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt 35
1.1 ESQUIZOFRENIA: EPIDEMIOLOGIA, DIAGNOSTICO E
TRATAMENTO. ...t e 35
1.2 ESQUIZOFRENIA NA INFANCIA ..o, 37
1.2.1 Diferengas Sexuais e Etarias na Esquizofrenia............c..cc........ 37
1.2.2 Fisiopatologia da esquizofrenia antes e apés a puberdade......39
1.2.3 Dificuldades no diagnéstico diferencial..............cccceceevvnirnnnnen. 42
1.3 DISFUNCAO DO METABOLISMO ENERGETICO NA
ESQUIZOFRENIA.......co ittt 43
1.3.1 Disfunc¢éo Mitocondrial e do Estresse Oxidativo...................... 43
1.3.2 Disfungéo mitocondrial e Esquizofrenia...........c.ccooeoveiinnnne. 44
1.3.3 Creatina Cinase e Esquizofrenia........cc.cccocevevivvinenicninsnennnne 43

1.3.4 Ciclo de Krebs e Esquizofrenia..........cccccoevvviieiincenennciennn, 45
1.4 MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA........ccccooevreiiinnn, 46
2 0BUIETIVOS......cooi ettt 50
2.1 OBIETIVO GERAL.....ct ittt 50
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........oeirieineieiieeiesissiiesississeneisees 50
3 MATERIAIS E METODOS .....cooooviiieieiceeeee e 51
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS, TAMANHO DA AMOSTRA E
ASPECTOS ETICOS......coooeeeeeeieieeteeeeeeeeeeee e sesses s, 51
3.1.2 Modelo animal de esquizofrenia na infancia..........c.cc.ccoeeveene. 51
3.2 TESTES COMPORTAMENTAIS ..ottt 53
3.2.1 Atividade LOCOMOTONaA........cccereiiiirieieseree e 53
3.2.2 INragao SOCIAL.........ccccvriiuiiieieisceie s 53
3.2.3 Inibicdo por Prepulso (PP1).......ccccoveeiiiese e 54
3.2.4 ESQUIVA INIDITOIIA......ccoieicieeece s 55

3.3 ANALISES MOLECULARES........cooosieveeevineeeieeesesesesesnnennes 55
3.3.1 Preparacao das amoStras.........ccevevevereiesieseseseeeese e seesseenas 55
3.3.2 Atividade da Creatina Cinase (CK).........ccoccevvvevveieiiennnesnanns 55
3.3.3 Atividade da Citrato SiNtase..........ccceevrivreieriereinneiene e 56
3.3.4 Atividade da Succinato Desidrogenase (SDH).......c..cccccvvvrnnne. 56
3.3.5 Atividade do Complexo L........cccvovvveiiiicieii e 56

3.3.6 Atividade do Complexo H.........cccoeeiiiinieiie e 56
3.3.7 Atividade dos complexos H-T........cccooiiininiceee 57
3.3.8 Atividade do Complexo IV......c.ccoveieiiiiiiciesseeee e 57

3.3.9 Dosagem de Hidroxinonenal (HNE), 8-1soprostano (8-1SSO) e
GlUtationa ToTAl.......cccoiiiieiet e 57






3.3.9 Determinacao de proteinas........ccccccvverveiesiereeinsieseneseseeesesienens 57

3.4 ANALISE ESTATISTICA.....ooiiirieieeeeiireeiseiesieseesis s 57
A RESULTADOS......ccoci ettt 59
4.1 RESULTADOS DOS TESTES COMPORTAMENTAIS............... 59
4.1.1 Atividade LOCOMOTOTA.........ccooveuiiirieiieerieeeie et 59
4.1.1.1 DistANCia Percorrida..........oeoeireeninieiisiecnesee e 59
I A =T =0 T PR 60
4.1.1.3 TempPO N0 CENTIO......eiuiiiiierieierie ettt 61
4.1.1.4 Tempo NAS BOIGAS........ccccurriririeiiinieine e 61
4.1.2 INteragao SOCIAL..........ccccvvveieieere e 62
4.1.2.1 Tempo de Laténcia para primeiro contato............ccccvverervrcerienns 62
4.1.2.2 NUMEr0 de COoNtatoS. ......ccuevveereeirierieisieneeesie e 63
4.1.2.3 Tempo Total de CONLatOS........ccceverererieiraeeee e sie e 63
4.1.3 Inibicdo da Resposta de Sobressalto por Prepulso (PPI)......... 64
4.1.3. 1 PPI-MACROS. ..ot 64
4.1.3.2 PPI-FEMEAS. ....c.eitiieieti ettt 65
e o [N TAVZ W F T o] 1 o] o T- VO 66
4.1.4.1 Esquiva Inibitoria- Machos..........cccccvireinenienecse e 66
4.1.4.2 Esquiva Inibitoria — FEMEaSs.........ccccevveivieieeinsiiieie e 67
4.1.5 Teste post hoc da ANOVA de Duas Vias (controles)................ 67
4.2 RESULTADOS DOS TESTES BIOQUIMICOS (CADEIA
MITOCONDRIAL)......ciiieiiieieiitetee et 68
4.2.1 Atividade do Complexo L.......cccocvvieviniciniieie e 68
4.2.1.1 Resultados para Atividade do Complexo | no Coértex
Prefrontal...........cooiiiiieiicecee s 68
4212 Resultados para Atividade do Complexo | no
HIPOCAMPO. ...ttt 69
4213 Resultados para Atividade do Complexo | no
ESER00. ... s 69
4.2.2 Atividade do ComplexXo H........cccoeviieiicieiiieiec e 69
4.2.2.1 Resultados para Atividade do Complexo Il no Cortex
PrEfrONtal.......c.o i s 69
4,222 Resultados para Atividade do Complexo Il no
HIPOCAMPO. ...ttt 70
4.2.2.3 Resultados para Atividade do Complexo Il no
ESR00. ... s 70
4.2.3 Atividade do Complexo H-H ... 70
4.2.3.1 Resultados para Atividade do Complexo IlI-1Il no Cortex
PrEfrONtal.......c.o i s 70

4.2.3.2 Resultados para Atividade do Complexo -1l no
HIPOCAMPO. ...ttt sre e 71






4.2.3.3 Resultados para Atividade do Complexo II-1II  no

ESIR00. ... 71

4.2.4 Atividade do Complexo IV ... 72

4241 Atividade do Complexo v no Cortex
PrEfrONtal.. ..o s 72
4242 Resultados para Atividade do Complexo 1V no
[ [T 0T o T 4]0 Lo TSP 72

4.24.3 Resultados para Atividade do Complexo IV no
ESR00. ... s 72
4.2.5 Resultados para Atividade da CK..........cccccvevvveveveevc e, 73
4251 Resultados para a Atividlade da CK no Cortex
PrEfrONtaAl.......cviieecec s 73
4.2.5.2 Resultados para Atividade da CK no Hipocampo...................... 73
4.2.5.3 Resultados para Atividade da CK no Estriado..........cccccvevvrueneae 73
4.2.6 Resultados para Atividade da SDH............cccocvvnvinnniienennn 74
4.2.6.1 Atividade da SDH no Cértex Prefrontal............cccoveeniininninne. 74
4.2.6.2 Resultados para Atividade da SDH no Hipocampo................... 74
4.2.6.3 Resultados para Atividade da SDH no Estriado...........ccccccceuen... 74
4.2.7 Resultados para Atividade da Citrato Sintase............cccccoeevuine 75
4.2.7.1 Resultados para a Citrato Sintase no Cértex Prefrontal............. 75
4.2.7.2 Resultados para Atividade da Citrato Sintase no Hipocampo....75
4.2.7.3 Resultados para Atividade da Citrato Sintase no Estriado......... 75
4.2.8 Resultado para 0 Peso dos animais..........ccoeveevvveieeeenenenennnnns 76
4.3 RESULTADOS DOS TESTES BIOQUIMICOS (ESTRESSE
(0 ), Q157N I V£ ) T TR 77
4.3.1 Resultados para Dosagem de HNE............ccocoovviviviviiieneniennnns 77
4.3.1.1 Resultados para a Dosagem de HNE no Hipocampo................. 77
4.3.1.2 Resultados para a Dosagem de HNE no Estriado..................... 77
4.3.2 Resultados para Dosagem de 8-1SSO.........c..ccocvvevevviivevenenienn, 78
4.3.2.1 Resultados para Dosagem de 8-1ISSO no Hipocampo................ 78
4.3.2.2 Resultados para Dosagem de 8-1SSO no Estriado..................... 78
4.3.3 Resultados para Dosagem de Glutationa Total........................ 79
4.3.3.1 Resultados para Dosagem de Glutationa Total no Hipocampo..79
4.3.3.2 Resultados para Dosagem de Glutationa Total no Estriado.......79
5 DISCUSSAO.........ooiiiiiieiieissie s 80
B CONCLUSAO. ..o 90
REFERENCIAS. ...ttt sssss s 91

ANEXOS ... 106






35

1 INTRODUCAO

1.1 ESQUIZOFRENIA: EPIDEMIOLOGIA, DIAGNOSTICO E
TRATAMENTO

A esquizofrenia é um transtorno mental crénico e incapacitante que
acomete cerca de 1% da populacdo; normalmente, a idade de inicio esta
entre 15 e 30 anos de idade (McGrath et al., 2008). A prevaléncia ¢
maior no sexo masculino, mas também é relevante no sexo feminino.
Estudo de Thorup et al. (2007) mostrou prevaléncia de 1,59% entre
homens e 1,17% entre mulheres. Ao longo do século XX, inimeros
relatos de caso e estudos epidemioldgicos em alguns paises mostraram
gue o transtorno existe também em criancas, em ambos o0s sexos (Bailly
et al., 2004). Apesar de as estatisticas ainda serem escassas na maioria
dos paises, um estudo estimou a incidéncia de esquizofrenia na infancia
em torno de 2,1 em cada 1.000.000 de criancas (Tiffin e Kitchen, 2015).

O diagnostico da esquizofrenia é baseado essencialmente na descricao
dos sintomas, ndo havendo até o momento parametros fisiopatoldgicos
com sensibilidade e especificidade suficientes (Bagdy e Juhasz, 2013).
A esquizofrenia é caracterizada por delirios, alucinac@es, discurso e
comportamentos desorganizados, além de grave déficit nas funcles
mentais, expressdo das emocdes e comportamento. De acordo com o
DSM-V (Manual de Diagnéstico e Estatistica dos Transtornos Mentais),
0s sintomas devem estar presentes durante seis meses e incluir pelo
menos um més de sintomas ativos para se firmar o diagnostico (APA,
2013). J& a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) através da CID-10
(Décima Classificacdo Internacional de Doengas da Organizagdo
Mundial de Salde), classifica os sintomas como: sintomas positivos
(alucinag6es, delirios, agitacdo psicomotora e desconfianca exagerada),
negativos (embotamento afetivo, isolamento social, falta de iniciativa,
falta de prazer, discurso empobrecido) e sintomas desorganizados, tais
como expressdo inapropriada das emocdes e fala incompreensivel
(WHO, 2004).

As alucinagdes consistem em alteracdes da sensopercepgao, estimulos
internos que o paciente vé como parte da realidade. Ja as ideias
delirantes devem ser julgadas de forma criteriosa, pois a rotulacdo de
uma determinada convic¢do como “delirante” depende do contexto
cultural em quem ambos, paciente e examinador, estdo inseridos (APA,
2013). Em geral, o paciente esquizofrénico se distingue nas suas ideias
delirantes pelo seu caréater bizarro e dissociado das normas culturais do
seu meio social, e na sua duragdo, com progndstico em longo prazo pior


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bagdy%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23875948
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do que outros transtornos com manifestacdes psicéticas (Craddock e
Owen, 2010).

As ideias delirantes mais recorrentes sao as de conteldo persecutorio,
podendo ou ndo ser acompanhados alucinagdes auditivas (e mais
raramente visuais). Na primeira crise a cognicdo esta relativamente
preservada, havendo comprometimento progressivo conforme a idade e
com a repeticdo dos surtos (em especial se ndo houver tratamento
adequado) (Craddock e Owen, 2010; Brown, 2011). Uma hip6tese sobre
a génese das alucinacdes diz respeito a producdo de estimulos
internamente pelo cérebro, sendo estes percebidos como externos. Outra
possibilidade seria a interpretacdo errénea de estimulos externos,
podendo explicar tanto as alucinacdes por si mesmas, quanto as ideias
delirantes que delas resultam (Plaze et al., 2011). Os estudos de
neuroimagem funcional e em modelos animais mostram que 0s
pacientes esquizofrénicos tém importantes déficits no processamento
das informagdes do mundo externo fornecidas pelos seus sentidos,
sejam eles a visdo (Kim et al., 2015) ou a audicdo (Junghofer et al.,
2015).

O primeiro surto psicético (muitas vezes necessitando de internacéo)
ocorre tipicamente no final da adolescéncia e inicio da idade adulta. No
entanto, déficits cognitivos e sociais sutis podem estar presentes desde a
infancia (Golembo-Smith et al., 2012). Na maioria dos pacientes o inicio
do transtorno é caracterizado por uma mudanca no perfil social e
afetivo, caracterizando-se por uma mudanca abrupta apds a primeira
crise (Craddock e Owen, 2010; APA, 2013).

Assim como outros transtornos mentais, a esquizofrenia ndo tem cura
conhecida, com o agravante de a vasta maioria dos pacientes nao
alcangar sua independéncia financeira ou muitas vezes serem
dependentes de familiares ou instituicbes para o autocuidado
(Thornicroft et al., 2004; McGrath et al., 2008). E a 14? causa de
incapacidade em todo o mundo, com 16,7 milhGes de pacientes
“moderada e severamente” incapacitados (WHO, 2004; Rossler et al.,
2005), e além disso, um estudo revelou elevada taxa de suicidio, em
torno de 4,9%, muito maior do que na populagdo em geral (Palmer et al.,
2005).

Até o século XX, os pacientes esquizofrénicos viviam, em sua
maioria, separados da sociedade (fossem nas clinicas psiquiatricas ou
isolados por suas familias do convivio social). Sem tratamento, 0s
pacientes eram inicialmente violentos durante os primeiros surtos
psicéticos (devido principalmente as ideias delirantes de perseguicao),
necessitando de contencéo fisica quase continua (Turner, 1989). Apoés a
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terceira década de vida, no entanto, os déficits intelectuais se tornavam
tdo graves e incapacitantes que o transtorno passou a ser considerado um
tipo de “deméncia precoce” (Kraepelin, 1921; Craddock e Owen, 2010).
Nas primeiras décadas do século XX, o Unico tratamento bioldgico
efetivo era a eletroconvulsoterapia (a qual permanece como alternativa)
e outros tratamentos para 0s quais 0 risco-beneficio se revelou
inaceitavel, como a inducdo de febre e convulsdes farmacologicamente
induzidas (Sakel, 1994). Esta situacdo s6 se modificou com o
surgimento da clorpromazina nos anos 60, que se mostrou o primeiro
tratamento medicamentoso eficaz para conter os surtos psicéticos.
(Lehmann e Ban, 1997; Baumeister, 2013). Descobriu-se que a a¢do da
clorpromazina e do haloperidol consistia no bloqueio de receptores
dopaminérgicos no Sistema Nervoso Central. Os mesmos bloqueiam os
receptores de dopamina na via mesocortical, suprimindo as alucinagdes
e pensamentos delirantes (Laruelle, 2003).

Nos anos 70 e 80 foram sintetizadas novas substancias com o objetivo
de diminuir os efeitos colaterais motores e melhorar os sintomas
‘negativos’, como a clozapina, a risperidona e a quetiapina. Estes
compostos sdo chamados “antipsicéticos atipicos” por agirem em menor
grau sobre a dopamina e alterar a transmissdo da serotonina e outros
transmissores. Os efeitos colaterais motores sdo bem menos frequientes
com esses farmacos e também induzem menos sedagdo e piora dos
sintomas negativos (Suttajit et al.,, 2013). No entanto, o Unico
antipsicdtico que se revelou superior aos demais foi a clozapina
(Wahlbeck et al., 2000), cujo uso dever ser criterioso, pois tem efeitos
colaterais hematolégicos, podendo levar a agranulocitose (reversivel
com retirada) numa porcentagem em torno de 2% dos pacientes (Ip e
Uetrecht, 2006). Apesar de ter sido eficaz para controle dos estados
psicéticos, o tratamento baseado nos atuais antipsicdticos ndo restaura
as funcbes cognitivas e a perda da volicdo nestes pacientes em longo
prazo (Torgalsbgen e Rund, 1998).

1.2 ESQUIZOFRENIA NA INFANCIA
1.2.1 Diferencas Sexuais e Etarias na Esquizofrenia

A esquizofrenia na infancia corresponde a menos de 1% de todos os
casos, e parece ser mais associada a alteragdes genéticas, e incidéncia
familiar, que em outras faixas etarias (Nicolson e Rapaport, 1999). Hoje
existe 0 consenso de que os critérios diagndsticos em criangas sdo 0s
mesmos que no transtorno em adultos (NICE, 2013; Bartlett, 2014). A
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esquizofrenia, em geral, é conhecida por ter incidéncia maior no sexo
masculino e por ter menor gravidade dos sintomas no sexo feminino que
no masculino. J4& na infancia, devido & rara incidéncia, dados
epidemiolégicos sdo escassos (tabela 1), alguns mostrando incidéncia
maior em meninos (Mazaeva et al., 2012) e outros mostrando incidéncia
semelhante entre os sexos (Eggers e Bunk, 1997). E possivel que o
diagndstico mais frequente em meninos em alguns estudos tenha sido
devido a incluséo de criangas com Transtorno do Espectro Autista, pois
este também tem predominédncia no sexo masculino (Eggers e Bunk,
1997).

Tabela 1: Esquizofrenia na Infancia: proporcéo entre género nos
estudos

Estudo Proporg¢éo entre géneros
(Masculino/Feminino)

Mazaeva et al., 2012 45/13
O’Neill et al., 2004 7/4

Frazier et al., 1997 14/14
Eggers et al., 2000 6/5

Eggers e Bunk, 1997 26/31

Weisinger et al., 2013 57147

Bakalar et al., 2009 26/23

Eggers et al., 1999 19/25

Tabela elaborada pelo autor.

Sabe-se que a incidéncia em mulheres, ao longo da vida, € menor na
faixa etéria de adultos jovens, e a evolugdo é mais favoravel, com menos
sintomas negativos e maior probabilidade de ter uma vida independente,
verificada em paises desenvolvidos (Hafner, 2003). Outro fato notavel é
0 aumento de casos entre mulheres de inicio tardio, inclusive apés a
menopausa, e diminui¢do da incidéncia entre mulheres com puberdade
mais precoce, 0 que gerou a hipétese de um efeito protetor dos
hormdnios estrogenos (Hafner, 2003; Begemann et al., 2012). Alguns
estudos em animais investigam uma possivel acdo protetora da
administracdo exdgena de estrogenos em fémeas (Gogos et al., 2012). Ja
existem, inclusive, resultados de ensaios clinicos que mostraram
beneficio na suplementagdo de estrégenos em mulheres esquizofrénicas
em idade reprodutiva (Akhondzadeh et al.,, 2003). A hipétese da
protecdo por estrdgenos, no entanto, parece ndo se aplicar aos casos que
se iniciam antes da puberdade, devido a proporcdo de casos em meninas



39

(Eggers e Bunk, 1997). Sabemos que as diferengas sexuais no cérebro
humano, assim como nos demais mamiferos, iniciam-se ainda intra-
Utero quando a producdo de testosterona no feto interfere na formagéo
de sinapses no Sistema Nervoso Central (Lombardo et al., 2012). Além
disso, as alteracOes genéticas parecem agir de forma diferente entre os
sexos, sugerindo diferencas na fisiopatologia (Goldstein et al., 2013).
No autismo, apesar do indiscutivel predominio desta condicdo em
meninos, as causas da ligacdo entre o sexo masculino e a fisiopatologia
deste transtorno ainda sdo desconhecidas (Hines et al., 2015). Sendo
todas essas condicfes incuraveis até o momento, busca-se através do
estudo das causas dessas diferengas sexuais algum indicio que possa
levar & elucidacdo da sua fisiopatologia (Wischhof et al., 2015).

Quanto as diferencas de género na esquizofrenia, estas sdo muito
menos pronunciadas do que na esquizofrenia na idade adulta, o que é
explicado pela auséncia da protecdo dos horménios estrogenos, em
meninas com esquizofrenia com inicio antes da puberdade (Maydell et
al., 2009). De fato, devido ao numero reduzido de casos, ainda ha
duvidas sobre quais seriam as diferencas entre 0s géneros na
fisiopatologia da Esquizofrenia na Infancia (Weisinger et al., 2013)..

1.2.2 Fisiopatologia da esquizofrenia antes e ap6s a puberdade

A esquizofrenia €& considerada atualmente uma condicdo
neurodesenvolvimental, ou seja, devida & interagdo de fatores genéticos
e ambientais ao longo do desenvolvimento (Bora, 2015). Assim, foram
implicadas como predisponentes a esquizofrenia os genes das proteinas
DISC-1, neurorregulina e dishindina (Figura 1), entre outros (O Donnel,
2011). Outro tipo de vulnerabilidade genética se refere a alteracfes
metabdlicas, em especial a vulnerabilidade ao estresse oxidativo, ou
seja, 0 balanco entre as espécies reativas provenientes da respiracdo
mitocondrial e seus fatores de defesa (antioxidantes). Por exemplo, foi
documentado que algumas populacdes de esquizofrénicos tém menor
producdo de glutationa (Kordi-Tamandani et al., 2014), que é a principal
defesa antioxidante dos neur6nios (Dringen et al., 2000).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wischhof%20L%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=25455585
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Figura 1: Alteracdes na formacao das sinapses na Esquizofrenia. Os genes das
proteinas DISC1, Kalirin-7 e para o receptor ErbB4, além dos genes para a
producdo da Neurorregulina estdo alterados na Esquizofrenia (Penzes et al.,
2011). DISC1: Disrupted in Schizophrenia. NRG1: Neurorregulina 1. ErbB4:
proteina do receptor tirosina-cinase ligada ao gene ErbB4. NMDA.: receptor de
glutamato N-Metil-D-Aspartato. PSD-95: proteina de membrana associada a
guanilato cinase. Cdc-42: proteina controladora da divisdo celular. Rac:
receptor ligado a proteina G codificado pelo gene RACL. F-actin: actina,
proteina componente do citoesqueleto.

Ap0s os fatores genéticos, temos os fatores intrauterinos a predispor
ao transtorno. Foi documentado que deficiéncia de é&cido félico,
desnutricdo materna (Gunawardana et al., 2011), e infec¢des perinatais
(Brown, 2011) aumentam significativamente a incidéncia de
esquizofrenia na prole. Além disso, 0 estresse materno também pode
estar implicado, por exemplo, no caso de gestagdes nao-desejadas
(David, 2006). Nos primeiros anos de vida, também séo fatores de risco
0 estresse emocional, abandono materno entre outros fatores socio-
ambientais (Brown, 2011).

Durante a infancia e adolescéncia, o estresse emocional e o uso de
drogas, como a Cannabis, também sdo fatores que aumentam a
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incidéncia de surtos no final da adolescéncia (Henquet et al., 2005).
Todos esses fatores de risco contribuem para alteracdes metabdlicas e
mau funcionamento dos interneurdnios, porém nenhum fator isolado,
seja genético ou ambiental, é suficiente para causar por si mesmo o
transtorno, assim como em pacientes diferentes, causas diversas podem
ter contribuido para a emergéncia do transtorno (Keshavan et al., 2011).

No entanto, a interacdo entre esses fatores leva a uma alteracdo na
arborizacdo neuronal que ja ocorre desde a vida intrauterina, mas que
fica mais evidente no final da adolescéncia. Assim, durante a
adolescéncia temos uma eliminacdo de sinapses que faz parte do
neurodesenvolvimento normal (figura 2), mas que ocorre de forma mais
acentuada na esquizofrenia (Penzes et al., 2011).

Quanto a Esquizofrenia na Infancia, os estudos parecem apontar que
os fatores de risco sdo 0s mesmos, mas ocorrem com maior intensidade,
e h4 indicios de maior contribuicdo genética nos casos com inicio na
infancia (Nicolson e Rapaport, 1999). Na esquizofrenia em adultos,
ocorre perda de sinapses na adolescéncia, no inicio semelhante ao
normal, mas que se intensifica proximo a idade adulta. J& na
Esquizofrenia em Criancas, muito mais rara, esta ocorre ja na infancia,
de forma extremamente anormal (Figura 2).

Emergéncia dos Sintomas

AD

Manutencdo
das ramificacbes

Formacéo de )
Sinapses / |
A \ N — = ASD
Numero de '

espinhas /
dendriticas /

- — o
Eliminacéo de
Sinapses

Idade Aduita

Infancia , Adolescéncia

T
Nascimento

Figura 2: Neurodesenvolvimento e evolugdo do nimero de sinapses (Penzes et
al., 2011). Na figura acima, observamos diferencas no nimero de ramificacoes
nos dendritos entre as condi¢gdes neuropsiquiatricas. Nos Transtornos do
Espectro Autista (ASD) costuma haver nimero de ramificagdes maior que o
normal. Ja na Esquizofrenia (SZ) um nimero ligeiramente menor que o normal,
e em geral nas deméncias, como a Doenca de Alzheimer (AD) ha uma perda
grave das ramificacdes.
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1.2.3 Dificuldades no diagnéstico diferencial

Durante grande parte do século XX, o diagnéstico de esquizofrenia na
infancia foi eclipsado pelo diagndstico de transtorno do espectro autista,
muitas vezes ndo se diferenciando as duas condigdes, jA que se
considerava que o primeiro surto de esquizofrenia ocorreria apenas no
final da adolescéncia (Craddock e Owen, 2010; NICE, 2013). Mesmo
aplicando-se critérios diagndsticos mais rigorosos, ainda ha consideravel
sobreposicdo entre transtorno do espectro autista, esquizofrenia,
transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH) e transtorno de
conduta. A importdncia na diferenciacdo entre essas categorias
diagnosticas é importante ndo apenas na questdo dos tratamentos
farmacoldgicos ou biol6gicos, mas tem sérias implicacdes prognosticas:
mudara a visdo que paciente recebera dos pais e educadores, podendo
ser um alivio para sua ansiedade ou, ao contrario, despertar um estigma
que devera ser enfrentado (NICE, 2013; Zuckerman et al., 2014).
Mudara, também, a abordagem psicossocial, que devera ser diferente
para cada um desses diagndsticos (Garcia et al., 2013). O transtorno do
espectro autista se caracteriza por déficits variaveis na interacdo social e
na aquisicdo da linguagem, iniciando muitas vezes ja no segundo ano de
vida (Bal et al., 2015). De forma interessante, estudos em animais e
humanos sugerem que os autistas possuam um excesso de ramificagdo
neuronal (figura 2), o que seria uma alteracdo oposta a verificada na
esquizofrenia (Penzes et al, 2011). O TDAH ¢ diagnosticado
primariamente em criancas com perfil menos deficitario, em geral em
torno dos 7 anos de idade, quando a crianca ndo consegue se adequar a
rotina escolar (Lin et al., 2015). O TDAH pode ser diagnosticado em
criancas com baixo Quociente de Inteligéncia (QI), mas também com QI
normal ou acima da média (De Zeeuw et al., 2012). No entanto, o
diagndstico do TDAH é extremamente questionado por abranger
caracteristicas normais da infancia e até variagdes normais do
comportamento adulto. Segundo a hip6tese dopaminérgica, o TDAH
teria em comum com a esquizofrenia uma alteracdo na transmissdo do
neurotransmissor dopamina (Jeong et al., 2015).

J& o transtorno de conduta é caracterizado por repetida desobediéncia
as regras sociais e agressividade, é diagnosticado em criangas e tem
alteragdes inespecificas no SNC. Pode estar associado a outros
transtornos mentais  diagnosticaveis, interagindo com causas
eminentemente sociais e familiares (Haney-Caron et al., 2014). A
importancia do diagndstico do transtorno de conduta é que este pode
levar ao transtorno de personalidade antissocial na idade adulta,
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condicdo de dificil manejo ja que o paciente ndo reconhece a sua
condicdo, ndo sente arrependimento e em geral procura 0s servicos de
salde apenas para obter vantagens pessoais (APA, 2013). Todos esses
transtornos podem se exteriorizar através de comportamentos violentos
desde a infancia, porém a abordagem sera totalmente diferente (Gomes
et al., 2004; Hodgins et al., 2005;Tarver et al., 2014). E preciso
salientar, ainda, que muitas criangas poderdo ter caracteristicas de mais
de um destes transtornos, incluindo retardo mental de origem orgéanica
ou idiopatica (Sagar et al., 2013).

1.3 DISFUNCAO DO METABOLISMO ENERGETICO NA
ESQUIZOFRENIA

1.3.1 Disfuncéo Mitocondrial e Estresse Oxidativo

Assim como em diversas doengas cronicas, observa-se nos pacientes
esquizofrénicos alto nivel de estresse oxidativo no SNC e
perifericamente (Khan et al., 2002; Dietrich-Muszalska e Kontek,
2010). Observa-se, também, que criancas com doencas hereditarias da
funcdo mitocondrial podem apresentar sintomas psicéticos (Hughes e
Hanna, 1999; Anglin et al., 2012). Outra observacdo bem estabelecida
sdo as alterages na enzima creatina cinase (CK), seja na sua atividade
ou seja na quantidade, no SNC e perifericamente (Aksenova et al., 1991,
1999; Burbaeva et al., 2003). A principal conseqiiéncia da disfuncgéo
mitocondrial é o acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e de
nitrogénio (Enos), comprometendo a funcdo celular e em muitos casos
levando & sua morte por apoptose, ou seja, uma autodestruicdo
programada (Kordi-Tamandani et al., 2014).Todos esses achados
sugerem que a disfuncdo mitocondrial estd envolvida na fisiopatologia
da esquizofrenia (Bitanihirwe e Woo, 2011). Postula-seque a hip6tese de
gue a atividade mitocondrial esteja em geral aumentada nos periodos de
psicose e diminuida apds varios anos de doenca (Dror et al., 2002;
Akarsu et al., 2014).

Além do estresse oxidativo, estd bem documentado um estado
proinflamatério crénico no SNC de pacientes esquizofrénicos, o qual
contribui de forma ciclica para a disfuncdo mitocondrial e estresse
oxidativo. A hipdtese inflamatdria é corroborada ainda pelo alto indice
de infeccdo perinatal entre os esquizofrénicos (Brown, 2011). Entre os
indicadores de dano a membrana celular, foram dosados o
Hidroxinonenal (HNE) e o 8-lsoprostano (8-ISSO). O 8-ISSO tem
estrutura quimica semelhante as prostaglandinas, as quais s&o
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mediadores inflamatdrios (Morrow et al., 1990). Além disso, foram
dosados os niveis de Glutationa total, para avaliar a capacidade
antioxidante do tecido analisado, baseado nos achados de falta de
glutationa reduzida e de outros fatores antioxidantes em tecidos de
pacientes esquizofrénicos (Bitanihirwe e Woo, 2011).

1.3.2 Disfungdo mitocondrial e Esquizofrenia

Os neurdnios estdo entre os tipos celulares mais dependentes de
Trifosfato de Adenosina (ATP), e mais sensiveis a diminuicdo na sua
producdo (Yadava e Nichols, 2007). O célcio intracelular, regulado pelas
mitocdndrias, € muito importante para a gerago de potenciais de acéo
em processos de sinalizacdo, transmissdo sinaptica, dindmica do
citoesqueleto e regulacdo da expressdo génica. Existe uma relacéo
estreita entre os niveis de calcio intracelular, a atividade da mitocondria
e o0 receptor NMDA (Calabresi et al., 2001). A disfuncdo mitocondrial
esta envolvida no processo fisiopatolégico que leva a disconectividade
na esquizofrenia (Ben-Shachar e Laifenfeld, 2004) e em criangas com
transtorno do espectro autistae outros transtornos do desenvolvimento
(Valenti et al., 2014). Em estudos em pacientes esquizofrénicos,
observaram-se alteragBes da atividade das cadeias mitocondriais
dependentes do estado da doenca, tais como aumento da atividade do
complexo | em plaquetas de esquizofrénicos durante o surto, com
normalizacdo ap6s a remissao da crise (Dror et al., 2002). Além disso,
estudos post mortem revelaram diversas alteragdes na atividade dos
complexos em estruturas que compde o estriado, o qual, por sua vez, é
considerado como uma das partes do SNC mais envolvida nos sintomas
da esquizofrenia (Cavalier et al., 1995; Prince et al., 1999; Prince et al.,
2000). Em modelos animais, estudos demonstraram que 0s
antipsicéticos por si mesmos alteram a funcdo mitocondrial (Streck et
al., 2007) e que a administracdo de antagonistas de receptores NMDA
altera a funcdo mitocondrial (De Oliveira et al., 2011; Zugno et al.,
2015).

1.3.3 Creatina Cinase e Esquizofrenia

A enzima Creatina Cinase (CK) tem funcdo de regular o estoque de
ATP celular, associando reversivelmente um grupo fosfato a creatina.
Ha indicios de que a atividade desta enzima esteja alterada em diversas
patologias (Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000). Presente em todo o
organismo, é dosada rotineiramente no sangue para buscar indicios de
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lesdo muscular, e o subtipo CK-MB é especifico para o mdsculo
cardiaco (Cohen et al., 2015). Em pacientes esquizofrénicos, notou-se
gue os niveis desta enzima no sangue estdo aumentados em um grande
nimero de pacientes, mas as causas desse aumento, e se tém relacdo
com a fisiopatologia do transtorno, permanecem obscuras (Masi et al.,
2014). Causas comuns de aumento sdo agitacdo psicomotora, contusdes
musculares, repeticdo de injecBes intramusculares, e em especial a
sindrome neuroléptica maligna, uma grave doenca causada pelo
bloqueio dos receptores dopaminérgicos, e que deve ser sempre
suspeitada em usuarios de antipsicéticos que apresentam febre alta
(Nisijima, 2012). No entanto, diversos estudos comprovaram que 0
aumento da CK periférico (proveniente de células musculares) pode
ocorrer independente dos fatores acima mencionados, tanto em adultos
guanto em adolescentes (Blumensohn et al., 1998; Hermesh et al.,
2002). Em pacientes cronicos, foi encontrada queda da atividade e da
producdo desta enzima tanto em tecido cerebral quanto em tecidos de
diversos orgdos (Aksenova et al., 1991; Burbaeva et al., 2003). Esses
achados foram corroborados por Du et al., (2014) que verificou que em
imagens funcionais de pacientes esquizofrénicos, o metabolismo
energético estd diminuido. Estudos em animais mostraram que
antagonistas NMDA podem aumentar a atividade da CK no SNC
(Canever et al., 2010), porém uma dose aguda em ratos que sofreram
privacdo materna reduz a sua atividade no hipocampo (Zugno et al.,
2015). A Atividade da CK também tende a diminuir com o
envelhecimento, com o acimulo de moléculas inativas (Aksenova et al.,
1999).

1.3.4 Ciclo de Krebs e Esquizofrenia

O ciclo de Krebs é um conjunto supramolecular de 8 enzimas, ¢ a
inativacdo de uma destas enzimas pode prejudicar a bioenergética
mitocondrial (Lyubarev e Kurganov, 1989). Consistente com isso,
Bubber et al. (2011) mostrou que em cérebro post-mortem de pacientes
esquizofrénicos houve reducdo da atividade das enzimas da primeira
metade do ciclo de Krebs (aconitase,a-cetoglutarato desidrogenase,
succinato tiocinase) e aumento na atividade das enzimas da segunda
metade desta rota metabdlica (SDH e malato desidrogenase), porém nao
houve alteragdes na atividade da piruvato desidrogenase, citrato sintase,
isocitrato sintase e fumarase. Outro estudo (Zugno et al., 2015) também
sugere que as alteragdes no ciclo de Krebs na esquizofrenia sejam uma
compensacdo por um estado de hipoatividade metabdlica. Este estado
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corresponderia, assim, ao paciente esquizofrénico com varios anos de
doenca (Aksenova et al., 1999). Além disso, 0 uso de antipsicoticos
pode ser um fator a alterar o ciclo de Krebs (Streck et al., 2007). Ha
indicios de que pacientes esquizofrénicos possam ter anormalidades no
metabolismo da glicose (Zhang et al., 2015).

1.4 MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA

Os primeiros tratamentos farmacoldgicos para a Esquizofrenia, e para
transtornos psiquiatricos em geral, foram descobertos praticamente ao
acaso. Posteriormente, o préprio mecanismo de acdo dos medicamentos
€ que serviu de base para a investigacdo da fisiopatologia, e ndo o
contrario (Baumeister, 2013).

As pesquisas pré-clinicas em transtornos mentais visam reproduzir um
conjunto de alteragdes no comportamento e na bioguimica do SNC em
animais, que demonstrem semelhangas com o transtorno em humanos
(Oliveira et al., 2009; Nagai et al., 2011). Os estudos podem servir para
testar novos tratamentos, estudar os efeitos dos tratamentos existentes ou
elucidar a fisiopatologia, gerando hipdteses que possam ser
posteriormente aplicadas a seres humanos (Ram et al., 2013). N&o existe
um Unico modelo para cada transtorno mental, e em especial para a
esquizofrenia a produgdo de um modelo fidedigno tem sido um
problema (Dunlop e Brandon, 2015). Os modelos animais de
esquizofrenia podem lidar com a inducdo de fatores de risco na gestagao
ou primeiros dias de vida, como infecgdo gestacional (Piontkewitz et al.,
2009; Nagai et al., 2011), privacdo materna (Ellenbroek et al., 2005;
Zugno et al., 2013;2015) e privacdo de nutrientes (Butler et al., 1994).
Podem-se reproduzir as alteracbes da esquizofrenia com animais
manipulados geneticamente (Jones et al. 2011; Robertson e Feng, 2011).

No presente estudo, estudamos as estruturas cerebrais coértex
prefrontal (planejamento), hipocampo (formagéo da meméria) e estriado
(parte do sistema limbico, processamento de emogdes), as quais estdo
sabidamente envolvidas na esquizofrenia (Laruelle, 2003). Estudos em
seres humanos com esquizofrenia mostram alteragdes metabélicas em
estruturas especificas, tanto in vivo quanto post mortem (Du et al., 2014;
Burbaeva et al., 2003). Portanto, analisamos alteragfes bioquimicas no
cortex, hipocampo e estriado dos animais submetidos a cetamina, com o
objetivo de produzir alteragdes semelhantes as que foram detectadas
nessas estruturas em seres humanos.

A Esquizofrenia, assim como qualquer transtorno psiquiatrico, é uma
condicdo eminentemente multifatorial. Embora existam diversos genes
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implicados, o transtorno surge através de uma complexa interacdo com
fatores ambientais, iniciando ainda na gestacdo (Nagai et al., 2011,
Brown, 2011). Portanto, futuramente os modelos animais de
Esquizofrenia deverdo ter diversos fatores interagindo em um mesmo
modelo animal, para reproduzir condi¢cfes mais proximas a do ser
humano, e assim poder testar com mais fidedignidade novos tratamentos
ou agdes preventivas (Ram et al., 2013). Existem, ainda, os modelos
farmacoldgicos que induzem os sintomas com substancias que induzem
0s sintomas do transtorno em humanos.

Este é o caso do presente trabalho, que utilizou o anestésico inibidor
ndo-competitivo do receptor NMDA, a cetamina. Em um nimero grande
de pacientes com esquizofrenia, ocorre diminui¢do da expressao génica
de proteinas responsaveis pela formacdo dos dendritos e pelo receptor
NMDA (Figura 1). Portanto, no presente modelo, a administracdo da
cetamina bloqueia parcialmente o receptor NMDA, simulando uma das
alteracGes deste transtorno.

A cetamina é utilizada em animais e humanos, predominantemente em
cirurgia pediatrica (Amr et al., 2013). Tem efeitos antidepressivos em
curto prazo (Garcia et al., 2009) e em alguns paises é amplamente
utilizada como droga de abuso, podendo 0s seus usuarios cronicos
desenvolver déficits cognitivos e sintomas de abstinéncia que se
relacionam com os sintomas negativos da esquizofrenia (Xu et al.,
2015). Produz efeitos semelhantes a esquizofrenia em voluntarios
saudaveis (Malhotra et el., 1996). Validando a possivel relagdo da
cetamina com esquizofrenia em criangas, Amr et al., (2013) constatou
gue o haloperidol foi eficaz em prevenir o delirium pés-operatério em
criangas que receberam cetamina como anestésico.

Diversos trabalhos anteriores demonstraram a validade da cetamina
em modelos animais com roedores, tanto sozinha quanto em associacao
com outros procedimentos (De Oliveira et al., 2009; Ram et al., 2013,
Zugno et al., 2013). O modelo da cetamina tem limitagbes importantes
gue devem ser lembradas. O efeito é extremamente variavel conforme a
dose e a espécie animal (figura 3). Assim, foi demonstrado que em ratos
Wistar adultos a dose de 15mg/kg tem efeito antidepressivo (Garcia et
al., 2009). A dose de 25mg/kg repetida por 7 dias causa sintomas
semelhantes a esquizofrenia (Zugno et al., 2014a; Zugno et al., 2014b).
No entanto, muitos desses efeitos desaparecem horas ou dias ap6s a
Gltima injecdo (Zugno et al., 2014a). Chatterjee et al., (2011) utilizou a
dose de 100mg/kg em camundongos (sendo que nesta dose ja existe
inducdo de anestesia) para produzir sintomas negativos, 0s quais
permaneceram até 10 dias apés a Ultima injecdo, e séo revertidos com a
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administracdo de antipsicoticos. Assim, para analisar os resultados dos
testes comportamentais no presente estudo, devemos considerar 0s
efeitos de diferentes doses e tempo apds a injecdo em que o teste foi
realizado. Apesar disso 0 modelo dos antagonistas NMDA constitui um
método de rastreamento de novos tratamentos, pois seus efeitos sdo
revertidos por antipsicéticos de forma consistente, tanto em humanos
quanto animais (Chatterjee et al., 2011, Amr et al., 2013). Um estudo
mostrou que as concentracdes plasmaticas da cetamina chegam a
reduzir-se em mais de 10 vezes apdés 4 horas de uma Unica
administragdo intraperitoneal (Veilleux-Lemieux et al., 2013). Portanto,
conforme o tempo apds a administracdo, podemos saber se os efeitos
foram devidos a acdo direta do antagonismo NMDA ou se sdo efeitos
tardios, devido a acdo cronica com modificacdo da sinalizacdo celular e
dos receptores no SNC.

Em geral, o efeito psicético é aferido minutos ou horas apés a injegdo
intraperitoneal de cetamina (Canever et al., 2010), enquanto que efeitos
como perda da socializacdo, déficits cognitivos e depressdo (sintomas
negativos) sdo aferidos até varios dias apds o tratamento com cetamina
(Chatterjee et al., 2011).

Estudos em animais mostram que existem diferencas sexuais na
formagdo dos receptores NMDA durante o desenvolvimento
(Damborsky et al., 2012).Em ratas wistar adultas, foram encontradas nos
efeitos da cetamina em relacdo aos machos, porém elas estdo
condicionadas a fase do ciclo estral (Borella et al., 2016). Logo, a
proposta de fazer este estudo anterior a puberdade tem a vantagem
adicional de ndo haver, nesta fase, a influéncia do ciclo estral. Ainda um
estudo com administracdo de cetamina neonatal mostrando diferengas
sexuais (Kekesi et al.2015) mas ndo ha até o momento nenhum estudo
abordando a Esquizofrenia na Infancia em ratos Wistar prepuberes. Os
ratos entre 23 e 30 dias correspondem, aproximadamente, a faixa etaria
entre 7 a 14 anos de vida em humanos (Sengupta, 2013).
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Cetamina 5mg/kg
Cetamina 15mg/kg

Cetamina 25mg/kg

Cetamina 50mg/kg

Cetamina 100mg/kg

Efeito Antidepressivo Efeito Psicético Efeito Anestésico

Figura 03: Efeitos da cetamina em ratos Wistar machos , adultos jovens (60
dias de vida). Fontes: Zugno et al. (2013; 2014a;b; 2015); Réus et al. (2015).
Compare com os efeitos em ratos prepuberes no presente trabalho, evidenciando
diferencas de idade e de género nos efeitos da cetamina, entre diferentes doses.

O presente trabalho visa, portanto, preencher as lacunas do
conhecimento quanto aos modelos animais de esquizofrenia, aplicando-
0s em animais antes da puberdade, objetivando assim reproduzir
alteragdes comportamentais e bioquimicas da esquizofrenia na infancia.
Trabalha-se com a hip6tese de que a cetamina 25mg/kg e 50mg/kg
cause alteracBes tipo-esquizofrenia enquanto que as doses 5mg/kg e
15mg/kg ndo causem alteragdes nos animais (figura 3).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Testar a Validade de Face (alteracbes comportamentais) e Validade de
Constructo (alteragBes bioquimicas no SNC) de um modelo de
Esquizofrenia na Infancia em ratos Wistar machos e fémeas, entre 23 e
30 dias de idade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar o modelo animal de esquizofrenia na infancia com a
administragdo de cetamina, nas doses de 5mg/kg, 15mg/kg, 25mg/kg e
50mg/kg (ou salina) entre os dias 23 e 30 de idade, em ratos e ratas
Wistar.

Avaliar a atividade locomotora (através de registro eletrénico), na qual
foram monitorados 0s seguintes pardmetros por meio eletrdnico:
distancia percorrida, movimentos estereotipados, tempo nas bordas e
tempo no centro da arena.

Avaliar interacdo social testes animais, através do registro manual dos
seguintes parametros: tempo de laténcia para primeiro contato, tempo
total de contatos e nimero total de contatos.

Avaliar a inibi¢do da reacdo ao sobressalto por prepulso (PPI) nestes
animais.

Realizar em estruturas cerebrais destes animais (cortex prefrontal,
hipocampo e estriado) as seguintes dosagens bioquimicas:

Atividade dos complexos da cadeia mitocondrial (Complexos I, 11, 11-
I e V).

Atividade da CK.

Atividade das enzimas do Ciclo de Krebs Succinato Desidrogenase
(SDH) e Citrato Sintase.

Realizar, em um grupo distinto de animais, o0 mesmo modelo da
cetamina para realizacdo do Teste da Esquiva Inibitéria.

Realizar, em estruturas cerebrais destes animais (hipocampo e
estriado) as seguintes dosagens bioquimicas:

Dosagem de 5-Hidroxinonenal, dosagem de isoprostano, e dosagem
de glutationa Total.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS, TAMANHO DA AMOSTRA E
ASPECTOS ETICOS

120 ratos e 120 ratas Wistar foram usados, aos 23 dias de idade, peso
médio de 80 a 130g, sendo a eutanasia aos 31 dias de vida. Os animais
foram obtidos no biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC) e mantidos em gaiolas em ciclo claro / escuro de 12 horas,
com comida e agua disponiveis, a temperatura de 22 = 1 ° C. Todos 0s
experimentos foram realizados de acordo com o resolucdo de CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo animal) de 2013. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo animal
da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) com nimeros de
protocolo 008/2015-2 e 052-2015-02.

Sendo o nimero de individuos em cada tratamento de 24 animais, para
0s testes comportamentais estes grupos de 24 foram subdivididos em 2
subgrupos de “n”=12, sendo que em um deles foram realizadas atividade
locomotora, interacdo social e a PPI (tabela 02), e em outro subgrupo,a
Esquiva Inibitéria (tabela 03). Para as analises moleculares, estes grupos
de 24 animais foram subdivididos em 4 subgrupos com numero de 6
individuos cada, para realizacdo de maior nimero de testes bioquimicos.

3.1.2 Modelo animal de esquizofrenia na infancia

Ap6s o desmame (21 dias) os animais foram alojados em caixas com 4
animais cada. Entre 23 e 31 dias de idade, um modelo animal de
esquizofrenia foi realizado por injecbes de cetamina por via
intraperitoneal, uma vez ao dia, horario aproximadamente as 9h. As
dosagens variaram de zero (solucdo salina 1 ml / kg) até 5 mg/kg, 15
mg/kg, 25 mg/kg e 50 mg/kg. Aos 30 dias, os testes comportamentais
foram realizados (atividade de locomogédo no campo aberto e interacdo
social) e aos 31 dias, foi realizado o teste de resposta de sobressalto ao
estimulo sonoro (Inibi¢do por Prepulso, PPI) (60 do sexo masculino e 60
do sexo feminino, 5 grupos de tratamento n = 12). A PPI foi realizada
um dia apds os testes de locomocao e de interacédo social, pois ambos os
testes de locomogdo e PPI devem ser feitos 30 minutos ap6s a injecéo de
cetamina. A Interacdo Social foi realizada 6h ap6s a ultima injecdo de
cetamina (tabela 2). Outro grupo de animais (60 machos e 60 fémeas, 5
grupos de tratamento n = 12) foi submetido ao teste de Esquiva
Inibitoria, tendo recebido 7 dias de cetamina (tabela 3). Outro grupo de
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animais foi necessario porque a natureza traumatica dos choques
elétricos e da PPl impede que ambos sejam realizados no mesmo
animal. A Esquiva Inibitéria foi realizada 24h e 48h apds a ultima
injecdo.

Tabela 2: Desenho Experimental (experimento 01)

Dia 07 Dia 07 Dia 08 Dia 08 (6h Anélises
(30min apés  (6h apos a (30min apos a Moleculares
a7? injecdo) 72 injecdo) apos a Gltima (8%)

altima (8?) injecdo)
injecdo)
Atividade Interacdo Prepulso Dissecgdo Complexos
Locomotora Social das LILI-IT e
Estruturas IV, CK,
Cerebrais  SDH, Citrato
(Prefrontal, Sintase
hipocampo e
estriado)

Tabela elaborada pelo autor

Tabela 3: Desenho Experimental (experimento 02)

Dia 08 (24h Dia 09 (48h Dia 09 (48h Analises
apo6s a Ultima  apds a Ultima apos a Ultima Moleculares
(79 injecdo) (7% injecdo) (7% injecdo)
Esquiva Esquiva Disseccdo das Dosagens de
Inibitéria: Inibitéria: Estruturas HNE, 8-1SSO e
treino (com meméria de Cerebrais Glutationa Total
choque) longo prazo (hipocampo e
memoéria (24h apés o estriado)
imediata (5s choque)
apos o choque)
e de curto

prazo (1:30h
ap6s o choque)

Tabela elaborada pelo autor.
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3.2 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.2.1 Atividade Locomotora

O teste de campo aberto foi realizado numa caixa de 50 x 25 x 50 cm
dimensdes. Os animais foram colocados individualmente em uma caixa
para a atividade exploratéria durante o periodo de 15 minutos e a
atividade locomotora foi medida automaticamente, usando uma caixa de
atividade locomotora com sensores laser acoplado a um computador
(Insight®, Ribeirdo Preto, Estado de S&o Paulo, Brasil). Este
equipamento monitoriza a atividade locomotora do animal, sendo o
tempo de avaliagdo total (15 minutos) dividido em blocos de 5 minutos
(de Oliveira et al., 2009). O dispositivo é capaz de registrar varios
parametros da atividade locomotora, e os seguintes foram registrados no
presente trabalho: distancia percorrida, movimentos estereotipados, o
tempo no centro do campo e o tempo nas bordas da arena. A distancia
percorrida e a estereotipia sdo medidas padrdo dos efeitos alucindgenos
da cetamina, bem como os sintomas da esquizofrenia (De Oliveira et al.,
2009), e o tempo no centro e tempo na fronteira sdo parametros de
ansiedade e defesa conhecida, uma vez que os roedores tendem a evitar
0 centro de um campo, temente na presen¢a de um predador (Lapiz et
al., 2000). No entanto, uma quantidade de tempo na praca central é
normal, sinalizando atividade exploratéria do roedor (Avila-Martin et
al., 2015).

3.2.2 Interacdo social

A interacéo social prejudicada é uma caracteristica comportamental de
modelos animais com desordens de espectro de autismo e esquizofrenia
(Schneider e Przewlocki, 2005). A interagdo social foi avaliada em ratos
submetidos a doses sub-anestésicas de cetamina. 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 c¢cm por trés horas
e trinta minutos antes do experimento. A tarefa consistiu em colocar
dois animais do mesmo grupo (mas de caixas diferentes) em gaiolas
durante 15 minutos.

O comportamento social foi avaliado de par em par e néo
individualmente. O tempo de laténcia para a primeira interacdo, o
numero de contatos sociais e 0 tempo total de contato foram mensurados
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(Niesink e Van Ree, 1989; Schneider e Przewlocki, 2005). Os
pardmetros avaliados foram: laténcia para iniciar o primeiro contato,
tempo total de contato e nimero de contatos. Como o ambiente do teste
é desconhecido, a tendéncia normal é haver alguns minutos de atividade
exploratdria junto com as interagdes sociais, e como o experimento é
realizado durante ao dia, 0s animais controles usualmente estdo
dormindo juntos ao final do teste. A laténcia indica o grau de ansiedade,
visto que o animal esta no mesmo ambiente que um animal
desconhecido, ja o tempo total e 0 nimero de contatos quantificam a
preferéncia do animal pelo contato com o animal desconhecido, ao invés
de explorar 0 ambiente (Canever et al., 2010) .

3.2.3 Inibi¢do por Prepulso (PPI)

O teste da PPI (inibicdo da resposta de sobressalto por prepulso) pode
ser realizado tanto em humanos quanto animais e é um parametro de
controle sensorial dos estimulos auditivos (Zugno et al., 2014). A PPI
esta prejudicada em condigBes psiquiatricas, como a Esquizofrenia em
adultos e criangas, no transtorno de personalidade esquizotipica, tem
mostrado um valor progndstico em criangcas com alto risco de psicose
(Ziermans et al., 2012). A quantificagdo da inibicdo promovida por um
prepulso da resposta de sobressalto induzida por pulso foi realizada com
base no protocolo descrito por Shiling et al (2006). Foram utilizadas
caixas de medida de sobressalto com vedagdo sonora (Insight ® - EP
175),nas quais a amplitude do sobressalto é quantificada apds a
apresentacdo de um estimulo sonoro, sendo que durante todo o tempo é
produzido um barulho de fundo de 65 dB. Os animais permaneceram
por um periodo de habituacdo de 5 minutos nessas caixas. Durante a
sessdo, foram apresentados 3 tipos de estimulo por 10 vezes e
distribuidos randomicamente em intervalos médios de 20 segundos: 1)
pulsos de 120 dB por 40 ms (capaz de produzir uma resposta de
sobressalto); 2) pré-pulsos de 65, 70 ou 75 dB por 20 ms apresentados
80 ms antes do pulso; 3) auséncia de estimulo. No inicio de cada sesséo,
10 pulsos foram apresentados para a habituacdo dos animais (essa série
ndo é levada em conta para os calculos). A média da amplitude de
sobressalto ap6s as sessdes de pulso (P) bem como a média da
amplitude da resposta de sobressalto apds as sessdes de pré-pulso -
pulso (PP) foram calculadas para cada animal. A porcentagem da
inibicdo promovida pelo pré-pulso da resposta de sobressalto induzida
por pulso é calculada de acordo com a seguinte equacéo: inibigdo por
pré-pulso (%) = 100 - [(PP / P) x 100].
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Assim, 0% corresponde a auséncia de diferenca entre a amplitude de
sobressalto apOs as sessdes de pulso e pré-pulso - pulso e,
consequientemente, a auséncia de inibicdo da resposta de sobressalto.
Porcentagem negativa de prepulso significa aumento da resposta de
sobressalto apds as sessdes de pulso e pré-pulso.

3.2.4 Esquiva inibitéria

Esta avaliacdo é realizada em uma caixa de acrilico, onde o piso é
constituido de barras paralelas de metal, com uma plataforma junto a
parede esquerda do aparelho (Quevedo et al., 1997; Roesler et al., 2003).
O teste comportamental é dividido em 4 sessdes, a primeira, chamada de
treino, onde os animais serdo colocados sobre a plataforma, e 0 tempo
gue o animal leva para descer com as quatro patas nas barras de metal é
anotado (laténcia). Apds a descida do animal, este recebe um choque de
0,4 mA por 2 segundos. Nas demais sessdes, 0 animal ndo recebe
choque, e se anota 0 tempo em segundos para 0 mesmo descer da
plataforma. Apds 5 segundos o animal é colocado novamente na
plataforma, a fim de se aferir a meméria de trabalho (imediata). Depois
de 1 hora e 30 minutos, o roedor é submetido a terceira sessdo, para
medir meméria de curta duragdo (lzquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al.,
2003), e 24 horas depois 0 animal sera submetido a uma quarta sesséo,
gue avalia a memoria de longa duracdo (Bevilaqua et al., 2003). A
memoria serd considerada preservada se o animal tiver um tempo de
laténcia nos testes estatisticamente maior que o tempo do treino.

3.3 ANALISES MOLECULARES
3.3.1 Preparacédo das amostras

Os animais foram mortos por decapitacdo ao final dos protocolos
experimentais (tabelas 2 e 3), sendo as suas estruturas cerebrais (cértex
prefrontal, hipocampo e estriado) rapidamente dissecadas e armazenadas
a-80°C.

3.3.2 Atividade da Creatina Cinase (CK)

As estruturas cerebrais foram homogeneizadas em solucdo salina
(2:10, p/v), o homogeneizado sera centrifugado a 800 x g por 10
minutos e o sobrenadante utilizado para determinagdo da atividade da
creatina cinase total. As fracbes mitocondriais foram separadas por
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centrifugacdo e dosadas da mesma forma. O meio de incubagdo €
composto por fosfocreatina, ADP e glutationa reduzida. A formacéo de
creatina é utilizada para medir a atividade enzimatica (Hughes, 1962).

3.3.3 Atividade da Citrato Sintase

A atividade Citrato Sintase foi testada de acordo com o método
descrito por Shepherd e Garland (1969). A mistura de reacdo continha
100 mM de tampéao Tris, pH 8,0 e 0,1 mM de acetil-CoA, além de 0,1
mM de 5,50-di-tiobis- (acido 2-nitrobenzoico). proteina de triton X-100
e 2 a 4 nanogramas de mitocdndrias sobrenadantes a 0,1%, e foram
iniciados com 100 oxaloacetato-IM e monitorizada a 412 nm, durante 3
min a 25° C.

3.3.4 Atividade da SDH

A atividade da SDH foi avaliada de acordo com Fischer et al. (1985).
O tampdo consiste em 40 mM de fosfato de potassio, pH 7,4, 16 mM
succinato e 8 uM 2,6-di-cloro-indofenol (2,6-DCIP). Este tampé&o foi
pré-incubado com 40-80 pg do homogeneizado de proteinas a 30°C por
20 min. Subsequentemente, foi adicionado a reacdo 4 mM de azida
sodica, 7 uM de rotenona e 40 uM de 2,6-DCIP e a reacdo foi
inicializada por adicdo de 1 mM metassulfato de fenazina e monitorada
por 5 minutos.

3.3.5 Atividade do Complexo |

Atividade da NADH desidrogenase (complexo 1) foi avaliada de
acordo com Cassina e Radi (1996) através da determinacdo da taxa de
reducdo do ferricianeto dependente de NADH a k = 420 nm.

3.3.6 Atividade do Complexo 11

A atividade da succinato-2,6-dicloroindofenol  (DCIP) -
oxidorredutase (complexo I1) foi determinada usando o método descrito
por Fischer e colaboradores (1985). A atividade do complexo Il foi
medida seguindo o decréscimo na absorbancia em funcéo da reducéo de
2,6-DCIP a k = 600 nm.
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3.3.7 Atividade dos complexos H-111

A Atividade da succinato: C citocromo oxidorredutase (complexo I11)
foi determinado utilizando o método descrito por Fischer e colegas
(1985). A Atividade dos complexo IlI-111 foi medida pela redugdo do
citocromo C utilizando succinato como substrato, a k = 550 nm.

3.3.8 Atividade do Complexo IV

A atividade da Citocromo C oxidase (complexo 1V) foi mensurada de
acordo com o método descrito por Rustin e colaboradores (1994) e
medida seguindo o decréscimo na absorbancia devida a oxidagdo do
citocromo ¢ previamente reduzido (preparado por reducéo do citocromo
com NaBH4 e HCI) a k = 550 nm com 580 nm como o comprimento de
onda de referéncia (e = 19,1 mm-1 cm-1). As actividades dos complexos
de cadeia respiratéria mitocondrial foram calculados como nmol min
por mg de proteina.

3.3.9 Dosagem de Hidroxinonenal (HNE), 8-1soprostano (8-1SSO) e
Glutationa Total

4-HNE (Cell Biolabs STA-838), 8-ISSO (Cell Biolabs STA-337) e
Glutationa Total (Cell Biolabs STA-312) foram realizadas utilizando-se
um kit comercial para ensaio imunoenzimatico (ELISA) conforme
instrucGes do fabricante.

3.3.9 Determinacéo de proteinas

As proteinas foram medidas usando o método descrito por Lowry et
al. (1951) usando albumina bovina como padrao.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Apobs os testes de normalidade, os dados paramétricos (locomocéo,
interacdo social, PPI, peso) foram analisados utilizando ANOVA de
Uma Via seguido pelo teste post hoc de Tukey, entre os animais do
mesmo sexo. Para comparar os animais machos com as fémeas, foi feita
ANOVA de Duas Vias, e quando significativa, o teste post hoc de
Tukey foi executado novamente, entre todos 0s grupos masculinos e
femininos. Os resultados foram apresentados como a média + Erro
Padrdo da Média (p <0,05). Os dados nao-paramétricos da Esquiva
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Inibitéria foram apresentados como a mediana em segundos (s) mais ou
menos intervalo interquartil dos tempos de laténcia de descida do
animal. As diferencas entre as laténcias da sessao de treino e das sessdes
de teste dentro de cada grupo foram determinadas usando o teste
Freedman (um valor de p <0,0167 foi considerado estatisticamente
significativo) com teste post hoc de comparagGes maltiplas de Dunn (p
<0,05). O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado as diferencas do mesmo
teste entre os diferentes grupos de tratamentos (p <0,05). Os dados
foram calculados pelo software GraphPadPrism 6.0 (GraphPad
Software, La Jolla, California, EUA).
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4 RESULTADOS
4.1 RESULTADOS DOS TESTES COMPORTAMENTAIS
4.1.1 Atividade Locomotora

No teste de Atividade Locomotora, houve diferengas nas alteragdes
induzidas pela cetamina dentro dos grupos masculino e feminino per se
(ANOVA de uma via), além disso, diferenca significativa de género foi
detectada na distancia total (ANOVA de duas vias), com as fémeas
correndo distancias mais longas, sob efeito da cetamina, comparados
com grupos de machos nas mesmas doses. Em relagdo a estereotipia,
houve diferenca nos efeitos da cetamina dentro dos grupos masculino e
feminino, per se, mas as diferencas atribuiveis ao género ndo foram
significativas.

4.1.1.1 Distancia Percorrida

Salina

Machos Fémeas
1000007 B cetamina 5mg/kg
*& *I& *I&

Bl Cetamina 15mg/kg
80000 Il cetamina 25mg/kg

60000 Bl cetamina 50mg/kg

400001
20000 i - i i
—_
04

Figura 04: Resultados para Distancia Percorrida em Campo Aberto (machos e
fémeas). * diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de
teste post hoc de Tukey). & diferente do grupo de mesma dose de cetamina (ou
salina) mas de género oposto (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc
de Tukey). Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (n = 10 a
12).

Distancia percorrida em cm

A Figura 04 mostra ANOVA de uma via para 0s parametros de
atividade de locomocéo, durante 15 minutos, iniciada 30 minutos apos a
Gltima injecdo, em ratos machos e fémeas. Para distancia percorrida, as
fémeas tiveram um aumento (em relacdo aos machos da mesma dose)
estatisticamente significativo de 106% na dose de 50mg/kg, 134% vezes
na dose de 25mg/kg e 182% na dose de 15mg/kg, portanto, mais do que
dobrando a distancia percorrida nessas doses.
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ANOVA de duas vias revelou, para distancia percorrida, efeito
significativo do género [F (1,104) = 57,55 p <0,01];assim como da
cetamina [F (4,104) = 15,55 p <0,01] e interacdo entre estes fatores [F
(4,104) = 3,846 p <0,05].

4.1.1.2 Estereotipia

Salina
Machos Fémeas
Cetamina 5mg/kg
20001

Cetamina 15mg/kg
Cetamina 25mg/kg

*

15004 B
Cetamina 50mg/kg

10001

Estereotipia

5001

0

Figura 05: Resultados para Movimentos Estereotipados em Campo Aberto
(machos e fémeas). * diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via
seguida de teste post hoc de Tukey). Resultados expressos em Média +/- Erro
Padréo da Média (n = 10 a 12).

Quanto as diferencas de género, ANOVA de duas vias revelou para os
movimentos estereotipados nenhum efeito principal do género [F
(1,104) = 3,75 p >0,05]; mas com efeito principal do cetamina [F (4,
104) = 11,9 p <0,0001] e nenhuma interacdo entre estes fatores [F (4,
104) = 0,9239 p> 0,05].
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4.1.1.3 Tempo no Centro

Machos Fémeas .
Salina

Cetamina 5mg/kg

4079

Cetamina 15mg/kg
Cetamina 25mg/kg
Cetamina 50mg/kg

304

20

104

Tempo no centro (s)

0=

Figura 06: Resultados para Tempo no Centro em Campo Aberto(machos e
fémeas). Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (n=10a
12).

ANOVA de duas vias revelou, para o tempo no centro, nenhum efeito
do género [F (1, 104) = 0,3864 P > 0,05]; porém houve efeito principal
da cetamina [F (4, 104) = 4,272 p=0,0031] e nenhuma interagdo entre
estes fatores [F (4, 104) = 0,2376 p>0,05].

4.1.1.4 Tempo nas Bordas

Machos Fémeas
10009

Salina
Cetamina 5mg/kg

Cetamina 15mg/kg

Tempo (s) nas bordas

Cetamina 25mg/kg

Cetamina 50mg/kg

Figura 07:Resultados para Tempo nas Bordas em Campo Aberto (machos e
fémeas). Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (n = 10 a
12).

Para tempo nas bordas, ANOVA de duas vias ndo revelou nenhum
efeito do género [F (1, 104) = 0,2056 p >0,05], mas efeito significativo
da cetamina [F (4, 104) = 2,9 p<0,05] sem interacdo entre esses dois
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fatores [F (4, 104) = 0,1959 p>0,05].
4.1.2 Interacéo Social

Em relacdo & interagdo social, houve diferenca nos efeitos da cetamina
dentro dos grupos masculino e feminino per se (ANOVA de uma via),
mas as diferencas atribuiveis ao género nao foram significativas
(ANOVA de duas vias), com excec¢do da Laténcia para o primeiro
contato, que teve interacdo significativa.As figuras 08, 09 e 10 mostram
os resultados para a interacdo social, em ratos machos e fémeas, em trés
testes: laténcia para primeiro contato, tempo total de contatos e nimero
de contatos.

4.1.2.1 Tempo de Laténcia para primeiro contato

Machos Fémeas

809
Salina

Cetamina 5mg/kg
604

ol T

201

Cetamina 15mg/kg

Cetamina 25mg/kg

Laténcia (s)

Cetamina 50mg/kg

04

Figura 08:Resultados para Laténcia para Primeiro Contato na Interacdo Social
(machos e fémeas). * diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via
seguida de teste post hoc de Tukey). Resultados expressos em Média +/- Erro
Padrao da Média (n = 4 a 6 pares).

A respeito das diferencas de género para a laténcia (ANOVA de duas
vias), ndo houve efeito deste [F (1, 45) = 0,006258 p> 0,05] e nem da
cetamina [F (4, 45) = 1,548 p>0,05], mas houve significativa interacdo
entre os fatores género e cetamina [F (4, 45) = 3,858 p <0,01].
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4.1.2.2 Nimero de Contatos

Machos Fémeas
501
Controle

*|#

401 Cetamina 5mg/kg
Cetamina 15mg/kg

301 .
Cetamina 25mg/kg

20 Cetamina 50mg/kg

Namero de contatos

104

0

Figura 09:Resultados para Numero Total de Contatos na Interagdo Social
(machos e fémeas). * diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via
seguida de teste post hoc de Tukey) # diferente de todos os outros grupos
cetamina, além do grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste post hoc
de Tukey). Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média(n=4a6
pares).

Para NUmero Total de contatos, ndo houve efeito do género [F (1, 45)
= 3,489 p> 0,05], mas a cetamina produziu efeito principal [F (4, 45) =
4,227 p <0,01], mas ndo houve interacdo significativa [F (4, 45) = 1,884
p> 0,05].

4.1.2.3 Tempo Total de Contatos

Machos Fémeas

Controle
Cetamina 5mg/kg
Cetamina 15mg/kg

Cetamina 25mg/kg

Cetamina 50mg/kg

Tempo Total de Contato (s)

Figura 10:Resultados para Tempo Total de Contatos na Interagdo Social
(machos e fémeas). * diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via
seguida de teste post hoc de Tukey). Resultados expressos em Média +/- Erro
Padrao da Média (n = 4 a 6 pares).

Quanto as diferencas de género para Tempo Total de Contato, ndo
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houve efeito do sexo [F (1, 45) = 0,697 p> 0,05], mas a cetamina
produziu efeito principal [F (4, 45) = 2,879 p <0,05], no entanto sem
nenhuma interagdo significativa entre esses fatores [F (4, 45) = 0,7121
p> 0,05].

4.1.3 Inibicao da Resposta de Sobressalto por Prepulso (PPI)

No teste da PPI, houve diferencas nas alteracGes induzidas pela
cetamina dentro dos grupos masculino e feminino, per se (ANOVA de
uma via), mas a diferenca entre os géneros ndo foi estatisticamente
significativa (ANOVA de duas vias).

4.1.3.1 PPl — Animais Machos

Machos

Bl 6548
Bl 7odB
Il 7s5d8

de Inibicdo por Prepulso

Cetamina Cetamina Cetamina Cetamina
smglkg 15mglkg 25mglkg 50mg/kg

Salina

Figura 11: Resultados para PPl em ratos machos, intensidades de 65dB, 70 dB
e 75 dB. * diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de
teste post hoc de Tukey) # diferente de todos os outros grupos cetamina, além
do grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Tukey).
Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (n =9 a 10).
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4.1.3.2 PPI-fémeas

Fémeas

80
60

40
; i i : Bl 6508
20 ; | | : . o
; : : : B sos

Porcentagem
de Inibigdo por Prepulso

Salina Cetamina Cetamina Cetamina Cetamina
s5mglkg 15mg/kg 25mg/kg 50mg/kg

Figura 12:Resultados para Resultados para PPl em ratas fémeas, intensidades
de 65dB, 70 dB e 75 dB. * diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de
uma via seguida de teste post hoc de Tukey). Resultados expressos em Média
+/- Erro Padrdo da Média (n =8 a 11).

Para diferencas de género na PPI (65dB), ANOVA de duas vias ndo
revelou diferencas [F (1,89) = 0,5549 p> 0,05], com efeito principal da
cetamina[F (4,89) = 3,61 p <0,01], mas nenhuma interacdo [F (4,89) =
0,2654 p> 0,05].

Para PPl (70dB), ANOVA de duas vias ndo revelou diferenca entre
géneros [F (1,89) = 1,044 p> 0,05], porém houve efeito principal da
cetamina [F (4,89) = 4,63 p <0,01], mas nenhuma interagdo entre esses
fatores [F (4,89) = 0,7243 p> 0,05].

Para influéncia do género na PPl (75dB), ANOVA de duas vias ndo
revelou diferengas [F (1,89) = 0,07402 p> 0,05], porém com efeito
principal da cetamina [F (4,89) = 7,231 p <0,0001], mas nenhuma
interacdo [F (4,89) = 0,5455 p> 0,05].

ANOVA de medidas repetidas dentro de cada grupo de tratamento
(com as intensidades 65dB, 70dB e 75dB) ndo revelou diferencas nem
entre machos nem entre fémeas (p> 0,05 para todos 0s grupos).
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4.1.4 Esquiva Inibitéria

Em relacdo a Esquiva Inibitéria, houve diferenca nos efeitos da
cetamina dentro dos grupos do sexo feminino per se (mas ndo do sexo
masculino), mas as diferencas atribuiveis ao género ndo foram
significativas. As Figuras 13 e 14 mostram os resultados para Esquiva
Inibitoria, iniciado 24h apds a Ultima injegdo, em ratos machos (figura
13) e fémeas (figura 14).

4.1.4.1 Esquiva Inibitéria- machos

r~>

=3

=)
1

W Treino(s)
B Aposss
- Ap6s 1:30h
Il Apds 24n

—-

o

=)
1

o
=)
1

Tempo de Laténcia (s)
-
1=
S

o

Salina Cetamina 5mg/kg Cetamina 15mg/kg Cetamina 25mg/kg Cetamina 50mg/kg

Figura 13: Resultados para Esquiva Inibitoria (machos). * diferente do treino
(ANOVA de medidas repetidas seguidas de teste de Dunn). Resultados
expressos em Mediana +/- Amplitude Interquartis (n =9 a 12).

Todos os grupos do sexo masculino mostraram ter aprendido a tarefa,
com o tempo de laténcia aumentando significativamente entre 0s grupos
nos testes de Friedman de ANOVA de uma via (teste ndo paramétrico),
seguido pelo teste de comparagdes maltiplas de Dunn (p <0,01 para
todos os grupos). Teste de Kruskal-Wallis entre 0s grupos nao
apresentou diferencas (p> 0,05 para treinamento; ap6s 5 segundos,
lhora e meia e 24 horas). Assim, ndo houve efeitos induzidos pela
cetamina na aquisicdo de memoria aversiva de ratos machos,
prepuberes, no presente estudo.
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4.1.4.2 Esquiva Inibitéria- fémeas

200

- Treino(s)
150 B Aposss
Il Apés 1:30n
I Apos 24n

100

Tempo de Laténcia (s)

Controle Cetamina 5mg/kg Cetamina 15 mg/kg Cetamina 25mg/kg Cetamina 50mg/kg

Figura 14: Resultados para Esquiva Inibitéria (fémeas). * diferente do treino
(ANOVA de medidas repetidas seguidas de teste de Dunn). Resultados
expressos em Mediana +/- Amplitude Interquartis (n = 11 a 12).

Em relacdo a tarefa da Esquiva Inibitéria em ratas fémeas, todos os
grupos mostraram ter aprendido a tarefa apds 24h, como o tempo de
laténcia aumentado significativamente entre 0s grupos nos testes de
Friedman de ANOVA de uma via (teste ndo-paramétrico), seguido pelo
teste de comparagdes maltiplas de Dunn, 24h apds o treinamento (p
<0.01 para todas as doses). Portanto, a meméria de longo prazo esteve
intacta em ratas fémeas. No entanto, de acordo com o teste de
comparagdes multiplas de Dunn (p <0,05), a memoria de trabalho foi
prejudicada, ap6s 5 segundos, com cetamina 15mg/kg, e a meméria de
curto prazo (apés 1:30h) foi prejudicada com cetamina 25mg/kg e 50
mg/kg (laténcia estatisticamente igual ao tempo de treinamento). Teste
de Kruskal-Wallis entre o0s grupos ndo apresentaram diferenca
significativa (p> formacao 0,05 para treinamento, ap6s 5 segundos, apés
1:30 horas e 24 horas). Também ndo houve diferenca significativa entre
grupos de géneros diferentes no teste de Kruskal-Wallis.

4.1.5 Teste post hoc da ANOVA de Duas Vias (para os controles)

Finalmente, foi realizada, apds ANOVA de duas vias, um novo teste
de Tukey post hoc. Teste de Tukey post hoc mostrou que 0s grupos
controle de machos e fémeas foram iguais em todos os testes
paramétricos (p> 0,9 PPl em todas as intensidades, p>0,1 para laténcia,
p> 0,9 para niumero de contatos, p>0,5 para tempo total de contatos,
p>0,9 distancia percorrida, estereotipia, tempo no centro e nas bordas).



68

42 RESULTADOS DOS TESTES BIOQUIMICOS (CADEIA
MITOCONDRIAL)

Diferente dos resultados no comportamento, houve diferencas
significativas entre 0s controles (salina) machos e fémeas nos
parametros do metabolismo energético. Além disso, os efeitos da
cetamina também foram significativamente diferentes entre machos e
fémeas. Ndo houve, no entanto, uma correspondéncia consistente entre
as alteracbes comportamentais e as alteracbes do metabolismo
energético, entre as doses de cetamina.

4.2.1 Atividade do Complexo |

Machos Fémeas
6001

& Salina
Cetamina 5mg/kg
4001 Cetamina 15mg/kg

Cetamina 25mg/kg

Cetamina 50mg/kg

Atividade do
Complexo |

20041 : I [

[nmol./min.mg proteina]

Cortex Hipocampo Estriado Cértex Hipocampo Estriado

Figura 15: Resultados para Atividade do Complexo | (machos e fémeas). *
diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste post
hoc de Tukey) & diferente do grupo de mesma dose de cetamina (ou salina) mas
de género oposto (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Tukey).
Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (machos: n =5 a 10;
fémeas: n=4a7).

4.2.1.1 Resultados para Atividade do Complexo | no Cértex Prefrontal

Nesta estrutura, a cetamina 50mg/kg causou uma queda de 66% na
atividade desta enzima em relagcdo ao controle, entre as fémeas. Para
Atividade do Complexo I no Cértex Prefrontal, ANOVA de Duas Vias
revelou efeito principal da cetamina [ F(4,58 )= 11.23 p< 0.0001] assim
como do género [F(1,58 )= 47.7 p< 0.0001] e interacdo entre efeitos da
cetamina e do género [F(4,58 )= 9.468 p< 0.0001].
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4.2.1.2 Resultados para Atividade do Complexo | no Hipocampo

Para Atividade do Complexo I no Hipocampo, ANOVA de Duas Vias
revelou efeito principal da cetamina [F (4,56 ) = 2,721 p< 0.05] mas ndo
do género [F(1,56) = 0.8388 p>0.05], tampouco interacdo entre efeitos
da cetamina e do género [F (4,56 )= 1.334 p>0.05].

4.2.1.3 Resultados para Atividade do Complexo | no Estriado

Para Atividade do Complexo | no Estriado, ANOVA de Duas Vias
nao revelou efeito da cetamina [F (4,57 )= 2,092 p> 0,05] porém houve
efeito do género [F(1,57 )= 10,83 p<0,01] e ainda interacdo entre os
efeitos da cetamina e do género [F (4,57 )= 2,716 p<0,05].

4.2.2 Atividade do Complexo Il

Machos Fémeas

Salina
Bl cetamina 5mglkg
Il Ccetamina 15mg/kg
Bl cetamina 25mg/kg
/& Bl cetamina 50mg/kg

Atividade do
Complexo Il
[nmol./min.mg proteina]
S~

Cortex Hipocampo Estriado Coértex Hipocampo Estriado

Figura 16: Resultados para Atividade do Complexo Il (machos e fémeas). *
diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste post
hoc de Tukey). & diferente do grupo de mesma dose de cetamina (ou salina)
mas de género oposto (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de
Tukey). Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (machos: n =
6a9; fémeas:n=3a7).

4.2.2.1 Resultados para Atividade do Complexo Il no Cortex Prefrontal

Para Atividade do Complexo Il no Cértex Prefrontal, ANOVA de
Duas Vias revelou efeito principal da cetamina [F (4,50 )= 5,528 p<
0,001] mas ndo do género [F(1,50 )= 3,929 p>0,05] porém, havendo
interacdo entre efeitos da cetamina e do género [F (4,50)= 4,394
p<0,05].
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4.2.2.2 Resultados para Atividade do Complexo Il no Hipocampo

Para Atividade do Complexo Il no Hipocampo, ANOVA de Duas
Vias revelou efeito principal da cetamina [F (4,53)= 12,99 p< 0.0001]
assim como do género [F(1,53 )=19,1 p<0,0001] e interacdo entre
efeitos da cetamina e do género [F (4,53 )=18,26 p<0,0001].

4.2.2.3 Resultados para Atividade do Complexo Il no Estriado

Para Atividade do Complexo Il no Coértex Estriado, ANOVA de duas
vias revelou que ndo houve efeito significativo da cetamina [F
(4,57)=0,55595 p>0,05], porém houve efeito referente ao género
[F(1,57)= 13,77 p<0,001] se interacdo significativa entre efeitos da
cetamina e do género [F (4,57)= 0,9496 p>0.05].

4.2.3 Atividade do Complexo I1-111

Machos Fémeas

Salina

Cetamina 5mg/kg
Cetamina 15mg/kg
Cetamina 25mg/kg

Atividade do
innn

Complexo II-111
[nmol./min.mg proteina]
~

Cetamina 50mg/kg

Cortex Hipocampo Estriado Cértex Hipocampo Estriado

Figura 17: Resultados para Atividade do Complexo II-11l (machos e fémeas).
* diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste
post hoc de Tukey). & diferente do grupo de mesma dose de cetamina (ou
salina) mas de género oposto (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc
de Tukey). Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (machos:
n=6al0; fémeas: n=4a7).

4.2.3.1 Resultados para Atividade do Complexo IlI-1ll no Cortex
Prefrontal

Nesta estrutura a cetamina 50mg/kg causou, nas fémeas, uma queda
de 58% da atividade em relagdo ao controle. Para Atividade do
Complexo IlI-111 no Cortex Prefrontal, ANOVA de duas vias revelou
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efeito principal da cetamina [F (4,57)= 3,015 p<0,05] mas ndo do
género [F(1,57)= 3,291 p>0,05], com interacdo significativa entre
efeitos da cetamina e do género [ F(4,57)= 7 p<0001].

4.2.3.2 Resultados para Atividade do Complexo I1-111 no Hipocampo

Para Atividade do Complexo II-11l no Cértex Hipocampo, ANOVA de
duas vias revelou efeito principal da cetamina [F(4,60)= 7,607 p<
0,0001] assim como do género [F(1,60)= 29,94 p<0,0001] e interacédo
entre efeitos da cetamina e do género [F (4,60) = 3,252 p< 0,05].

4.2.3.3 Resultados para Atividade do Complexo II-111 no Estriado

Para Atividade do Complexo II-111 no Estriado, ANOVA de duas vias
revelou efeito principal da cetamina [ F(4,60 )= 5,88 p<0,001] assim
como do género [F(1,60)= 8,42 p<0,01] e interagdo entre efeitos da
cetamina e do género [F (4,60)= 5,339 p=0,001].
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4.2.4 Atividade do Complexo IV

Machos Fémeas
801
604 Salina
Cetamina 5mg/kg

404 =« Cetamina 15mg/kg

., &

* . 5 1
20L
0

Cortex Hipocampo Estriado Cortex Hipocampo Estriado

Cetamina 25mg/kg

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

Cetamina 50mg/kg

Figura 18:Resultados para Atividade do Complexo IV (machos e fémeas). *
diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste post
hoc de Tukey. & diferente do grupo de mesma dose de cetamina (ou salina) mas
de género oposto (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Tukey).
Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (machos: n =5 a 8;
fémeas: n=4 a 6).

4.2.4.1 Atividade do Complexo IV no Cortex Prefrontal

Nesta estrutura, a cetamina 50mg/kg causou uma queda de 45% na
atividade desta enzima em relagdo ao controle, entre as fémeas. Para
Atividade do Complexo 1V no Cortex Prefrontal, ANOVA de duas vias
revelou efeito principal da cetamina [F (4,45)= 6,492 p<0,001] e do
género [F(1,45)= 19,47 p<0,0001], com interacdo significativa entre
efeitos da cetamina e do género [ F(4,45)= 9,391 p<0001].

4.2.4.2 Resultados para Atividade do Complexo IV no Hipocampo

Para Atividade do Complexo IV no Hipocampo, ANOVA de duas
vias revelou efeito principal da cetamina [F(4,47)= 5,32 ,p< 0,01] assim
como do género [F(1,47)= 144,2 , p<0,0001] porém nao houve interacdo
entre efeitos da cetamina e do género [F (4,47) = 1,511 ,p> 0,05].

4.2.4.3 Resultados para Atividade do Complexo IV no Estriado

Para Atividade do Complexo 1V no Estriado, ANOVA de duas vias
revelou efeito principal da cetamina [F(4,46 )= 10,81 p<0,0001] assim
como do género [F(1,46)= 209,6 p<0,0001] e interacdo entre efeitos da
cetamina e do género [F (4,46)= 10,31 p=0,0001].
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4.2.5 Resultados para Atividade da CK

2.5 Machos Fémeas
Salina

Cetamina 5mg/kg
Cetamina 15mg/kg
Cetamina 25mg/kg

Cetamina 50mg/kg

Atividade da
Creatina Cinase
[nmol./min.mg proteina]

Cortex Hipocampo Estriado Cértex Hipocampo Estriado

Figura 19:Resultados para Atividade da CK (machos e fémeas). * diferente do
respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de
Tukey) . & diferente do grupo de mesma dose de cetamina (ou salina) mas de
género oposto (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Tukey).
Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (machos: n =7 a 11;
fémeas: n=5a7).

4.2.5.1 Resultados para a Atividade da CK no Cértex Prefrontal

Para Atividade da CK no Coértex Prefrontal, ANOVA de duas vias
revelou efeito principal da cetamina [F (4,59)= 3,478 p<0,05] e do
género [F(1,59)=11,75 p<0,01], porém ndo houve interagdo
significativa entre efeitos da cetamina e do género [ F(4,59)= 1,605 p>
0,05].

4.2.5.2 Resultados para Atividade da CK no Hipocampo

Para Atividade da CK no Hipocampo, ANOVA de duas vias revelou
efeito principal da cetamina [F(4,64)= 3,691 p< 0,01] assim como do
género [F(1,64)= 4,39 p<0,05] e interacdo entre efeitos da cetamina e do
género [F (4,64) = 3,234 p< 0,05].

4.2.5.3 Resultados para Atividade da CK no Estriado

Para Atividade da CK no Estriado, ANOVA de duas vias ndo revelou
nenhum efeito da cetamina [ F(4,60)= 1,812 p>0,05] tampouco do
género [F(1,60)= 2,739 p>0,05] nem interacédo entre efeitos da cetamina
e do género [F (4,60)= 0,5752 p>0,05].
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4.2.6 Resultados para Atividade da SDH

Machos Fémeas

101 *1& *1&
Salina

8 Bl cetamina 5mg/kg
Il Ccetamina 15mg/kg

o
1
=

1 e Bl cetamina 25mg/kg

Il cetamina 50mg/kg

Atividade da

Ccortex Hipocampo Estriado Cadrtex Hipocampo Estriado

Figura 20:Resultados para Atividade da SDH (machos e fémeas). * diferente
do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de
Tukey). & diferente do grupo de mesma dose de cetamina (ou salina) mas de
género oposto (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Tukey).
Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (machos: n = 6 a 10;
fémeas: n=5a7).

4.2.6.1 Atividade da SDH no Cértex Prefrontal

Para Atividade da SDH no Cértex Prefrontal, ANOVA de duas vias
ndo revelou efeito da cetamina [F (4,56)= 1,491 p>0,05] mas sim do
género [F(1,56)= 89,12 p<0,0001], e com interacdo significativa entre
efeitos da cetamina e do género [ F(4,56)= 4,286 p<0,01].

4.2.6.2 Resultados para Atividade da SDH no Hipocampo

No hipocampo, a atividade da SDH esteve 337% maior entre machos
na dose de 25mg/kg e 617% maior na dose de 15mg/kg, em relagdo as
fémeas.

Para Atividade da SDH no Hipocampo, ANOVA de duas vias revelou
efeito principal da cetamina [F(4,64)= 6,02 , p<0,001] assim como do
género [F(1,64)= 180,6 p<0,0001] e interacdo entre efeitos da cetamina
e do género [F (4,64) = 4,552 p< 0,01].
4.2.6.3 Resultados para Atividade da SDH no Estriado

Para Atividade do Complexo SDH no Estriado, ANOVA de duas vias
ndo revelou efeito principal da cetamina [ F(4,58 )= 1,879 p>0,05]
porém houve efeito do género [F(1,58)= 19,55 p<0,0001] e interacdo
entre efeitos da cetamina e do género [F (4,58)= 6,946 p=0,0001].
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4.2.7 Resultados para Atividade da Citrato Sintase

Machos Fémeas salina
157 B cetamina 5mg/kg
Bl cetamina 15mg/kg
Bl cetamina 25mg/kg

10 |+ 1 Bl cetamina 50mg/kg

Atividade da
Citrato Sintase
[nmol./min.mg proteina]
—

—

Coértex Hipocampo Estriado Cdrtex Hipocampo Estriado

Figura 21: Resultados para Atividade da Citrato Sintase (machos e fémeas). *
diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste post
hoc de Tukey). Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Media
(machos: n =3 a 4; fémeas: n=4 a 5).

4.2.7.1 Resultados para a Citrato Sintase no Cértex Prefrontal

ANOVA de duas vias ndo teve efeito da cetamina [F (4,32)= 2,059
p>0,05] mas houve importante efeito do género [F(1,32)= 17,65
p<0,001], sem interacdo significativa entre efeitos da cetamina e do
género [ F(4,32)= 0,4318 p>0,05].

4.2.7.2 Resultados para Atividade da Citrato Sintase no Hipocampo

Para Atividade do Citrato Sintase no Hipocampo, ANOVA de duas
vias mostrou que ndo houve efeito da cetamina [F(4,35)= 0,3636 p>
0,05], mas apenas efeito do género [F(1,35)= 12,29 p<0,01], contudo
sem interagdo entre efeitos da cetamina e do género [F (4,35) = 0,9514
p>0,05].

4.2.7.3 Resultados para Atividade da Citrato Sintase no Estriado

Para Atividade do Citrato Sintase no Estriado ANOVA de duas vias
mostrou efeito nulo da cetamina [ F(4,32 )= 0,2651 p>0,05], tampouco
do género [F(1,32)= 0,2431 p>0,05] nem mesmo interacdo entre efeitos
da cetamina e do género [F (4,32)= 1,517 p=0,2208].
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4.2.8 Resultado para o Peso dos animais

1507 Machos Fémeas

1001

Salina

Peso(g)

Cetamina 5mg/kg

50 Cetamina 15mg/kg

Cetamina 25mg/kg

o Cetamina 50mg/kg

Figura 22: Resultados para Peso dos animais (machos e fémeas). Resultados
expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (machos: n= 23 a 25; fémeas: n=
22 a24).

Quanto ao peso dos animais, demonstramos que houve uma diferencga
pequena, mas significativa, atribuivel ao género [F(1,227)= 27,62
p<0,0001] porém nenhum efeito da cetamina [F(4,227)= 0,6197 p>0,05]
tampouco interacdo entre esses fatores [F(4,227)= 0,3128 p>0,05]. Por
estes resultados, vemos que um importante parametro da saude fisica
destes animais estd preservado e sem influéncia da cetamina,
descartando um eventual viés a influenciar o seu comportamento.
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4.3 RESULTADOS DOS TESTES BIOQUIMICOS (ESTRESSE
OXIDATIVO)

4.3.1 Resultados para Dosagem de HNE

salina
B cetamina 5mg/kg
Hl cetamina 15mg/kg
Hl cetamina 25mg/kg
B cetamina 50mg/kg

Niveis de HNE

Figura 23: Resultados para Dosagem de HNE (machos e fémeas). * diferente
do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de
Tukey) . & diferente do grupo de mesma dose de cetamina (ou salina) mas de
género oposto (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Tukey).
Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (machos: n=5a7;
fémeas: n=5a7).

4.3.1.1 Resultados para a Dosagem de HNE no Hipocampo

No hipocampo, a cetamina aumentou os niveis de HNE em fémeas
35% acima dos machos da mesma dose (25mg/kg), e 104% a mais que
0s machos na dose de 15mg/kg. ANOVA de Duas Vias revelou efeito
principal da cetamina [F(4,48) = 72,65 p<0,0001]; efeito significativo
do género [F(1,48)= 16,15 p<001] e interacdo significativa entre esses
fatores [ F(4,48) = 5,373) p<0,01]. O teste post hoc da ANOVA de Duas
vias mostrou, ainda, que os grupos de fémeas com cetamina 15mg/kg e
25mg/kg tiveram aumento do HNE em relacdo aos grupos de mesma
dose nos machos.

4.3.1.2 Resultados para a Dosagem de HNE no Estriado

No Estriado, a cetamina causou um aumento nas fémeas, 89% maior
gue os machos na dose de 25mg/kg e 172% maior na dose de 15mg/kg.
ANOVA de Duas Vias revelou efeito principal da cetamina [F(4,51) =
76,29 p<0,0001]; efeito significativo do género [F(1,51)= 42,42
p<0,0001] e interacdo significativa entre esses fatores [ F(4,51) = 12,95
p<0,0001].
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4.3.2 Resultados para Dosagem de 8-1SSO

Machos Fémeas

0.0101
Salina

*
0.008 Bl cetamina 5mg/kg

*1& .
Ml cetamina 15mg/kg

0.0064
Bl cetamina 25mg/kg

0.004 T Bl cetamina 50mg/kg

Niveis de 8-1SSO
—
—
—

0.002

0.000-

Hipocampo Estriado Hipocampo Estriado

Figura 24: Resultados para Dosagem de 8-1SSO (machos e fémeas). *
diferente do respectivo grupo salina (ANOVA de uma via seguida de teste post
hoc de Tukey. & diferente do grupo de mesma dose de cetamina (ou salina) mas
de género oposto (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Tukey).
Resultados expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (machos: n=5a 7,
fémeas: n=5a7).

4.3.2.1 Resultados para Dosagem de 8-1ISSO no Hipocampo

Para Dosagem de 8-ISSO no Hipocampo, ANOVA de Duas vias
mostrou que ndo houve efeito da cetamina [F(4,47)= 0,5429 p> 0,5],
tampouco efeito do género [F(1,47) = 0,04284 p>0,5] nem mesmo
interacdo entre os fatores [F(4,47) = 1,09 p>0,1].

4.3.2.2 Resultados para Dosagem de 8-1SSO no Estriado

Na dose de 15mg/kg, a cetamina causou um aumento de 76% dos
niveis nas fémeas em relacdo aos machos nesta dose, enquanto que na
dose de 5mg/kg, os machos tiveram uma aumento de 143% em relagdo
as fémeas.

ANOVA de Duas vias revelou que efeito significativo da cetamina
[F(4,51) = 18,33 p<0,0001] porém sem efeito do género [F(1,51) =
0,4377 p > 0,5]. Houve, no entanto, interagdo significativa entre
cetamina e género [F(4,51) = 8,884 p<0,0001].
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4.3.3 Resultados para Dosagem de Glutationa Total

Machos Fémeas

0.006 1
B salina

Bl cetamina 5mg/kg
0.004 & Il Cetamina 15mg/kg
Il cetamina 25mg/kg

Il cetamina 50mg/kg
0.002

Niveis de Glutaiona Total

0.000-

Hipocampo Estriado Hipocampo Estriado

Figura 25: Resultados para Dosagem de 8-1SSO (machos e fémeas). &
diferente do grupo de mesma dose de cetamina (ou salina) mas de género
oposto (ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Tukey). Resultados
expressos em Média +/- Erro Padrdo da Média (machos: n =5 a 7; fémeas: n=5
a’v).

4.3.3.1 Resultados para Dosagem de Glutationa Total no Hipocampo

Para Dosagem de Glutationa no Hipocampo, ANOVA de Duas Vias
revelou que ndo houve efeito da cetamina [F (4,48)= 0,8112 p>0,5],
tampouco efeito do género [F(1,48)=0,1821 p>0,5] nem interacdo entre
esses fatores [F(4,48)= 1,458 p>0,1].

4.3.3.2 Resultados para Dosagem de Glutationa Total no Estriado

Para Dosagem de Glutationa no Estriado, ANOVA de Duas Vias
mostrou que ndo houve efeito da cetamina [F(4,51)= 0,7754 p>0,5]
porém houve efeito significativo do género [F(1,51)= 25,78 p<0,0001]
sem haver contudo interacéo entre os fatores [F(4,51)= 0,619 p>0,5].
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5 DISCUSSAO

O presente estudo visou testar a validade de face e de constructo de
um modelo animal de esquizofrenia na infancia, através administragéo
repetida de cetamina em cinco diferentes doses em ratos Wistar machos
e fémeas, e realizacdo de testes comportamentais que comprovem a
producdo de alteragbes semelhantes a Esquizofrenia em seres humanos.
Foram administradas as doses de 5mg/kg e 15mg/kg, as quais, em
estudos anteriores em machos adultos jovens, ndo causaram alteracdes
comportamentais e tiveram efeito antidepressivo (figura 3). Ja as doses
de 25mg/kg e 50mg/kg produziram, em estudos anteriores com ratos
adultos jovens, efeitos semelhantes a esquizofrenia (figura 3)

O presente estudo visou testar as diferencas entre 0s géneros e
confrontd-las com as diferencas que ocorrem entre criangas com
esquizofrenia, as quais sdo menos evidentes que as que ocorrem no
transtorno em adultos e adolescentes (Ordéfiez et al., 2016). Portanto,
tinha-se a hipotese de que a cetamina nas doses de 25mg/kg e 50mg/kg
causasse alteragdes tipo-esquizofrenia enquanto que as doses 5mg/kg e
15mg/kg ndo causassem alteracbes. Porém, as doses de 5mg/kg e
15mg/kg causaram alteracbes comportamentais e bioquimicas em
fémeas, sugerindo que estas doses ndo podem ser usadas em estudos
com a cetamina em ratas prepUberes como antidepressivo. Ja as doses de
25mg/kg e 50mg/kg produziram diversas altera¢cfes comportamentais e
bioguimicas semelhantes a esquizofrenia em ambos 0s sexos.

Os resultados mais relevantes foram locomocéo (figura 4) e niveis de
HNE e 8-1SSO (figura 23). Para distancia percorrida (figura 4), as
fémeas tiveram um aumento (em relacdo aos machos da mesma dose)
estatisticamente significativo de 106% na dose de 50mg/kg, 134% na
dose de 25mg/kg e 182% na dose de 15mg/kg, portanto, mais do que
dobrando a distAncia percorrida nessas doses. Este achado
comportamental mostra uma diferenca significativa na reacdo a
cetamina, tendo machos e fémeas diferentes curvas dose-resposta para
um mesmo medicamento (figura 4). Além disso, em um outro grupo de
animais (cuja morte ocorreu 48h apds a Gltima injecdo, ver tabelas 2 e 3)
foi demonstrado aumentos de grande monta dos marcadores HNE e 8-
ISSO (figuras 23 e 24). Portanto, estes dados bioquimicos demonstram
que a cetamina, nas doses e protocolos utilizados produziu dano
oxidativo duradouro nas estruturas cerebrais analisadas, em
concordancia com os achados em seres humanos com esquizofrenia.

Em geral, a cetamina reproduziu, em ratos machos prepuberes, 0s
efeitos na PPI (figuras 11 e 12) e na locomocao (figuras 4, 5, 6 e 7) que
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representam os sintomas "positivos" da Esquizofrenia, isto é, a psicose e
a agitacdo (Malhotra et al., 1996, APA, 2013). No entanto, na interacdo
social (figuras 8, 9 e 10) e na Esquiva Inibitoria (figuras 13 e 14), que
representam 0s sintomas “negativos” (anedonia, depressdo) de
Esquizofrenia, as alteracbes ndo foram reproduzidas, em desacordo com
estudos anteriores em ratos adultos jovens (Canever et al., 2010). No
presente estudo, a PPI foi diminuida pela cetamina 50mg/kg, em todas
as intensidades. Este achado concorda com um estudo anterior (Zugno et
al., 2014b), o qual concluiu que cetamina 25mg/kg é capaz de diminuir a
PPl em ratos adultos. O presente estudo mostra que, em ratos Wistar
prepuberes, cetamina 25mg/kg e cetamina 50mg/kg aumentaram a
distdncia percorrida em campo aberto, assim como 0s movimentos
estereotipados, concordando com estudos anteriores em ratos machos
adultos jovens (Zugno et al., 2013). Em relacdo & interacdo social
(figuras 8, 9 e 10), os presentes resultados em ratos jovens do sexo
masculino estdo em desacordo com Canever et al. (2010), que constatou
que ratos adultos que receberam cetamina em dose aguda tiveram sua
interacdo social prejudicada. O presente estudo também diverge Zugno
et al. (2013) que mostrou que uma dose aguda de cetamina 25 mg/kg e
privacdo materna (180 minutos nos dias 1 a 10 p6s-natal) aumentou a
laténcia para iniciar o contato social. O presente estudo em ratos jovens
do sexo masculino ndo revelou alteragdes na Esquiva Inibitdria (figura
13), 24h e 48h apds a Ultima injecdo. Os presentes resultados divergem
do estudo anterior de Zugno et al (2014a) que mostrou que 0s ratos
machos adultos submetidos a cetamina 25 mg/kg durante 7 dias tiveram
perda de memoria na esquiva inibitdria, iniciada 24 horas apés a Gltima
injecdo. Portanto, o presente estudo sugere que ratos Wistar machos
prepuberes podem ser mais resistentes aos efeitos da cetamina para os
sintomas "negativos”, tais como Esquiva Inibitéria e Interacdo Social,
do que ratos adultos jovens.

As doses de cetamina de 5 mg/kg e 15 mg/kg tém sido utilizados em
modelos terapéuticos de tratamento de depressdo, uma vez que doses
muito baixas de cetamina demonstraram efeitos antidepressivos em
animais e seres humanos (Réus et al., 2015). Estas doses demonstraram
nenhum efeito prejudicial e reverteram modelos de depresséo em ratos
Wistar machos adultos. Os resultados deste estudo nos machos
prepuberes confirmam estes resultados, mas nas fémeas, estas mesmas
doses baixas modificaram pardmetros comportamentais. A cetamina
5mg/kg alterou a interacdo social (figuras 8, 9 e 10) e cetamina 15 mg
/kg alterou a distdncia (figura 4), a estereotipia (figura 5), a esquiva
inibitéria (figura 14) e a PPI (figura 12). Assim, futuros estudos em
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ratos Wistar prepUberes com a cetamina como um antidepressivo terdo
que levar em conta possiveis efeitos nocivos, e da mesma forma, ensaios
clinicos em criancas com depressdo deverdo considerar possiveis
diferencas de género (Francescheli et al., 2015; Donoghue et al., 2015).

Comparando-se os presentes resultados com a condicdo em seres
humanos, verifica-se que as poucas alteracbes na interacdo social (e
apenas em fémeas) estdo em desacordo com a apresentacdo da
esquizofrenia em adultos e criancas. Na esquizofrenia, as dificuldades
de interacdo social sdo evidentes, na maioria dos casos, mesmo antes da
apresentacdo do primeiro surto psicético, caracterizando a
“personalidade pré-morbida” (APA, 2013). Além disso, a memoria de
longo prazo (24h) para um evento estressor (choque elétrico) na esquiva
inibitdria esteve preservada em todos os animais, havendo dano somente
nas fémeas, na memoria imediata e de curto prazo. Sabemos que
pacientes esquizofrénicos com décadas de doenca apresentam deficits de
meméria que se aproximam de um quadro demencial (Kraepelin, 1921;
Craddock e Owen, 2010). No entanto, no inicio da doenca, uma parte
importante da memoria estd preservada, em especial a memoria
emocional (Dieleman et al., 2015). Os déficits apresentados pelas
fémeas podem corresponder, na verdade, a ansiedade e a déficits na
fungdo executiva (Shields et al., 2016), e ndo a perda de memoria. De
qualquer forma, a auséncia de déficit de memdria de longo prazo para
evento estressor ndo invalida o presente modelo, no que se refere a
Esquizofrenia na Infancia.

Quanto aos efeitos da cetamina, existe razoavel similaridade entre as
alteracBes induzidas em humanos e em animais, corroborando seu uso
em modelos animais de psicose (Ram et al., 2013). Sabe-se que 0s
efeitos psicéticos da cetamina costumam ser menos freqiientes em
criancas do que em adultos, o que é corroborado pela maior parte dos
resultados deste estudo (em compara¢do com resultados anteriores em
ratos machos adultos). Os efeitos psicoticos da cetamina nas criangas
sdo de menor intensidade, de maneira tal que tornam possivel seu uso
em cirurgias como anestésico, e seus efeitos podem ainda ser prevenidos
com uso prévio de haloperidol (Amr et al., 2013). Em roedores, o efeito
psicotico dos antagonistas NMDAr também é maior na faixa etéria de
adultos jovens, validando a correlagdo do modelo animal com a psicose
em humanos (Farber et al., 1995).

Outra constatagcdo importante do presente trabalho foi a de que o
género feminino foi um fator significativo no aumento da distancia total
em campo aberto (Figura 4), provando que, de acordo com esse
parametro, ratas prepuberes foram mais sensiveis ao efeito da cetamina
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gue os machos (mas ndo havia quaisquer diferencas entre 0s grupos
salina feminino e masculino). Este achado corrobora varios estudos em
animais (Zhao et al., 2013) e seres humanos (Xu et al., 2015) mostrando
que os efeitos dos antagonistas dos receptores NMDA mudam conforme
0 género. Uma vez que os animais do estudo foram testados antes da
puberdade, é razoavel especular que estas diferencas surgiram devido a
particularidades na sinalizagdo NMDA, as quais poderiam ter sido
geradas no periodo prenatal (Hsu et al., 2001). Em animais, existem
muitas evidéncias de que diferencas normais no comportamento entre
machos e fémeas sdo determinadas no periodo gestacional, pela
diferenca nos niveis de estrogenos (Hines et al., 2015). Foram
encontradas diferencas de género em adultos com Esquizofrenia, com
muito poucos estudos na Esquizofrenia na Infancia sobre este tema
(O'Neill et al, 2004;. Kim et al, 2010;. Goldstein et al, 2013). Um estudo
mostrou que a perda de massa cinzenta no SNC que ocorre na
Esquizofrenia na Infancia é igual em meninos e meninas com essa
condicdo (Weisinger et al., 2013).

A hipétese da hipofuncdo do receptor NMDA postula que varios
fatores de risco interagem com alteracBes genéticas no periodo de pré-
natal, que por sua vez alteram a funcdo de receptores glutamatérgicos
em todo o cérebro e, em seguida, predispdem a condigdes psiquidtricas,
incluindo a esquizofrenia tardiamente (Zugno et al., 2013;. Wang et al,
2015). Postula-se que, na esquizofrenia, os receptores glutamatérgicos
estejam alterados por fatores de risco ambientais e genéticos, mas nao se
sabe se meninos e meninas com Esquizofrenia tém as mesmas alteragdes
que os adultos (Kim et al., 2010).

A maior sensibilidade de ratas prepuberes a um antagonista do
receptor NMDA no presente estudo apoia a hipdtese de que as meninas
em alto risco de psicose sdo mais vulneraveis a alguns dos sintomas
esquizofrenia, o que foi revelado em alguns estudos (Weintraub et al.,
1978; Gutt et al, 2008;.. Maydell et al, 2009). Uma hipétese alternativa é
a de que o género ndo é importante como fator de risco para
Esquizofrenia na Infancia, apesar da acdo dos horménios andrégenos na
vida prenatal sobre receptores glutamatérgicos (Ropcke e Eggers, 2005;
Weisinger et al, 2013). Sendo uma condigdo rara, existe entre os estudos
sobre Esquizofrenia na Infancia uma grande variabilidade nos sintomas
reportados e na proporcdo entre pacientes do género masculino e
feminino (tabela 1). Quanto aos efeitos da cetamina, um estudo mostrou
que as mulheres usudrias recreacionais de cetamina reportaram mais
sintomas cognitivos que os homens (Chen et al., 2014). Assim, a maior
vulnerabilidade dos animais do género feminino no presente estudo é
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corroborada por uma maior vulnerabilidade aos efeitos da cetamina no
género feminino também entre seres humanos.

E possivel que, ao menos em parte, as diferencas de género nas
alteracBes comportamentais induzidas pela cetamina tenham relacéo
com diferencas no metabolismo energético. Os resultados do presente
estudo em relagdo as alteracfes no metabolismo energético mostram que
cada dose de cetamina afetou pelo menos uma enzima em pelo menos
um dos géneros. Os efeitos da cetamina foram altamente varidveis de
acordo com a dose.

Os resultados deste estudo mostraram que a cetamina alterou a
atividade das enzimas mitocondriais em todas as doses, principalmente
aumentando a atividade (figuras15, 16, 17 e 18).

Quanto aos resultados da atividade de CK, observou-se aumento em
diferentes estruturas, tanto em machos quanto em fémeas (figura 19).
Este aumento esta de acordo com estudo prévio com cetamina aguda em
ratos adultos (Canever et al., 2010) e com diversos estudos em soro de
pacientes esquizofrénicos, tanto de inicio adulto quanto de inicio
precoce (Blumensohn et al., 1998; Hermesh et al., 2002). Além disso, 0s
resultados do presente estudo mostraram predominio de aumento nos
machos, o que também é corroborado por um estudo em adolescentes
(humanos) com Esquizofrenia (Hermesh et al., 2002). O aumento
verificado no presente estudo se opfe a queda da atividade na CK
observada em cérebros post mortem de pacientes com longo periodo de
doenca (Burbaeva et al., 2003). Logo, os presentes resultados na CK
corroboram a hipotese de que o presente modelo é representativo da
Esquizofrenia nos primeiros estagios da doenca, quando ha aumento da
atividade metabdlica.

Quanto a atividade dos complexos da cadeia mitocondrial, no
complexo |, houve aumento da atividade entre animais machos, no
hipocampo e no estriado (figura 15). Estes resultados estdo de acordo
com Dror et al. (2002) que mostrou aumento do complexo | em
plaquetas de pacientes esquizofrénicos, durante os surtos psicoticos. No
estriado, ndo houve alteracdo nos demais complexos em machos (figuras
16, 17 e 18), em desacordo com estudos em pacientes esquizofrénicos
(Prince et al., 1999; Prince et al., 2000). Os resultados em machos estdo
também em divergéncia com um estudo anterior de Oliveira et al. (2011)
em ratos adultos com cetamina 25mg/kg por 7 dias, o qual obteve
aumento da atividade do complexo | no cértex prefrontal, uma hora apés
a injecdo. Também chama a atencdo que 0s animais machos, no
hipocampo, tiveram aumento da atividade dos complexos mitocondriais
(figuras 15 a 18), da CK (figura 19) e da SDH (figura 20) na dose de
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15mg/kg. Nesta dose, estudos anteriores em ratos adultos jovens
mostraram ter efeito antidepressivo (Réus et al., 2015) e ndo alterar a
funcdo mitocondrial (Zugno et al., 2015). Estudos adicionais serdo
necessarios para compreender o papel da idade nas diferencas no
metabolismo mitocondrial, e como este é afetado pela cetamina.

Os animais machos apresentaram aumento da atividade dos
complexos e a da enzima do ciclo de Krebs SDH também em outras
doses no hipocampo, o que pode corresponder ao aumento da atividade
do hipocampo em pacientes esquizofrénicos, verificado em alguns
estudos (Heckers et al., 2015). Este aumento, no entanto, é patolégico
no sentido em que leva a uma atrofia hipocampal em longo prazo
(Prestia et al., 2015). Os ratos machos apresentaram, ainda, diminui¢do
da atividade da Citrato Sintase no prefrontal com cetamina 5mg/kg
(figura 21). Este achado contradiz o resultado em cérebro de pacientes
post mortem obtido por Bubber et al. (2011) que ndo mostrou alteracdo
da atividade desta enzima (mas mostrou aumento da SDH). De forma
intrigante, a queda na Citrato Sintase foi encontrada também em um
modelo animal de mania (Freitas et al., 2010). As diferencas dos nossos
resultados para aqueles em seres humanos provavelmente sdo causadas
pelo fato de que esses estudos foram feitos em cérebro post mortem, de
pacientes com muitos anos de doenga e em uso de antipsicéticos. Por
isso, ndo € de se surpreender se muitos dos nossos achados forem, na
verdade, o oposto daqueles encontrados em estudos post mortem. Um
exemplo bem evidente ¢ a atividade da CK, a qual esteve aumentada em
nosso estudo, sendo que em estudos post mortem ela esta abaixo dos
niveis dos controles (Aksenova et al., 1999; Burbaeva et al., 2003). Por
conseguinte, considerando a maior parte dos nossos achados, pode-se
especular que o presente trabalho tenha produzido alteragdes
congruentes para 0s sintomas positivos de esquizofrenia, e numa fase
precoce da doenca.

Os resultados do presente estudo das enzimas mitocondriais
mostraram importantes diferencas entre ratos machos e fémeas (figuras
de 15 a 19). Essas diferencas ocorreram ndo s6 pela acdo da cetamina,
como verificamos diferencas entre os machos e fémeas controles, ou
seja, diferencas inerentes ao género. Estdo bem documentadas na
literatura diferencas importantes no metabolismo energético entre
homens e mulheres, e entre machos e fémeas em modelos animais
(Demarest e McCarthy, 2014). Um exemplo classico foram estudos em
homens e mulheres sobreviventes da fome durante a Segunda Guerra
Mundial. Nesses estudos, verificou-se uma tendéncia entre os homens
de perda de proteinas e entre as mulheres, de perda de gordura,



86

refletindo diferentes preferéncias dos seus organismos na obtencdo de
ATP em caso de inani¢do. Devido a este mecanismo, as mulheres
acabam sendo mais resistentes que os homens a desnutricdo, e estudos
em animais corroboram esta diferenca entre os sexos (Widdowson,
1976).

E bem conhecido o papel dos horménios estrogenos na funcéo
mitocondrial. Estudos em ratos mostraram que as fémeas tém menores
niveis de estresse oxidativo no SNC e maior atividade das enzimas
mitocondriais (Demarest e McCarthy, 2015). Algumas destas
caracteristicas dependem da acdo direta dos estrégenos, outras
permanecem durante a vida. Podem desaparecer durante o0
envelhecimento (Gaignard et al., 2015) ou, dependendo do parametro
medido, resultar em maior acimulo de radicais livres nos machos
(Guevara et al., 2011). Em geral, os estrégenos promovem um aumento
da capacidade energética cerebral através do favorecimento da glicolise
aerébica. (Brinton, 2008). No entanto, como o presente estudo foi
realizado no periodo anterior a puberdade, inferimos que as diferencas
entre ratos machos e fémeas nos nossos resultados devam ser devido a
diferencas hormonais de origem intrauterina (Hsu et al., 2001).

Assim, os resultados no prefrontal sugerem que as fémeas tém um
nivel de atividade mitocondrial maior do que os machos (figuras 15, 17
e 18). Nesta estrutura, a cetamina na dose de 50mg/kg reduziu a
atividade de todos os complexos. Esta alteracdo é sugestiva de uma
caracteristica de pacientes esquizofrénicos, que é a diminuicdo do
metabolismo da glicose no lobo frontal, conhecida como
“hipofrontalidade” (Weinberger e Berman, 1988). Postula-se que a
perda da atividade nesta estrutura cerebral (figura 02) comprometa o
controle dos impulsos emocionais e sensoriais que ocorrem no restante
do cérebro, predispondo a psicose e aos sintomas negativos (Desco et
al., 2003). Além disso, as ratas fémeas apresentaram aumento da
atividade nos complexos Il-111 e IV no estriado (sob efeito da cetamina),
0 que pode corresponder, também, a uma alteracdo presente em
pacientes psicoticos tanto cronica quanto agudamente, que é o aumento
da atividade nesta estrutura, devido ao excesso de atividade dos
receptores de dopamina (Kegeles et al., 2010). Apesar de as alteracdes
no metabolismo energético (em fémeas) no presente trabalho serem
sugestivas de ter semelhanca com a esquizofrenia, é importante enfatizar
gue ndo é possivel provar apenas pelos presentes métodos esta hipétese.
Além disso, essas alteracdes foram predominantes nas fémeas no
presente estudo, o que ndo é validado pelos estudos em criangas com
Esquizofrenia (Weisinger et al., 2013).
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As alteragdes mitocondriais na esquizofrenia levam, em Ultima
analise, ao desequilibrio entre producdo e metabolismo de EROS,
levando a condicdo de dano chamada estresse oxidativo (Bitanihirwe e
Woo, 2011). Portanto avaliamos pardmetros de dano oxidativo (Figuras
23, 24 e 25) com o objetivo de verificar as alteracdes em longo prazo
induzidas pela cetamina, as quais estdo bem documentadas em modelos
com ratos machos adultos jovens. A permanéncia das alteragdes
induzidas pela cetamina por um periodo de varios dias ap0ds a ultima
injecdo é considerada uma validacdo deste modelo, uma vez que as
alteragdes bioquimicas nos transtornos psiquiatricos costumam ser
duradouras (Chatterjee et al., 2011). Além disso, avaliamos a meméria
aversiva destes animais (Tabela 3; Figuras 13 e 14), 24 e 48 horas apds a
Gltima injecdo, seguindo esta mesma légica de que um modelo valido
deve induzir alteragdes duradouras, neste caso, a perda de memoria que
ocorre em pacientes com varios anos de doencga (Torgalsbgen e Rund;
1998). O aumento dos niveis de HNE (figura 23) é um indicativo de
peroxidacdo lipidica, um dos pardmetros de deteccdo do estresse
oxidativo, ou seja, um aumento da producdo de radicais livres sem
compensacdo adequada das defesas antioxidantes (Bitanihirwe e Woo;
2011). No presente estudo, as doses de 25 e 50mg/kg induziram
aumento do HNE em machos e fémeas, sendo que, em fémeas, também
a dose de 15mg/kg induziu aumento, no hipocampo e no estriado. Ainda
no estriado, as fémeas tiveram aumento dos niveis de 8-1SSO com as
doses de 15, 25 e 50mg/kg, e uma queda com 5mg/kg. O 8-ISSO é
proveniente da degradacdo da membrana lipidica das células e, além
disso, tem acdo ele préprio no aumento da atividade inflamatéria
(Morrow et al., 1990). O aumento do HNE e do 8-1SSO no estriado de
ratos machos e fémeas neste estudo sugere que a cetamina, administrada
cronicamente, é capaz de induzir ndo apenas dano oxidativo, mas um
estado de inflamacéo cronica no SNC, semelhante ao que ocorre na
Esquizofrenia (Nagai et al., 2011; Brown, 2011). N&o houve alteracdes
significativas devido a cetamina nos niveis de glutationa total (figura
25) sugerindo que a cetamina ndo interfere de forma importante neste
importante sistema antioxidante. Encontramos, no entanto, diferenca
entre 0s animais controles no estriado, sendo que as fémeas tém
inerentemente menores niveis de glutationa que os machos nesta
estrutura.

Além disso, no presente estudo as ratas prepuberes tiveram aumento
do HNE e do 8-1SSO com a dose de 15mg/kg, a qual, em ratos machos
adultos, tem efeito antidepressivo (Réus et al., 2015). Este resultado ¢é
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mais um indicio de que a cetamina em baixas doses, como
antidepressivo, tem efeitos diferentes entre os sexos, devendo-se ter
cuidado em futuros experimentos tanto em animais como em humanos,
documentando-se as alteragcbes em individuos de ambos 0s sexos
(Carrier e Kabbaj, 2013) .

A relacdo entre estresse oxidativo e esquizofrenia é bem estabelecida
(Bitanihirwe e Woo, 2011)., mas faltam estudos correlacionando o dano
oxidativo com outros fatores, entre os quais 0 género. Um estudo
mostrou que o dano oxidativo em pacientes esquizofrénicos este maior
em pacientes habitantes de areas urbanas e rurais, porém ndo encontrou
diferencas significativas entre os géneros (Reyazuddin et al., 2014).
Ainda quanto & Esquizofrenia na Infancia, os poucos estudos existentes
sugerem que as alteracBes organicas tém gravidade semelhante entre
meninos e meninas (Weinsinger et al., 2013). Embora o estresse
oxidativo possa ocorrer em niveis semelhantes entre os géneros, é
possivel que os mecanismos de protecdo sejam diferentes, pois os
efeitos das diferencas hormonais iniciam desde a gestacdo. No0ssos
resultados, tendo sido obtidos em animais antes da puberdade,
evidenciam que ha diferencas entre 0s géneros nos efeitos pro-oxidantes
da cetamina.

O presente trabalho encontrou importantes diferencas entre o0s
géneros, tanto nas alteragBes comportamentais quanto bioquimicas. E
importante enfatizar que os achados sobre a maior vulnerabilidade do
género feminino aos efeitos da cetamina em si ja estdo amplamente
corroborados por pesquisas em humanos e animais (Carrier e Kabbaj,
2013; Chen et al., 2014), porém esta diferenca ndo existe na mesma
proporcao entre criangas com Esquizofrenia (Weinsinger et al., 2013).
Segundo os resultados de Ordéfiez et al. (2016), as poucas diferencas
encontradas na amostra do seu estudo refletiriam apenas as diferencas
encontradas entre meninos e meninas na populagdo geral. Ainda assim,
h& estudos apontando diferencas de género entre criangas e adolescentes
com risco para Esquizofrenia (Gutt et al., 2008). Os presentes resultados
lancam, entdo, uma importante questdo: é possivel que eles estejam
apontando para uma possivel wvulnerabilidade de meninas a
esquizofrenia na infancia, que ainda ndo foi percebida nos estudos
clinicos, com pacientes e com populacdes vulneraveis.
Alternativamente, é possivel que 0s nossos resultados apontem, na
verdade, para uma falha no modelo da cetamina como indutor de
esquizofrenia, e que, em criangas com risco de esquizofrenia, outros
fatores além da hipofuncdo do receptor NMDA sejam mais relevantes
(figura 1). Estes fatores, entdo, levariam a uma incidéncia e a um quadro
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fisiopatoldgico semelhante entre os sexos nesta faixa etaria.

Além disso, o presente trabalho corrobora com estudos em ratos,
mostrando que a dose antidepressiva € menor em ratas fémeas que em
ratos machos (Franceschelli et al., 2015). O presente estudo concorda
com os achados anteriores em animais e humanos mostrando que ha
diferenca entre os sexos na distribuicdo dos receptores NMDA cerebrais
(Gray et a., 2015). Essas diferencas podem estar envolvidas na maior
predisposicdo as mulheres a depressdo, mas também a maior
sensibilidade aos antagonistas NMDA.

As diferencas nas alteracbes comportamentais e bioquimicas do
presente modelo indicam que, em futuros estudos, tornar-se-a
mandatério utilizar machos e fémeas, pois 0 uso apenas de animais
machos certamente traria um resultado diferente do que o ocorre, de
fato, na fisiopatologia da Esquizofrenia em criangas, a qual atinge de
forma numericamente semelhante a ambos 0s sexos.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo visou avaliar a validade de face e de constructo para
um modelo animal de esquizofrenia na infancia, em ratos e ratas Wistar
prepuberes, com a administracdo de cetamina entre 23 e 30 dias de
idade, nas doses de 5mg/kg, 15mg/kg, 25mg/kg e 50mg/kg.

Todas as doses alteraram o metabolismo energético em machos e
fémeas. As doses de cetamina 5mg/kg e 15mg/kg produziram alteracfes
comportamentais e estresse oxidativo em fémeas, mas ndo em machos.

As doses 5mg/kg e 15mg/kg demonstraram efeito antidepressivo em
estudos anteriores com ratos machos adultos, logo, 0s presentes
resultados terdo relevancia em futuros estudos em ratos Wistar
prepuberes sobre os efeitos antidepressivos da cetamina.

As doses de 25mg/kg e 50mg/kg de cetamina produziram alteragdes
semelhantes a esquizofrenia em ratos Wistar preplberes machos e
fémeas, portanto, as mesmas poderdo ser utilizadas em futuros estudos
com modelos animais de esquizofrenia na infancia.
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ANEXO A — APROVACOES DA COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS

@
. 4 cEuA;

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

CERTIFICADO
Certificamos que o projeto intitulado "Modelo ammal de esqutzofrema na
infancia em Ratas Wlstar, com 0S Ci

bioquimicos”, Protocolo n° 052/2015-2 sob a responsabllrdade de Alexandra
2Zugno, equipe: Josiane Budni, Patricia Fernanda Schuck, Samira Valvassori e
Vanessa Moraes de Andrade, Lara Canever, Felipe Damazio Pacheco, Alexandra
Stephanie Almeida Heylmann, Gustavo Mastella e Louyse Sulzbach Damazio, que
envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no. | 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto no. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da UNESC — Universidade do Extremo Sul Catarinense.

Vigéncia do Projeto | 15/03/2016 a 15/12/2016
Espécie/Linhagem | Rato heterogénico Wistar

N°. De animais 120

Peso/ldade 80 a 130g / 28 dias

Sexo M/F

Origem Biotério da Universidade do Extremo

Sul Catarinense — UNESC

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

Protocol number: 052/2015-2

Principal Investigator: Josiane Budni
Researchers: Josiane Budni, Patricia Fernanda Schuck, Samira Valvassori e Vanessa
Moraes de Andrade, Lara Canever, Felipe Damazio Pacheco, Alexandra Stephanie
Almeida Heylmann, Gustavo Mastella e Louyse Sulzbach Damazio.
Project title: “An animal model of childhood onset J in female Wistar
rats, with behavioral and biochemical

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

Cricitima, 03 de dezembro de 2015.

e
JAIRO JOSE ZOCCHE

Coordenador da CEUA
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Universidade do Extremo Sul Catarinense
Comisséo de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Modelo animal de esquizofrenia na
infancia em Ratos Wistar machos e fémeas, com cetamina: parametros
Jo is e bioquimi “Pr lo n° 008/2015-2 sob a responsabilidade de
Alexandra loppi Zugno e equipe: Josiane Budni, Patricia Fernanda Schuck, Samira
Valvassori, Vanessa Moraes de Andrade, Lara Canever, Felipe Damazio Pacheco,
Alexandra Stephanie Almeida Heylmann, Gustavo Mastella, Louyse Sulzbach Damazio,
que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no. | 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto no. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da UNESC — Universidade do
Extremo Sul Catarinense, em reunido de: 11/08/2015.

Vigéncia do Projeto | 30/08/2015 a 15/12/2016

Espécie/linhagem Rattus norvegicus (Wistar)

N°. De animais 120

Peso/Idade 80 a 130 g/ 23 dias

Sexo M

Origem Biotério da Universidade do Extremo

Sul Catarinense — UNESC

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

Protocol number: 008/2015-2

Principal Investigator: Alexandra loppi Zugno

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

Project title: An animal model of childhood onset schizophrenia in male Wistar rats
males and fe les, with k ine: behavioral and biochemical par S

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

L) Criciuma, 12 de agosto de 2015.

JAIR&SE’ ZOCCHE

Coordenador da CEUA
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