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RESUMO

ALTERACOES RESPIRATORIAS EM MITOCONDRIAS DERIVADAS DE CEREBROS DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AO MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA
INDUZIDO POR CETAMINA

A esquizofrenia € um transtorno mental grave e incapacitante que atinge cerca de 24 milhdes
de pessoas no mundo. Essa doenca psiquidtrica estd cada vez mais sendo alvo de estudos,
devido a suas caracteristicas como heterogénea em termos de mecanismos e multifatoriais, bem
como grande impacto social e econdmico. A esquizofrenia estd associada com disfungdo
mitocondrial e com desequilibrio oxidativo. O desequilibrio oxidativo altera vias celulares, pois
altera moléculas como os lipidios, proteinas e DNA, sendo este um dos fatores relacionados a
progressdo de doencas. Com o intuito de contribuir para o avango no entendimento da
fisiopatologia e possivelmente novos alvos para o tratamento da esquizofrenia, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a fun¢do de mitocondrias cerebrais isoladas de animais submetidos
ao modelo de esquizofrenia induzido por administracdo repetida de cetamina, investigando
respiracdo mitocondrial, influéncia na abertura do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (mPTP), alteracdes ocasionadas por estresse oxidativo e sua regulacdo pelo
sistema renina-angiotensina (SRA). Para tanto, camundongos Swiss adultos foram tratados por
via intraperitoneal (i.p) por 14 dias, com cetamina (grupo KET) 20mg/kg ou salina (grupo
controle). Trinta minutos apds a ultima administracdo de KET os animais foram submetidos a
avaliacdo comportamental pelo teste do campo aberto e eutanasiados para remocao dos cérebros
e sequencialmente isolamento das mitocondrias. Foi realizado dosagem de proteinas totais,
avaliacdo da respiragdo/fun¢do mitocondrial, inchamento mitocondrial (abertura do mPTP) e
quantificacdo da producdo de perdxido de hidrogénio (H202). Os dados comportamentais
mostraram que a exposicdo repetida a KET induziu hiperlocomocdo, hiperatividade e
ansiedade, modelando, portanto, sintomas positivos da esquizofrenia. As mitocondrias isoladas
do tecido cerebral dos animais submetidos a KET apresentaram respiracdo e fungdo
prejudicadas, e maior producdo de peréxido de hidrogénio, indicando estresse oxidativo em
comparacdo com o grupo controle, também ocasionando aumento da enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD). A exposi¢do das mitocOndrias isoladas a angiotensina II e
losartana nao causou alteracdes significativas na respiracao mitocondrial. Em conclusao, este
estudo demonstrou que apds administracdo de KET por 14 dias, as mitocondrias cerebrais tém
a fungdo e respiracdo ineficientes, mais precisamente a inatividade do complexo I e II da cadeia
transportadora de elétrons (CTE) mitocondrial, e maior producdao de H>O, determinando o
estresse oxidativo, corroborando as evidéncias de disfuncdo mitocondrial desencadeada por
bloqueio de receptores NMDA. Os métodos utilizados neste estudo sdo promissores para
ampliar as pesquisas sobre a relacdo das mitocondrias cerebrais e a esquizofrenia, ajudando no
aprimoramento da fisiopatologia da doenca, e assim poder investigar novos mecanismos para
alternativas farmacoldgicas, como os receptores da angiotensina presentes nas mitocondrias e
os medicamentos antagonistas desse sistema, a fim de contribuir e avancar na terapéutica desta
doenca que ainda € incurdvel.

Palavras-chave: Esquizofrenia; Cetamina; MitocOndria; Estresse oxidativo.



ABSTRACT

RESPIRATORY CHANGES IN MITOCHONDRIA DERIVED FROM BRAIN OF
MICE SUBMITTED TO THE ANIMAL MODEL OF SCHIZOPHRENIA INDUCED
BY KETAMIN

Schizophrenia is a serious and disabling mental disorder that affects about 24 million people
worldwide. This psychiatric disease is increasingly being the subject of studies, due to its
characteristics as heterogeneous in terms of mechanisms and multifactorial, as well as great
social and economic impact. Schizophrenia is associated with mitochondrial dysfunction and
oxidative imbalance. Oxidative imbalance alters cellular pathways, as it alters molecules such
as lipids, proteins, and DNA, which is one of the factors related to the progression of diseases.
To contribute to the advancement in the understanding of the pathophysiology and possible new
targets for the treatment of schizophrenia, the objective of the present work was to evaluate the
function of brain mitochondria isolated from animals submitted to the model of schizophrenia
induced by repeated administration of ketamine, investigating mitochondrial respiration,
influence on the opening of the mitochondrial permeability transition pore (mPTP), alterations
caused by oxidative stress and its regulation by the renin-angiotensin system (RAS). For this
purpose, adult Swiss mice were treated intraperitoneally (i.p) for 14 days with ketamine (KET
group) 20mg/kg or saline (control group). Thirty minutes after the last administration of KET,
the animals were submitted to behavioral evaluation by the open field test and euthanized to
remove the brains and sequentially isolate the mitochondria. Total protein dosage,
mitochondrial respiration/function assessment, mitochondrial swelling (mPTP opening), and
quantification of hydrogen peroxide (H202) production were performed. Behavioral data
showed that repeated exposure to KET induced hyperlocomotion, hyperactivity, and anxiety,
thus modeling positive symptoms of schizophrenia. Mitochondria isolated from the brain tissue
of animals subjected to KET showed impaired respiration and function. They also increased
hydrogen peroxide production, indicating oxidative stress compared to the control group,
causing an increase in the antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD). Exposure of
isolated mitochondria to angiotensin II and losartan did not cause significant changes in
mitochondrial respiration. In conclusion, this study demonstrated that after administration of
KET for 14 days, brain mitochondria have inefficient function and respiration, more precisely
the inactivity of complex I and II of the mitochondrial electron transport chain (ETC), and
greater production of H202 determining oxidative stress, corroborating the evidence of
mitochondrial dysfunction triggered by NMDA receptor blockade. The methods used in this
study are promising to expand research on the relationship between brain mitochondria and
schizophrenia, helping to improve the pathophysiology of the disease and thus be able to
investigate new mechanisms for pharmacological alternatives, such as angiotensin receptors
present in mitochondria and drugs antagonists of this system, to contribute and advance in the
treatment of this disease, which remains incurable.

Keywords: Schizophrenia; Ketamine; Mitochondria; Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia € um transtorno mental que atinge cerca de 24 milhdes de
pessoas no mundo. Comumente, € diagnosticada na fase final da adolescéncia e/ou inicio da
idade adulta, em média aos 24 anos de idade, com sintomas mais graves e precoces em homens
do que nas mulheres. Dentre os sintomas podemos destacar, perturbacdo e desorganizacao de
pensamentos, emogdes, percepcdes e comportamentos. E descrito como sintomas primordiais
as alucinacdes e delirios, denominada de psicoses, em que impede o desenvolvimento
educacional e ocupacional adequado do individuo (WHO, 2022).

No século XVIII, nos paises europeus a esquizofrenia era associada a doenca
demoniaca, loucura ou insanidade mental (FRANGOU, 2022). Em 1860, Morel considerava
como deméncia pela presenca de sintomas precoces nos individuos, com demonstracdes de
comportamentos anormais, onde o termo “catatonia” foi utilizado por Kahlbaum em 1874. Por
conseguinte, em 1896, Emil Kraepelin desagregou as condi¢des impostas como deméncia e
psicose maniaco-depressiva, € em 1911 Eugen Bleuler renomeou a deméncia precoce como
esquizofrenia, onde ele acreditava que decorria de divisdo entre a fun¢do cognitiva e afetiva. A
etiologia da esquizofrenia tem diversas causas que podem contribuir para o surgimento da
patologia, como bioldgicos, psicoldgicos, sociais e fatores genéticos (BARTLEY; ROSS, 2020;
TSOIL; HUNTER; WOODRUFF, 2008).

Atualmente, a esquizofrenia é considerada uma sindrome que se manifesta a partir de
sintomas descritos em termos como: Positivos, negativos e cognitivos (HARVEY et al., 1996;
TANDON; KESHAVAN; NASRALLAH, 2008). Os sintomas positivos englobam delirios e
alucinagdes, os negativos sao desmotivacao e retraimento social (ELKIS, 2000), e os cognitivos
com alteracdes de memoria e dificuldade de concentragao (HOWES; KAPUR, 2009).

Os portadores de esquizofrenia também apresentam alteracoes no volume de dreas
cerebrais como o hipocampo, cértex cingulado anterior, lobo frontal e temporal (CASTRO-DE-
ARAUIJO et al., 2020). Os critérios diagnésticos da esquizofrenia sao ocorréncias de distirbio
desenvolvimental, delirios bizarros como sons de vozes, alucina¢des, conversagdo incoerente e
expressao emocional diminuida (HAYASHI; KURODA; INADOMI, 2022) Os episédios
psicéticos também induzem aumento de niveis de citocinas pro-inflamatérias em diferentes

regides cerebrais, como a presenga de citocinas pré-inflamatorias IFNy e IL5 foram associadas



17

com menor volume da area cortical total (LASKARIS et al., 2021).

Diversos relatos de estudos de situagdes favoraveis para o surgimento da esquizofrenia,
como complicagdes na gestagdo como infec¢des, hipdxia no feto em trabalho de parto e bebés
prematuros tem maior predisposi¢do para desenvolver a patologia no inicio da idade adulta,
bem como, foi demonstrado que pode ocasionar a sensibilizacdo da dopamina causando danos
ao hipocampo cerebral, possibilitando mal desenvolvimento comportamental e cognitivo (LAU
et al., 2013).

O fator genético € demonstrado como grande contribuinte no desenvolvimento da
esquizofrenia, visto que, em estudos com determinados portadores de esquizofrenia e seus
parentes de grau aproximado, mesmo que ndo apresentando a doenca, exibiram reducdo de
amplitude do endofendtipo P50, um tipo de onda relacionada ao estimulo do filtro sensorial a
situagdes auditivas causando confusdo cognitiva, em que sdo modulados por receptores
nicotinicos no hipocampo cerebral, mais precisamente a variante do gene do receptor de
nicotina alfa-7 (SIEVER; DAVIS, 2004).

Ha diversos tipos de genes com expressoes ineficientes na esquizofrenia, como o subtipo
In6, gene envolvido na expressdo da proteina parvalbumina nos interneurdnios gabaérgicos,
coligados a alteragdes nas neurotransmissdes (KONDO et al., 2022). Outro tipo de mutagado é
relatado no gene GLO1 que comanda o sistema enzimdtico glioxalase (GLO) tem a atividade
reduzida para desintoxicacdo de componentes da glicolise observados em modelo de
esquizofrenia, alterando comportamento animal e disfuncdo mitocondrial juntamente com
estresse oxidativo em regides do CPF (TORIUMI et al., 2021).

A disfuncdo glutamatérgica em receptores NMDA ocasiona a desregulacdo de
dopamina em é&reas cerebrais influencia o surgimento das psicoses, principal evidéncia da
esquizofrenia (HOWES; SHATALINA, 2022). A dopamina atuando de forma excessiva, e
juntamente com seus subprodutos de oxida¢ao influencia a disfung¢ao mitocondrial (BERMAN;
HASTINGS, 1999). Consequentemente, o surgimento das disfun¢des mitocondriais a niveis
moleculares, como polimorfismos no DNA mitocondrial e desregulacdo de genes envolvidos
no metabolismo energético. Os genes mais afetados na esquizofrenia sdo os que tem atividade
nos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial, alterando a funcionalidade da mitocondria
(PARK; PARK, 2012).

A disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo pode gerar radicais livres devido a
elétrons desemparelhados ou vazamento de elétrons no processo de respiragcdo celular originado
de espécies reativas de oxigénio (ERO). Acontece o estresse oxidativo em condi¢des de

desequilibrio no metabolismo celular, onde ha demasiada produciao de ERO e falha no sistema
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de defesa antioxidante ocasionada por disfun¢do na producdo e distribui¢ao das moléculas, ou
excessivos estimulos externos. Quando ha grande quantidade de ERO pode ser prejudicial,
estimulando as vias de transduc¢@o desajustada das macromoléculas celulares como os lipidios,
proteinas e DNA, causando a progressao de doencas (SINGH; RANA; PANDEY, 2022).

A problematica da esquizofrenia relaciona-se do fato das pessoas afetadas ndo terem
integracao social, visto que a maioria sdo individuos desempregados, que ndo estudam, usudrios
de medicacdes, ou seja, dependente dos recursos governamentais para se manterem juntamente
com o respectivo cuidador. Devido a maioria dos esquizofrénicos se isolarem por causa dos
pensamentos peculiares, esses permanecem solteiros e desprovido de amizades pela dificuldade
de se relacionar com as pessoas, assim podem se sentirem solitarios desenvolvendo outros

distirbios, podendo chegar até cometer o suicidio (SHER; KAHN, 2019).

1.2 Fisiopatologia da esquizofrenia

Os graves sintomas da esquizofrenia impulsionaram diversos estudos com o objetivo de
avancar na fisiopatologia, sendo assim, as pesquisas na area de neurobiologia e genética
fornecem subsidios para o entendimento e buscas de novos tratamentos. Com isso, foram
propostas hipéteses para se entender melhor a neurobiologia deste transtorno mental (PINO et
al., 2014). A primeira hipétese, conhecida como hipétese dopaminérgica, postulou que a
esquizofrenia era causada por concentragdes elevadas deste neurotransmissor nesses pacientes,
bem como em pessoas saudédveis sob efeito de drogas estimulantes do sistema dopaminérgico.
Com o avancar das pesquisas foi descoberto que a disfuncdo do receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA), envolvido na neurotransmissao glutamatérgica, resulta em sintomas semelhantes aos
observados na esquizofrenia, como observado na administra¢ao de antagonistas desse receptor,
a cetamina (VASCONCELOS et al., 2005). A instabilidade do neurotransmissor de dopamina
pode acontecer devido a problemas nos receptores glutamatérgicos de NMDA em regides
cerebrais, como estriado e CPF (JAVITT, 2007).

Em estudos anatomicos do cérebro de portadores de esquizofrenia pode-se observar o
comprometimento de diferentes vias cerebrais que contribuem para funcionalidade normal do
individuo. A regido do estriado contribui para manifestacdes como as alucinacdes e paranoias,
ja alteragdes no cortex pré-frontal esta relacionado a problemas de planejamento e organizacdo
de pensamentos, no sistema limbico a euforia e auséncia de controle emocional, no hipocampo

dificuldade de recordacdes e aprendizados, no lobo occipital com prejuizos e alteracdes na
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visdo, e no sistema de audi¢do (lobo temporal) causam os delirios de vozes inexistentes
(BRADFORD, 2009).

Nas pesquisas iniciais acerca do entendimento das manifestacdes da esquizofrenia foi
observado que o tratamentos de animais com os neurolépticos clorpromazina e o haloperidol
resultava no aumento de dopamina em regides cerebrais, indicando que se houver antagonismo
dos receptores dopaminérgicos ha aumento dos niveis do neurotransmissor dopamina, como
processo compensatorio, pois o organismo entende que precisa elevar a liberacdo do
neurotransmissor para conseguir ativar o receptor que estd bloqueado e conseguir desencadear
o estimulo (NETO; BRESSAN; BUSATTO FILHO, 2007).

Portanto, com os avangos dos estudos sobre a esquizofrenia é descrito atualmente

diversas hipéteses para melhor compreensao desta devastadora doenca.

1.2.1 Hipotese dopaminérgica

A dopamina € um neurotransmissor do SNC originado de neur6nios situados no tronco
cerebral atuando em diversas vias cerebrais. Ha diversos receptores da dopamina espalhados
pelo encéfalo, todos acoplados a proteina G. Os receptores dopaminérgicos D1 e D5 atuam por
estimulacdo da adenilato ciclase, ja o D2, D3, e D4 bloqueiam esta enzima. Vale destacar que
o antagonismo do receptor D2 € utilizado como mecanismo de agdo comum da maioria dos
farmacos antipsicéticos (MOREIRA; GUIMARAES, 2007).

Os receptores dopaminérgicos estdo envolvidos na regulacdo de diversas fungdes
importantes. Neste contexto, receptores D1 presentes no CPF e estriado t€ém fun¢@o na memoria
de trabalho e tomada de decisdo, receptores D2 no estriado e hipocampo envolvidos com
alteragdes no comportamento, receptores D3 quando estimulado afeta a cogni¢do no CPF que
quando bloqueado melhora a aprendizagem, ja no estriado modula o comportamento, receptores
D4 no CPF e hipocampo relaciona-se a reconhecimento de objetos, aten¢do e comportamento
exploratorio. Os receptores D1 e D2 estdo relacionados a atividade locomotora e na atividade
de recompensa por estimulos naturais ou induzidos por drogas de abuso (LEDONNE;
MERCURI, 2017; SIBLEY; MONSMA; SHEN, 1993; STAHL, 2018).

Ha quatro vias centrais da dopamina (DA) que se projetam distintamente no SNC
(Figura 1). A via dopaminérgica mesocortical se projeta da drea tegmental ventral (ATV) para
regides do cortex pré-frontal, relacionando-se com fungdes cognitivas, atencdo e memoria; a
via dopaminérgica mesolimbica vai da ATV para regides do sistema limbico que fazem parte o

ntcleo accumbens, hipocampo e amigdala, envolvidos nas emog¢des; a via dopaminérgica nigro-
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estriatal da substincia negra ao estriado, locais responsdveis pela coordenacdo motora de
movimentos voluntérios, em que falhas nestas regides podem causar distirbios motores como

acatisia e tremores; Via dopaminérgica tuberoinfundibular do nicleo arqueado do hipotdlamo

até a glandula pituitéria, responsavel por controlar hormoénios como a prolactina (CAI et al.,
2021).

Figura 1- Vias dopaminérgicas
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Fonte: Okinawa Institute of Science and Technology Graduate University website, adaptado. Disponivel em:

https://www.oist.jp/news-center/photos/dopamine-pathways.

As vias da dopamina mais relacionadas a esquizofrenia, sdo: A via mesocortical,
mesolimbica e nigro-estriatal. Dentre as vias dopaminérgicas e sua relagdo com os sintomas da
esquizofrenia podemos citar a via mesolimbica, em que nos sintomas positivos tem-se a
ativacdo excessiva da dopamina nos receptores D2 no nucleo accumbens e estriado, € os
sintomas negativos sao provenientes da diminui¢do de ativacao dos receptores D1 na regido do

cortex pré-frontal. Onde essas teorias sdo foco nas pesquisas para encontrar uma medicagdo que
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reduza a estimulacdo da dopamina no nicleo accumbens melhorando os sintomas positivos da
esquizofrenia e que aumente a neurotransmissao ao receptor dopaminérgico no cortex pré-
frontal tratando assim os negativos e cognitivos da doenga (ESTEVINHO; FORTUNATO,
2003; MOREIRA; GUIMARAES, 2007).

Entretanto, a hipétese dopaminérgica € insuficiente para entender a complexidade da
doenca, os questionamentos mais colocados dos pesquisadores sdo: Por que o inicio e
desenvolvimento da esquizofrenia acontecem mais entre o fim da adolescéncia e principio da
vida adulta? As alteracOes estruturais, diversidade dos sintomas e os medicamentos
antipsicoticos utilizados com tratamentos insuficientes pelos casos de recidiva dos sintomas,
efeitos colaterais constantes ou decorréncia parcial dos sintomas, impulsionaram estudos de

outras hipéteses (NETO; BRESSAN; BUSATTO FILHO, 2007).

1.2.2 Hipotese glutamatérgica

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio relacionado a hipotese da
esquizofrenia. Nesse sentido, a cetamina e a fenciclidina s@o drogas que induzem sintomas da
esquizofrenia, com agdo no antagonismo dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA),
contribuindo principalmente para a manifestacdo de sintomas negativos e cognitivos (UNO;
COYLE, 2019). O bloqueio no receptor NMDA provoca ndo sé alucinagdes, mas também
sintomas como isolamento social, desmotivacdo, dificuldade em expressar emogdes e
sentimentos, falta de energia e redug¢do do aprendizado em atividades simples (SCHWARTZ et
al., 2012).

Quando os receptores NMDA estdo hipofuncionais, nos interneurdnios GABAérgicos
(4cido gama-aminobutirico) no CPF sendo esta hipofuncionalidade na esquizofrenia
normalmente relacionada a um problema neurodesenvolvimental, ocorre a redugdo da liberagao
do GABA, levando a excitacdo da via mesolimbica e a liberagdo de dopamina que ao se ligar
a receptores D2 causa alucinagdes e psicoses (STAHL, 2018).

O glutamato estimula diversos receptores no SNC como os denominados
metabotrépicos (mGluRs) que sdo receptores acoplados a proteina G regulando os processos
celulares por essa via, e os ionotropicos (iGluRs) s@o ajustados por canais idnicos que
distribuem impulsos excitatérios (PINZ()N—PARRA et al., 2022). As trés subfamilias de
receptores agonistas iGluR, os receptores AMPA (AMPArs) tendo como subunidade GluA,
cainato (KArs) subunidade GluK, e o NMDA (NMDArs). Assim, cada subunidade tem seu
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comando no amino terminal extracelular (ATD) e o dominio de ligacdes especificas (REINER;
LEVITZ, 2018; VALLI; SOBRINHO, 2014).

O NMDArs tem as subunidades GluN1, GluN2 e GluN3 que se agrega ao aminodcido
D-serina, podem também seguir para sinalizar os receptores metabotrépicos. Os d-receptores
que faz parte do iGlur, mas pouco compreendido, esses ndo sdo ativados por ligantes, entretanto,
sdo importantes para plasticidade e organizagdo de sinalizacao sindptica. Os diferentes subtipos
de iGluR abundantes no cérebro tem diferentes sinalizacdes e expressdes funcionais de acordo
com a localizacao (REINER; LEVITZ, 2018).

A teoria da hipofuncdo do receptor NMDA contribui para o conceito de que a
neurodegeneracao devido a morte do neurdnio € causada pela liberacao excessiva de glutamato
e superestimulagcdo dos receptores NMDA, conhecidos como excitotoxicidade. O excesso de
influxo de sédio e cdlcio através dos canais NMDA dependentes de glutamato provoca
superproducao de radicais livres, causando estresse oxidativo e morte do neurdonio (PINO et al.,
2014).

A hipétese do receptor NMDA e a dopamina sdo teorias que estio intimamente ligados,
pois foi observado que os receptores NMDA podem ser responsdveis por um estado de excesso
de producdo de dopamina e a administracdo de antagonistas dopaminérgicos parecem

influenciar a fun¢do de receptores NMDA (PINO et al., 2014).

1.2.3 Hipotese gabaérgica

O é4cido gama-aminobutirico (GABA) € um neurotransmissor de carater
inibitério predominante no SNC com funcionalidade de equilibrar as neurotransmissoes
excitatdrias, neurogénese, maturacdo e apoptose neuronal. Ha diversos tipos de receptores e
subunidades, controlados por ligantes ionotrépicos e metabotropicos. Ha diversos relatos de
prejuizo da expressio de GABA na esquizofrenia, como redu¢do da L-prolina no CPF
reduzindo a liberacdo de GABA, danificando as expressdes de RNA mensageiro da proteina
GADG67 nos terminais dos neurdnios acarretando em déficits cognitivos da doenca (ZHANG et
al., 2021).

A maturacdo de GABA ocorre no periodo pds nascimento, € empecilhos no
desenvolvimento pode acarretar problemas psiquidtricos no decorrer da vida. As evidéncias
relacionando a esquizofrenia e as alteracOes gabaérgicas surgiram a partir de andlises da
concentracdo de GABA no cortex através da atividade reduzida da enzima sintetizadora o dcido

glutamico-descarboxilase (GAD), bem como alteracdes em etapas pré- e pds-sindpticas do
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neur6nio. Em diversos estudos post-mortem relatam diminui¢cdo de expressdo em tecido
cerebral de pacientes que eram portadores de esquizofrenia, a isoforma GADG67, que €
envolvido em transmissdo sindptica e plasticidade neuronal (NAKAZAWA et al., 2012;
REYNOLDS; BEASLEY, 2001).

A parvalbuma é uma proteina de ligacdo importante para plasticidade neuronal e
expressoes sindpticas, teoria que relata prejuizo no neurodesenvolvimento causado por trauma
interno ou infec¢des em fases importantes para maturacao cerebral, liberando-se produtos do
estresse oxidativo que sdo toxicos para os neurOnios que expressam a parvalbumina, desta
forma, também sendo diminuido os niveis na detec¢ao dos neurdnios de GABA e evidenciando
a reducdo no cortex cerebral de esquizofrénicos (REYNOLDS; BEASLEY, 2001).

Vale destacar que as alteracdes observadas nos neurdnios parvalbumina ocorrem devido

a dano oxidativo destas células durante o neurodesenvolvimento.

1.3 Estresse oxidativo e neuroinflamacao na esquizofrenia

O estresse oxidativo € um processo de desequilibrio bioquimico, desencadeado por
diversos estimulos que podem ser internos ou externos ao organismo. E consequéncia de uma
alta producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN),
relacionando-se também com uma baixa capacidade de expressdo dos sistemas e produtos
antioxidantes. O estresse oxidativo causa danos nas macromoléculas, como as proteinas,
lipidios e danifica a fun¢do dos acidos nucleicos, ou seja, altera a estrutura do DNA celular,
causando evolu¢do nas doencas humanas (ALIZADEH et al., 2022; REUS et al., 2018).

O desequilibrio nas moléculas de oxigénio e o extravasamento de elétrons por falha em
alguma etapa da respiracdo celular podem colaborar para formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) como o peréxido de hidrogénio (H20:), o radical superdxido e o radical
hidroxila, e as espécies reativas de nitrogénio (ERN) que incluem 6xido nitrico e o peroxinitrito.
Desta forma, sdao alvos as defesas antioxidantes para balancear esse processo danoso
(BITANIHIRWE; WOO, 2011).

Alteracdes sao bem evidentes em trabalhos cientificos em andlises nos niveis sanguineos
dos produtos oxidativos como peroxidagdo lipidica e 6xido nitrico, e enzimas antioxidantes
reduzidas como a catalase, o superéxido dismutase e a glutationa peroxidase, todos relatados
em portadores de esquizofrenia comparados a grupos com mesmas caracteristicas, entretanto,

sauddveis (DE WITTE et al., 2014). Em portadores de esquizofrenia o estresse oxidativo €
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associado aos diferentes sintomas da doenca, sendo demonstrado através de pouca agdo das
enzimas antioxidantes (WEI et al., 2022).

Além do estresse oxidativo, a neuroinflamacao estd sendo cada vez mais enfatizada nas
doencas que acometem o cérebro. Em estudos foi identificado nos pacientes portadores de
esquizofrenia, niveis séricos elevados de um tipo de proteina que influencia o processo
inflamatdrio, denominada de proteina quimiotdtica de mondcitos-1 (MCP-1), e um indicador
de dano oxidativo o 8-hidroxideoxiguanina (8-OHdG) (MA et al., 2020). Biomarcadores nos
estudos com animais de laboratério, em que foi induzido a psicose com cetamina,
demonstraram neuroinflamacdo nas andlises neuroquimicas. O fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) importante para neuroplasticidade manifestou reducdo significativa nas
psicoses, pois em caso de neuroinflamacdo esta é afetada. Na neuroinflamacdo também sao
expressivas as células microgliais, acionando citocinas inflamatérias como o TNF-a, este por
sua vez ¢é distinguido por elevar-se na via dopaminérgica cerebral, resultando em psicose
(IBRAHIM et al., 2022).

Ha diversos fatores para biomarcadores na esquizofrenia, varios estudos relataram que
nos fatores genéticos predominavam diversos genes alterados que elevam o risco para
desenvolvimento da psicose, polimorfismos do complexo de histocompatibilidade (MHC) no
cromossomo 6. As respostas inflamatérias devido a infec¢des também sdo revelados que
transmitem citocinas que possibilitam o risco para a doenca, principalmente em fase de
desenvolvimento (MILLER; GOLDSMITH, 2019).

A esquizofrenia € descrita como uma patologia que desencadeia desequilibrio na
funcionalidade do SNC, sistema imunolégico periférico e variacdoes genéticas. O sistema
imunolégico tem funcdo deficiente na doenga, portanto, hd alteracdes nas citocinas e em
marcadores inflamatérios. Nos ensaios clinicos foi demonstrado que niveis de IL-1RA, IL-10
e IL-15 foram aumentados em portadores de esquizofrenia que nao haviam se tratado com AP,
e depois demonstraram que os niveis de IL-1RA e IL-10 diminuiram apds 6 semanas de
tratamento com antipsicoticos atipicos, e a alteracio nos niveis de IL-10 foi correlacionada com
a melhora dos sintomas de pacientes portadores de esquizofrenia principalmente sintomas
negativos comparados com controle saudaveis através de coleta sanguinea e ensaios

imunohistoquimicos (DE WITTE et al., 2014).



25

1.4 Relacao entre mitocondria, angiotensina e esquizofrenia

As mitocOndrias sdo organelas encontradas no citoplasma de células eucaridticas, em
cada célula existem milhares, porém as células que demandam mais energia exibem maior
quantidade de mitocondrias, como os neurdnios que precisam realizar de forma ripida e eficaz
as condugdes sinapticas no SNC. Desta forma, as mitocondrias podem ser associadas a doengas
que acometem estes sistemas com prejuizos nas atividades das células neurais (HAWRYSH;
MYRKA; BUCK, 2022; VANHAUWAERT; BHARAT; WANG, 2019).

A estrutura da mitocondria apresenta-se morfologicamente em duas membranas, externa
que apresenta invaginacdes (poros) e contém proteinas transportadoras que formam canais e
deixa a membrana permedvel para entrada de moléculas, e a camada interna separadas por
espaco intermembranar que reveste a regido denominada de matriz mitocondrial exibindo
dobras ou cristas mitocondriais. A mitocondria é formada por camada membranar externa e
interna de fosfolipidios e proteinas, na matriz mitocondrial estd o DNA mitocondrial,
ribossomos mitocondriais, RNAs e varias enzimas (Figura 2) (PEREIRA et al., 2012).

O DNA mitocondrial (mtDNA) ¢ uma molécula de heranca genética materna
(WHITEHURST; HOWES, 2022). O DNA mitocondrial humano codifica 13 componentes de
proteinas para o sistema de fosforilacdo oxidativa (CAPT; PASSAMONTI; BRETON, 2016).
Todos os processos mitocondriais sdo fundamentais ao organismo vivo, importante para
homeostase celular. Acontecem diversas etapas para quebra de glicose proveniente da
alimentacdo e posterior produg¢do de energia em forma de adenosina trifosfato (ATP). A
glicélise ocorre no citosol celular, o ciclo do dcido tricarboxilico (ciclo de Krebs) na matriz
mitocondrial e a fosforilacdo oxidativa (OXPHOS) para transporte de elétrons atraidos pelo
oxigénio (O2), ao final da cadeia respiratéria na membrana interna da mitocondria, sendo esta

ultima etapa a que produz maior quantidade de ATP (MCCLELLAND, 2011).
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Figura 2- Morfologia da mitocondria
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Outras fun¢des essenciais da mitocondria sdo tamponamento de cdlcio intracelular e
morte celular programada (apoptose), como também envolvimento no metabolismo dos
carboidratos, aminodcidos, lipidios, nucleotideos e esteroides (GANGULY; KADAM, 2022;
VERGE et al., 2011). O sistema OXPHOS ¢é dependente de O» para concluir o0 mecanismo de
geracdo de energia e qualquer alteracdo nesse sistema pode haver graves consequéncias
organicas (FERREIRA; AGUIAR; VILARINHO, 2008).

A mitocondria tem producdo de energia no sistema OXPHOS na cadeia
transportadora de elétrons (CTE) através dos elétrons provenientes do ciclo do acido
tricarboxilico da matriz mitocondrial para deslocar prétons que passam por cinco complexos
enzimdticos na membrana interna (cristas mitocondriais), que sdo: Complexo I (NADH
ubiquinona redutase); Complexo II (succinato ubiquinona redutase); Complexo III (ubiquinona
citocromo c oxidoredutase); Complexo IV (citocromo c oxidase); Complexo V (ATP sintetase).
Todos sdo responsdveis pela maior parte da sintese de ATP e sdo componentes da cadeia
respiratéria, juntamente com dois transportadores de elétrons mdveis coenzima Q10
(ubiquinona) e citocromo c (SILVA et al, 2021).

Os protons imersos no espaco intermembranar geram gradiente eletroquimico
(composto de um potencial elétrico - Ay e uma razao de concentragao de protons - ApH), onde
o complexo V utiliza a energia permitindo redu¢do do gradiente de concentracdo e a volta para
matriz mitocondrial para elaborar a unido da molécula de ADP e piruvato (Pi) para produgdo

de ATP. No final da cadeia transportadora de elétrons tem-se a producdo de H>O (NOLFI-
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DONEGAN; BRAGANZA; SHIVA, 2020). Para correta funcionalidade do sistema OXPHOS
€ necessario a obten¢do de elétrons na cadeia respiratoria por oxidagcdo de substratos, como o
malato e glutamato no complexo I e succinato no complexo II (PUCHOWICZ et al., 2004).

A entrada de elementos e a liberacdo de algum produto oxidado da mitocondria passa
pelo citosol. O citosol é um preenchimento aquoso na célula eucaridtica que diversos
componentes celulares estdo imersos, onde acontecem reacdes redox para O Processo
metabdlico e acdo de enzimas como a SOD para eliminar EROs (LOPEZ—MIRABAL;
WINTHER, 2008), também acontece reacdes de sintetizacdo de proteinas e translocacio de
substratos (AVENDANO-MONSALVE; PONCE-ROJAS; FUNES, 2020).

A mitocOndria em condi¢des excessivas de cdlcio e estresse oxidativo pode induzir a
abertura de um poro inespecifico na sua membrana, o Poro de Transi¢do de Permeabilidade
mitocondrial (mPTP). A abertura deste poro leva a perda da homeostase da organela e esta
associada a um inchamento mitocondrial com posterior aumento da produ¢do de EROs pela
mitocondria o que leva a um quadro de lesdo celular e inducdo de morte (BERNARDI, 2013;
BOYENLE et al., 2022).

O mPTP em estado patoldgico causado por aumento de Ca?, estresse oxidativo,
elevacao de fosfato e reducao de nucleotideos de adenina torna a matriz mitocondrial interna
altamente permedvel a solutos de alto peso molecular, induzindo a perda de metabdlitos
mitocondriais e sequenciando a perturbacdo da homeostase mitocondrial, resultando em morte
celular (MORCIANO et al., 2021). O mPTP quando tem a abertura de forma abundante
provoca a limitagdo da sintese de ATP intercedendo o desacoplamento da fosforilacdo
oxidativa, desestruturando a integridade funcional da célula resultando em dano irreversivel e
morte celular, situacdo presente em doencas neurodegenerativas (KALANI; YAN; YAN,
2018).

As mitocOndrias sdo organelas essenciais na neurotransmissao, sdo localizadas
em terminais sindpticas auxiliando a sustentar a producdo de ATP e tamponamento de célcio
(Ca?*). A protefna Miro é um importante transportador mitocondrial, apresentando disfungio
em situacdo de excitabilidade dos receptores glutamatérgicos (SHENG; CAI, 2012). Nas
sinapses, nos axonios, mais precisamente nos disparos neurais, as mitocondrias estdo presentes,
inclusive contribuem para uma atividade rdpida e constante (VANHAUWAERT; BHARAT;
WANG, 2019).

A relacdo entre esquizofrenia e as alteragdes de proteinas, e do metabolismo
energético pertinentes a mitocondria sdo bem enfatizadas na literatura cientifica (LEZA et al.,

2015). Entretanto, na mitocondria estd sendo amplamente rebuscada a existéncia de receptores
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AT1 e AT2. No cérebro e nas mitocondrias de neurdnios a renina se encontra de forma
abundante. A renina intracelular é carreada para o interior da mitocOndria através da sintese de
ATP e do potencial de membrana, uma funcionalidade de bioenergética mitocondrial
(ABADIR; WALSTON; CAREY, 2012). A ativagdo do sistema renina angiotensina (SRA) no
interior de células cerebrais foi evidenciado em estudos cientificos com camundongos
transgénicos, demonstrando alteracoes dos fluidos e do aumento da pressao arterial (LAVOIE
et al., 2004).

Os polimorfismos dos nucleotideos no mtDNA, genes defeituosos, muta¢des no gene
que codifica o RNA transportador, reducdo na atividade da cadeia transportadora de elétrons
(CTE), modificacdo na producdo de glicolitica de ATP, niveis de lactato elevados no liquido
cefalorraquidiano (LCR), todos foram encontrados como biomarcadores mitocondriais em
pacientes portadores de esquizofrenia, sendo associados a problemas bioenergéticos (FLIPPO;
STRACK, 2017). A esquizofrenia foi associada com danos na respira¢cdo mitocondrial por
prejuizos no complexo I (ROSENFELD et al., 2011).

Estudos clinicos e post-mortem revelaram diversos distirbios mitocondriais em
pacientes portadores de esquizofrenia, através de andlises de produtos bioquimicos. Alguns
achados como mitocOndrias presentes na vasculariza¢ao cerebral estavam microscopicamente
anormais juntamente com uma relativa deficiéncia no citocromo C oxidase (complexo IV da
CTE). Foi evidenciado também que pode existir a esquizofrenia secunddria, ou seja, pacientes
que tenham diabetes, doenga cardiaca, acidente vascular cerebral (AVC), convulsdes e surdez,
todos sdo relacionados com possiveis problemas na funcionalidade das mitocondrias
(VELAKOULIS; WALTERFANG, 2019).

O complexo SRA tem importancia direta na regulacdo da pressdo arterial sist€mica,
controla por meio do equilibrio de s6dio e dgua. A renina € uma enzima que converte
angiotensinogénio em angiotensina I (ang I) no plasma, em seguida no sistema renal a enzima
conversora de angiotensina (ECA) modifica ang I em angiotensina II (ang II), por sua vez, a
ang Il atua na suprarrenal do rim estimulando a liberacdo de aldosterona, este hormonio atua na
reabsor¢do de sodio e por processo osmoético a agua, resultando em aumento do volume
sanguineo. A ang II atua em dois tipos de receptores, receptor do tipo 1 (AT1) e 2 (AT2), com
efeitos distintos em diferentes células do organismo (LABANDEIRA-GARCIA et al., 2017).

Basicamente, o sistema renina angiotensina (SRA) sintetiza o hormo6nio angiotensina
(Ang) II, o receptor da Ang II € o receptor AT1 (AT1R), este quando ativado libera outros tipos
de hormonios que atuam na vasoconstri¢cdo e elevagao da pressao arterial (PA). A angiotensina

IT € um tipo de neuropeptidio responsdvel por estimular os neurdnios envolvidos com a
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regulagdo cardiovascular do hipotdlamo e do tronco cerebral, com vigorosa fung¢do de controlar
o sistema simpatico, pressao arterial e hiperatividade no SNC (CUADRA et al., 2010).

O SRA na mitocdndria estd ligado a producao de 6xido nitrico (NO), respiracdo celular,
ativacdo de fosfolipase C e proteina tirosina quinase. Os receptores AT1 e AT2 estdo ligados
as acdes da ang II com vdrias glicoproteinas transmembranares. Os receptores AT1 sao
localizados no interior mitocondrial, provando significamente o aumento da expressdao de
ATI1R no envelhecimento (ABADIR; WALSTON; CAREY, 2012).

Receptores de ATl e AT2 estdo presentes em mitocondrias de neurdnios
dopaminérgicos na substincia negra, os receptores AT2 estdo de forma abundantes e tem fun¢do
de protecdo celular. Os ATIR e AT2R participam do processo de respiracdo celular na
mitocOndria, o AT2R aumenta os niveis de 6xido nitrico mitocondrial e ATIR aumentou a
producdo de superoxido via mitocondrial (LABANDEIRA-GARCIA et al., 2021). AT1R no
cérebro tem efeitos danosos, como hipertensao, inflamacao, estresse oxidativo, ruptura da BHE
e neurotoxicidade (FARAG et al., 2017). A intensificagdo do complexo NADPH-oxidase 2
(Nox2) da membrana plasmatica, gera EROs provenientes de superoxido na regido intracelular,
que desempenha uma fungdo importante nos efeitos pré-oxidativos e pro-inflamatérios
(LABANDEIRA-GARCIA et al., 2021).

A angiotensina (1-7) ¢ um importante peptidio ativo do sistema renina angiotensina e
tem atividade em atenuar a dopamina no cérebro (SANTOS; ANDRADE, 2014; VARSHNEY;
GARABADU, 2021). A angiotensina (1-7) estd relacionada a beneficios da memoria de
trabalho, demonstrando atividades neuroprotetoras no SNC (HO; NATION, 2018).
Angiotensina IV peptidio que também atua no sistema renina angiotensina demonstra melhora
na cogni¢do (HO; NATION, 2018). A angiotensina III é um peptidio ativo do sistema renina
angiotensina, ainda pouco explorado e € interligado com a ativacio dos receptores 1 e 2 da
angiotensina II, bem como, tem forte relacao no controle metabdlico e regulacdo sist€mica no
cérebro (O’CONNOR et al., 2022).

Na esquizofrenia hé relacdo com o SRA, justamente pelo poder de articulacido deste
sistema nas vias de neurotransmissdes do SNC. O SRA esta intimamente ligado a acdo de
plasticidade sindptica, formacdo neural e transmissdes dopaminérgicas. Os estudos corroboram
que a ativacdo excessiva do SRA € associado a inflamacao e estresse oxidativo, ocasionando as
diversas doencas neurodegenerativas (VASCONCELOS et al., 2021a).

No cérebro a ang II tem niveis superiores relacionados aos niveis no sangue periférico,
estima-se que o SRA tem producdo independente no SNC. O angiotensinogénio € sintetizado

por células astrocitdrias de neurdnios. O SRA quando intensificado na via nigroestriatal
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estimula AT1R causando neuroinflamacéo, estresse oxidativo e degenera¢do de dopamina
(LABANDEIRA-GARCIA et al., 2021).

O ATIR ¢ ativado na membrana plasmaética por ang II extracelular e a consequente
internalizacdo de ang II via ATIR, ambos processos desencadeiam varios mecanismos de
protecdo a célula contra o estresse oxidativo em situagdes fisioldgicas normais. Entretanto, o
estimulo excessivo causa condi¢des de doenga ou envelhecimento, ha uma sobrecarga nos
mecanismos de compensatdrios de protecdo, ocasionando os danos celulares e logo o progresso
da enfermidade (Figura 3) (LABANDEIRA-GARCIA et al., 2021).

A angiotensina quando intensificada o tipo AT1R aciona NADPH-oxidase produto
relacionado e modula o ferro nos neur6nios dopaminérgicos e de células microgliais, estao
relacionados ao estresse oxidativo e neuroinflamacdo (GARRIDO-GIL et al., 2013). A
dopamina é vinculada ao SRA, observado em andlises que a ang II estimulou a liberagao de
dopamina estriatal, sendo esta posteriormente inibida com sucesso por substancias antagonistas
do ATIR (BROWN et al.,, 1996). A desregulacdo da via dopaminérgica desencadeia
exacerbacdo do SRA, positivando o ATIR que resulta em agdo pré-oxidante e pro-inflamatoria
(VILLAR-CHEDA et al., 2014).

De acordo com todo o contexto acerca dos receptores de angiotensina, 0S mecanismos
farmacoldgicos que atuam no SRA demonstram-se vélidos para patologias neuroldgicas e
neuropsiquidtricas. As hipdteses opostas de bloquear o receptor AT1 que age como
neuroinflamatério e ativar o receptor AT2 que tem fung@o neuroprotetora, sdo caminhos

cientificos ainda pouco explorados, mas bastante promissores (VADHAN; SPETH, 2021).
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Figura 3 - Demonstracdo dos mecanismos dos receptores da angiotensina na mitocondria neural
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Fonte: LABANDEIRA-GARCIA et al., 2021.

1.5 Mecanismo de aciao da losartana e provavel acao nos transtornos psiquiatricos

A losartana € um medicamento que atua no SRA através do antagonismo do receptor
AT1 da angiotensina II. Foi aprovada como um fadrmaco anti-hipertensivo pela Food and Drug
Administration (FDA) no ano de 1995 (TRIGGLE, 1995). O efeito da losartana além de ser
anti-hipertensivo e protetor de vasos, este também demonstra a reducdo de citocinas pro-
inflamatérias como IL-1p, IL-6, TNF-a, iNOS, COX-2 e PG 1, diminuindo a neuroinflamagao
e o estresse oxidativo cerebral (SALMANI et al., 2020a). Vale destacar que a losartana ¢ uma
molécula pequena que pode entrar na célula através da membrana plasmaética sem necessidade

de receptores de membrana para intermediar este efeito.
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A angiotensina no cérebro estd presente em diversas regides como amigdala, putamen
caudado, cerebelo, cortex cerebral e hipocampo. Os receptores da angiotensina sdo abundantes
no SNC, entretanto, o ATIR estd distribuido em maior propor¢ao nas estruturas cerebrais
(GARD, 2002). Os receptores ATIR e AT2R sdo presentes em neurOnios, astrocitos,
oligodendrdcitos e micréglia. Desta forma, a relagdo no excesso de ativagao do SRA pode afetar
diversas cadeias pré-inflamatorias cerebrais (ABIODUN; OLA, 2020a).

A neuroinflamacdo se caracteriza por multiplos mecanismos que envolve diversos
mediadores inflamatérios como interleucinas, migracdo de células imunoldgicas e
sensibilizacdo da barreira hematoencefdlica (FILLMAN et al., 2013). O NF-«B ¢ um fator de
transcricdao relacionado ao controle das expressdes de genes que respondem a inflamacdo,
cérebros de portadores de esquizofrenia tem reducido da proteina HIVEP2 que suprime a
atividade de NF-Kb em muitos estimulos (VOLK et al., 2019). Desta forma, o desenvolvimento
da patogénese da esquizofrenia estd interligada com os estimulos neuroinflamatoérios e
expressdo dos mediadores em diferentes regides cerebrais (SAKURALI 2020).

A losartana induz o aumento do AT2R mitocondrial, ocasionando agdes positivas, como
beneficios na bioenergética celular, portanto, o excesso da expressdo de ATIR e a consequente
reducdo de expressdo de AT2R estd associado a desequilibrio celular, pois o ATIR esta
associado a processos nocivos como estresse oxidativo e mutacdes no DNA mitocondrial,
entretanto, a possibilidade de bloqueio do AT1R pode espontaneamente aumentar as atividades

de AT2R, sendo uma proposta farmacoldgica para muitas doengas que envolve esses sistemas
(ABADIR; WALSTON; CAREY, 2012). Além disso, com o bloqueio de ATIR houve o
aumento da expressdo de AT4R que é associado a melhora da memoria espacial e
aprendizagem, condi¢Oes importantes para doengas neuropsiquidtricas (ONGALI et al., 2014).

Losartana como tratamento em modelo de inflamacao no animal reduziu citocinas pro-
inflamatorias sem afetar a pressao arterial (PA). As moléculas que demonstraram reducao
foram a citocina IL-1B, quimiocina (CXCLI1) e TNF-a (SILVEIRA et al., 2013). Doses
inferiores de losartana em comparacdo com as doses anti-hipertensiva ndo tem interferéncia na
pressdo arterial, no entanto, nos estudos com camundongos em diversos modelos para anélise
do farmaco foi constatado que a losartana aprimorou a circulagio cerebral, reduziu o estresse

oxidativo cerebrovascular e melhorou a funcdo cognitiva, ou seja, a deficiéncia cognitiva €

grande alvo de estudos, pois € um dos sintomas da esquizofrenia (ONGALI et al., 2014).
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1.6 Cetamina como modelo de esquizofrenia

A cetamina € um anestésico dissociativo que pode ser utilizado em seres humanos e
animais. Foi sintetizado pela primeira vez por Stevens na década de 60. E um anilogo da
fenciclidina (PCP), substancia conhecida como droga de abuso. A cetamina € utilizada para
minimizar dores cronicas e nos casos de doencas em estados terminais (PONCE;
FUKUSHIMA, 2017).

Conhecido como anestésico dissociativo, a cetamina causa paralisacdo muscular e
amnésia sem perda da consciéncia. O principal problema da cetamina utilizada como anestésico
em procedimentos médicos relaciona-se a consequéncias indesejdveis, como delirios e
alucinacdes no processo de recuperacdo dos efeitos anestésicos da substancia no organismo,
assim devendo ser associado a outro farmaco, como benzodiazepinico para assegurar a
utiliza¢do adequada (VASCONCELOS et al., 2005).

A cetamina tem fécil acesso pela barreira hematoencefélica e o seu mecanismo de acao
consiste em antagonizar o receptor glutamatérgico (neurotransmissdo excitatdria), o receptor
NMDA do tipo ndo competitivo, bloqueando especificamente a regido de ligacio denominada
fenciclidina (Figura 4). O receptor NMDA presente em vdrias regides do cérebro responde o
motivo da cetamina estar envolvida em diversos processos do SNC, inclusive para analgesia
por se ligar e ter acdo nos receptores opidides (GALES; MAXWELL, 2018).

Doses intermedidrias de cetamina em humanos induzem sintomas de decaimento
cognitivo e estados dissociativos semelhantes a esquizofrenia, como também € relatado que a
cetamina agrava os sintomas de pacientes portadores de esquizofrenia. O antagonismo dos
receptores NMDA com cetamina em animais de laboratdrio refletiu em sintomas negativos e
positivos da esquizofrenia, avaliados em modelos comportamentais como avaliacdo da
memoria de trabalho e teste de inibi¢do pré-pulso (IPP) (VASCONCELOS et al., 2015b).

O bloqueio de receptores NMDA favorece o aumento do glutamato em regides do CPF,
cuja essa localizacdo cerebral € responsdvel por processos cognitivos como a tomada de
decisdo, memoéria de trabalho, atengdo, aprendizado, controle sensério motor, controle
emocional e afetivo. Os sintomas de déficits cognitivos relatados na esquizofrenia tem relacao

com defeitos na regidao do CPF (LEWIS, 2012).
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Figura 4 - Mecanismo de acdo da cetamina nos receptores NMDA
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Fonte: FROHLICH; VAN HORN, 2014. Adaptado.

A cetamina, através do bloqueio NMDA, afeta a via gabaérgica, reduzindo o tonus de
inibicdo do GABA sob outros neurotransmissores como a dopamina no estriado levando a
efeitos psicoticos como descritos na via dopaminérgica (QIN et al., 2021). A cetamina nas doses
que induzem sintomas de esquizofrenia, eleva niveis de citocinas pré-inflamatérias, como o
TNF-a em hipocampo cerebral, favorecendo as psicoses (YADAV et al., 2018).

O modelo de esquizofrenia em animais de laboratério ja estd bem estabelecido
em protocolos de pesquisas cientificas, geralmente utilizam doses padronizadas de 20mg/kg
intraperitoneal (i.p.), podendo ser 14 dias ou mais de tratamento didrio para obter as
observagdes da patologia, e em seguida sdo realizados os experimentos comportamentais como
avaliacdo da atividade locomotora em teste de campo aberto (avalia sintomas positivos), teste
de interacdo social (avalia sintomas negativos) e teste cognitivo de reconhecimento de objetos
(avalia déficits cognitivos) (OCCHIEPPO et al., 2022).

O grupo de pesquisa em Neurofarmacologia da UFC, com integracao da Professora Dra.
Danielle Macédo tem diversos trabalhos publicados com a cetamina, inclusive o estudo “Acido
alfa-lipéico sozinho e combinado com clozapina reverte sintomas esquizofrénicos induzidos
por cetamina em camundongos: Participacdo de mecanismos antioxidantes, nitrérgicos e
neurotréfico”, onde a cetamina causou déficits em teste de memoria de trabalho, interacdo

social, inibi¢do pré-pulso e hiperlocomocao, como também reducio nos niveis de GSH, nitrito
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e proteina fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), e consequente aumento de
peroxidacdo lipidica no CPF, hipocampo e estriado (VASCONCELOS et al., 2015a). Em outro
estudo publicado “Prevengdo e reversdo do comportamento relacionado a esquizofrenia
induzida por cetamina pela minociclina em camundongos: possivel envolvimento de vias
antioxidantes e nitrérgicas”, a cetamina elevou substincias reativas ao dcido tiobarbitdrico
(TBARS) e reduziu glutationa (GSH) em CPF, hipocampo e estriado, alterou parametros
comportamentais avaliados (MONTE et al., 2013).

1.7 Testes comportamentais para avaliacio de sintomas tipo esquizofrenia em
animais

Os testes comportamentais sao necessdarios em diversos modelos patolégicos nos
animais de laboratdrio, visando a compreensao das enfermidades em humanos. A compreensao
da cogni¢do nos animais em diferentes circunstancias como doenca, tratamento e saudavel
(GHAFARIMOGHADAM et al., 2022). Os roedores sdo animais mamiferos que sao mais
utilizados em diversos experimentos de pesquisas cientificas, principalmente em testes
comportamentais, isto porque foi observado que estes animais tem respostas emocionais,
sociais, dor e medo semelhantes aos humanos (KEYSERS et al., 2022).

Entre os métodos avaliativos dos transtornos psiquidtricos em experimentos nos
modelos animais sdo teste de campo aberto, teste de interag@o social, teste de labirinto em cruz
elevado, teste de suspensdo da cauda e teste com caixa claro/escuro (SILVA et al., 2012). Esses
testes com animais dependem de vérios critérios fenotipicos, avancos na tecnologia e estudos
da eletrofisiologia, neuroanatomia e genética ajudaram a aprimorar as técnicas
comportamentais para obtencdo de resultados confidveis e maiores similaridades com as
patologias ocorridas nos organismos dos seres humanos (CHADMAN; YANG; CRAWLEY,
2009).

A atividade locomotora € um dos principais parametros observados no teste de campo
aberto, promovendo resultados preditivos de ansiedade através da quantificacdo dos numeros
de cruzamentos, escalamento das paredes, quantidades de bolos fecais, indice de
comportamento exploratério e levantamento do animal (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015).
Também € detectado o nimero de groomings e autolimpeza excessiva do animal, indicativo de
compulsio e ansiedade (RAMIREZ-ARMENTA et al., 2022). Vale destacar que a ativaco de

receptores D2 causa aumento da atividade locomotora no campo aberto.
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O modelo de esquizofrenia no animal e 0os comportamentos observados que o
teste de campo aberto permite estd relacionado a hiperatividade e respostas locomotoras para
ponderacao do antipsicético utilizado e verificar se hA EEP. O aumento da atividade locomotora
¢ associado aos sintomas positivos, como delirios e alucina¢des e a reducdo na exploracio
relaciona-se aos sintomas negativos, como embotamento afetivo, desmotivagdo e retraimento
social (HATTORI et al., 2008).

Para compreender diversas doengas psiquidtricas inclusive a esquizofrenia, € util
a manipulacdo de modelos animais para examinar as alteracdes provocadas por fatores
ambientais e genéticos, entendimento da patogénese que ainda ndo estd totalmente elucidada,
identificacdes de alteracdes moleculares relacionadas a estimulagcdo de regides cerebrais e as
observagdes dos comportamentos anormais. Os modelos animais quando realizados de forma
cautelosa sdo excelentes ferramentas para estudos de candidatos a novos AP (POWELL,;

MIYAKAWA, 2006).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A esquizofrenia é uma doenca mental grave e incapacitante que modifica a vida de
pessoas que desenvolvem esta patologia, até mesmo de seus familiares ou cuidadores. Essa
doenca psiquidtrica, cada vez mais estd sendo alvo de estudos, devido a fisiopatologia ser ampla
e ndo totalmente elucidada, como também causa grande impacto social e econdmico no pais,
comprometendo as inser¢des no ramo de empregabilidade por causa da diversificacdo de
sintomas. E importante ressaltar que os mais afetados com a esquizofrenia sdo adultos jovens,
por volta dos 20 a 24 anos de idade, fase que tem mais desenvoltura na sociedade e
produtividade.

No Brasil, estimativa entre os anos de 2007 a 2017 mostrou que problemas mentais sao
a terceira causa de afastamento de trabalho, dados do servico de informacdo do cidadao
vinculado ao instituto nacional do seguro social (INSS). Em 2020 as doencas mentais foram
bastante evidentes em solicitacdo de aposentadoria e licenca tempordria. Nos dados do sistema
unico de informagdes (SUIBE), no ano de 2020 a esquizofrenia representou maior quantidade
de individuos acometidos e que tiveram que recorrer a aposentadoria por invalidez, isto
comparado a outros tipos de doencas ou transtornos mentais, desta forma, ocasionando altos
custos provenientes de beneficios dos recursos governamentais (DA SILVA et al., 2021).

Os indices de mortalidade também sdo associados, a populacdo portadora de
esquizofrenia geralmente morre prematuramente, entre 10 a 20 anos antes da populagdo geral,
principalmente relacionadas a complicacdes cardiovasculares. Nesse contexto, os pacientes
apresentam modificagdes corporais evidentes, como o aumento de peso por problemas
metabdlicos como diabetes, alteracdes enddcrinas e hipercolesterolemia, podendo até surgir
problemas cardiovasculares (MINHAS et al., 2021), os sintomas colaterais podendo serem
causados por usos dos antipsicéticos atuais, utilizados de forma crdnica na pratica clinica
(ADELA et al., 2010; SHIELDS et al., 2022).

Por outro lado, doencgas cerebrovasculares, hipertensio e doenca cardiaca sdo
observados no préodromo da esquizofrenia (CHEN et al., 2020). Todos esses disturbios
organicos sdo coadjuvantes ao estresse oxidativo (ROTARIU et al., 2022). Do mesmo modo
que o estresse oxidativo estd amplamente ligado aos déficits de neurocogni¢do (CRUZ et al.,
2021), neuroinflamagdo (MA et al., 2020), e suscetibilidade as crises psicéticas (CALDIROLI
et al., 2022).

A proposta de estudos cientificos com substancias bloqueadoras dos receptores

de angiotensina II do tipo 1 (ATIR), estd pelo fato destes apresentarem em baixa dose a
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prevencao de alteragdes inflamatdrias avaliados por dosagens de produtos do estresse oxidativo
e melhoramento de déficits motores de animais de laboratério em ambos os sexos nos modelos
de esquizofrenia, sem alteragdo da pressao arterial (VASCONCELOS et al., 2021b).

A associagdo de distdrbios cerebrais, danos celulares e disfun¢do mitocondrial
estd ligada a ativac@o excessiva de receptores ATI1, e o bloqueio destes receptores a nivel
cerebral melhora as desordens cerebrais, como também aumenta a expectativa de vida
(SAAVEDRA, 2017). Losartana ¢ um medicamento bloqueador do receptor ATI1 da
angiotensina (SALMANI et al., 2020b), mecanismo de acdo associado a diversos beneficios ao
SNC (ABIODUN; OLA, 2020b; OROS-GONZALEZ et al., 2022; OUK et al., 2021), assim
determina-se que sdo validos novas estratégias de pesquisa para compreender de forma eficaz
a fisiopatologia e melhores terapéuticas para esquizofrenia.

Nesse contexto, o presente estudo tem por objetivo investigar alguns parametros
mitocondriais e de estresse oxidativo no modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina,
e a influéncia do sistema SRA através da losartana e angiotensina II em mitocondrias isoladas

de cérebros.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Investigar alteracdes em mecanismos respiratérios de mitocondrias isoladas de
animais submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido por administragdo repetida de
cetamina, avaliando alteracdes ocasionadas por estresse oxidativo e a influéncia do sistema

renina-angiotensina.

3.2 Especificos
Avaliar em animais submetidos ao modelo por cetamina de esquizofrenia e controles
as seguintes alteragdes:

= Parametros comportamentais relacionados a esquizofrenia através do teste de
campo aberto para avaliar crossings, groomings, rearings e bolos fecais, a fim
de detectar alteracdes de hiperlocomocdo e ansiedade relativos aos sintomas
positivos em camundongos submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido
pela administracio repetida de cetamina;

= Efeitos na respiragdo/funcdo mitocondrial através da medida da razdo do
controle respiratorio (RCR) in vitro;

= Producdo de perdxido de hidrogénio (H202) do isolado de mitocondrias
cerebrais para avaliar niveis de estresse oxidativo;

= Efeito do tratamento in vitro com angiotensina II e losartana na indugdo de
abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPTP) dos
isolados de mitocondrias cerebrais;

= Atividade das enzimas antioxidantes catalase e superdxido dismutase (SOD)

derivadas da extracdo do citosol no momento de isolamento mitocondrial.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos adultos (25-35g) provenientes do
Biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM). Os animais
foram mantidos em grupos (n=8) numa sala com temperatura controlada (22 + 1°C), alojados
em gaiolas, com alimentos e dgua ad libitum e com ciclos claro/escuro de 12/12 h.

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Nicleo
de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) vinculado a Universidade Federal
do Ceara (UFC), pesquisa protocolada sob n°: 25081119-0. Todos os principios éticos de
pesquisa animal foram seguidos em conformidade com as diretrizes do Conselho Nacional de

Controle de Experimentacao Animal — CONCEA.

4.2 Substancias e reagentes

Cloridrato de Cetamina 116mg/ml foi diluido em soro fisiologico 0,9% para dose de
20mg/kg, dosagem administrada a depender do peso do animal por via intraperitoneal (i.p.) para
mimetizar sintomas esquizofrénicos nos animais (VASCONCELOS et al., 2015b). Losartana
potdssica em po branco (PharmaNostra) na composic¢ao pura diluida 5Smg/ml em H>O utilizada
1ul in vitro, nas mitocondrias, obtendo concentragdo final de Spg/ ul, para avaliar a influéncia
do sistema renina-angiotensina na abertura do mPTP. Observacdo: As solucdes injetadas via
i.p. foram respeitadas o volume de 0,1ml a cada 10g de peso corporal do animal.

O tampao de isolamento pH=7,2 ajustado com KOH (hidréxido de potdssio): 125mM
sacarose; 250mM manitol; 10mM EGTA; 10mM HEPES; 0,1% BSA (1mg/ml). No tampao de
experimento o pH= 7,2 ajustado com KOH: 25mM sacarose; SmM KH>PO44; 20mM TRIS-
HCL; 100Mm KCI; 1mg/ml BSA; 75mM manitol. Os tampdes foram utilizados para o processo
de isolamento mitocondrial e no momento das andlises utilizando as mitocOndrias. A substancia
de angiotensina II 0,21mg/ml foi utilizado na corrida de avaliagdo do mPTP para verificar a
influéncia no inchamento mitocondrial.

O malato 1mM, glutamato 1mM e succinato 3mM sdo substratos que fornecem elétrons
para a cadeia transportadora de elétrons, quando utilizados estimulam a respiracao in vitro de
mitocondrias isoladas, como também sdo utilizados no processo de isolamento mitocondrial e
no teste de inchamento mitocondrial. A oligomicina modula a fun¢do mitocondrial, droga

inibidora da ATP-sintase. Azul de nitrotetrazdlio (NBT) 100 mg/ml utilizado no estudo para
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detec¢io de SOD citosélica e mitocondrial. Acido 2,2'-dinitro-5-5'-ditio-dibenzéico (DTNB)
10mg/ml para determinar niveis de proteinas tiol.

Todas as drogas sdo provenientes da Sigma-Aldrich® e foram diluidas em

dimetilsulféxido (DMSO).

4.3 Procedimento experimental

Os animais foram tratados in vivo por via intraperitoneal (i.p) por 14 dias (Figura 5) com
cetamina 20 mg/kg ou salina 0,9%, denominados de grupo cetamina (KET) e grupo controle.
No ultimo dia, 30 minutos apds tratamento com KET foi realizado o teste comportamental do
campo aberto, este tempo € respeitado, pois 0s primeiros minutos apds administracdo ha efeito
anestésico na dose nao sedativa, apds passado o intervalo de seguranca € onde se tem relatado
o periodo de recuperacao da substancia com surgimento de sintomas dissociativos semelhantes
ao da esquizofrenia.

Logo em seguida, rapidamente os animais foram eutanasiados e dissecados para
obtencdo do cérebro, e assim isolados as mitocondrias cerebrais. Durante o processo de
isolamento mitocondrial, uma fragao citosélica separada em eppendorfs e armazenado a -80 °C
por menos de 1 més para utilizar logo em ensaios bioquimicos como proteinas sulfidrilas
(TIOL), catalase (CAT) e superdoxido dismutase (SOD). Ao término do isolamento
mitocondrial, o eppendorf com o isolado eram mantidos em gelo durante as anélises
experimentais. Foi realizado sequencialmente dosagem de proteinas totais, avaliacdo da
respiragdo mitocondrial, inchamento mitocondrial (abertura do mPTP) e quantificagdao da

producgdo de perdéxido de hidrogénio (H20.).
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Figura 5- Representagdes esquematicas do protocolo experimental
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4.4 Teste de campo aberto

A atividade locomotora foi avaliada através do teste de campo aberto (ARCHER, 1973).

O teste foi aplicado para avaliacio da emocionalidade dos camundongos que
compuseram os dois grupos experimentais, sempre no periodo da manha. Os animais foram
colocados, individualmente na arena, seguindo a sequéncia numérica pela qual os camundongos
foram marcados, cada animal foi testado uma unica vez.

A arena foi colocada numa sala separada, com siléncio absoluto e as varidveis
contabilizados com o auxilio de uma camera de video. O aparato foi constituido de uma arena
circular (Figura 6), com o fundo dividido em parcelas medindo 60 cm de didmetro e S0cm de
altura (BARBOSA; LIMA, 2016). Foi quantificado o nimero de cruzamentos (crossings),
tempo de autolimpeza (groomings), nimeros de levantamentos (rearings) e contagens de bolos
fecais em 10 minutos. Depois de cada animal a arena foi limpa com &lcool para remover o

cheiro do animal anterior para evitar que influencie no comportamento do préximo.

Figura 6 - Ilustracdo do campo aberto circular

‘

Fonte: DOMBROWSKI, 2005.



44

4.5 Teor de proteinas totais
As proteinas foram mensuradas de cada amostra utilizando o método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Baseado no deslocamento do equilibrio do corante para sua
forma anidnica, quando ocorre interacdo entre a proteina e o “coomassie brilhante blue” BG
250. Para calcular o teor de proteinas totais foi criada uma curva de calibracdo padrio e a leitura

foi realizada em 595nm.

4.6 Isolamento mitocondrial

O cérebro inteiro foi lavado com PBS numa placa de petri, em seguida colocado no
becker de vidro com tampao de isolamento (composi¢do) para ser cortado com tesoura cirtrgica
e depois transferido para potter de vidro para ser homogeneizado. O homogenato com as
mitocondrias foram transferidos para eppendorfs e sujeitos a processo com 3 etapas de
centrifugacoes:

1. Centrifugacdo 4°C/RCF 2000G/ 5 minutos — Ao final, foram transferidos os
sobrenadantes para novos eppendorfs para outra centrifugacdo e o sedimento com residuos
teciduais foram descartados.

2. Centrifugacido 4°/RCF 9400G/ 10 minutos — No término, os sobrenadantes foram
transferidos para outros eppendorfs para serem realizadas as andlises do citosol, o excesso retira
com inversdo do tudo e adiciona 100ul de solucido tampao de isolamento e 1ul de digitonina
0,1%, ressuspendendo e juntando os precipitados de mitocondrias, finalizando esta etapa com
apenas 1 tudo para centrifugar.

3. Centrifugacdo 4°/RCF 9400G/ 10 minutos — Por fim, o sobrenadante foi descartado
e o sedimento mitocondrial foi ressuspenso em 100ul de solucdo tampdo de isolamento e
mantidas em gelo o tubo de eppendorf.

Quando finalizado estas etapas de centrifugacdes, imediatamente é realizada a avaliacdo
da atividade respiratdria e avaliacdo da abertura do mPTP. O sobrenadante resultante (fragdao
citosélica) foi armazenado a -80 °C e utilizado para os outros ensaios bioquimicos, como

proteinas tiol, catalase e superoxido dismutase (SOD).

4.7 Avaliacao da respiracao/funcio mitocondrial
A respiracdo mitocondrial foi avaliada em aparelho denominado de oxigrafo
(Oxygraph Plus) com eletrodo tipo Clark, que permite a constatacao do oxigénio consumido no
meio reacional pelas mitocondrias em cada situacio de teste. O oxigrafo foi lavado com agua

destilada e dlcool, e 4gua novamente para zerar. Na sequéncia, adicionou-se o tampao de
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experimento, os substratos malato com glutamato ou succinato, o isolado mitocondrial e
iniciou-se a corrida, apés 1 minuto foi adicionado ADP 1mM e quando a curva foi
demonstrando decaimento significando que o consumo de oxigénio estava cessando, adicionou-
se a oligomicina, ao final a curva foi parada totalmente, os dados foram salvos e os liquidos
transferidos para andlise de producdo de H>O».

Ha 4 estados designados na avaliagdo da respiragdo mitocondrial, que sdo:

- O estado 1 € pertinente ao consumo basal da mitocondria que nao é mensurado;

- O estado 2 esta relacionado ao consumo de O; através dos substratos adicionados;

- O estado 3 com a adicdo de ADP na presenca de substratos que estimula a fosforilagao
oxidativa;

- O estado 4 caracterizado pelo esgotamento do ADP e posterior bloqueio da cadeia
respiratoria com a oligomicina.

A oligomicina € desacopladora de prétons através da inibi¢do da sintese de ATP
(HEARNE et al., 2020).

A razdo do controle respiratorio mitocondrial (RCR) foi determinada pela razdo do
estado 3/estado 4, obtidos através do coeficiente angular das retas, em uma andlise de regressao
linear. Todos os valores foram normalizados pela concentragdo de proteinas presentes na
amostra. O potencial de membrana mitocondrial resulta em declinio, j4 o consumo de O eleva-
se, desta forma, a capacidade de respiracdo mitocondrial vai depender do grau de redugdo do
potencial de membrana da mitocdndria expressados no software. A razdo numérica do estado 3
dividido pelo estado 4 € o valor de RCR, cujo aumento do resultado significa fungao
mitocondrial adequada, ja a reducdo relaciona-se a desacoplamento mitocondrial e a funcao

danificada da organela (PANOV, 2014).

4.8 Avaliacao da abertura do mPTP (aumento do volume mitocondrial)
As mitocOndrias isoladas dos cérebros dos camundongos foram colocadas na

cubeta juntamente com tampao de experimento, malato, glutamato, oligomicina 1pg/mL e
calcio 2uM para promover o inchamento mitocondrial patologico ou abertura do mPTP. Zerado
com o tampao de experimento o aparelho de espectrofotdometro, as alteracdes na dispersdao da
luz devido a absorcdo de Ca’*e, portanto, ao aumento do volume mitocondrial, foram medidas
como uma diminui¢ao ao longo do tempo na densidade 6ptica realizada a 540nm.

Foram analisadas vérias etapas no inchamento mitocondrial, como:

- Todas as solucdes padronizadas como citadas acima;

- Solugdes + angiotensina;
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- Solugdes + angiotensina + losartana;

- Solugdes + losartana.

4.9 Quantificacao da producao de H20>

A produgdo de peréxido de hidrogénio (H20:) foi mensurada utilizando Amplex Red
(Molecular Probes®) de acordo com as instrugdes do fabricante. Brevemente, os liquidos
utilizados para corrida e andlise da respiracdo mitocondrial no oxigrafo foram colocados em
eppendorfs e incubados (protegidos da luz) com Amplex Red (50umol/mL) e peroxidase de
raiz forte (HRP) (1U/mL) durante 30 min a 37°C. Os tubos foram centrifugados a 9000G RCF
durante 2 min e a absorbancia medida a 560nm. A absorbéancia do branco foi determinada
incubando tampao de experimento sem a amostra. A libera¢do de H>O: foi calculada utilizando

padrdes de H,O» para criar uma curva de calibracao.

4.10 Atividade da catalase

Os sobrenadantes das amostras homogeneizadas foram adicionados ao meio de reagdo
contendo 50mM de H>O» e 100 mM de tampao fosfato-salino (PBS) (pH 7,4). O decaimento
na absorbancia, a 240nm, foi registrado por 2 minutos. A atividade da catalase foi calculada

como miliunidades de catalase por miligrama de proteina.

4.11 Atividade enzimatica de superéxido dismutase citosélica (SOD)

O homogenato foi adicionado a um meio de reacdo contendo PBS, EDTA 0.1mM, L-
metionina 13mM, NBT 75uM, tampao de isolamento e riboflavina 2uM, todos juntos com a
amostra citosélica. A reagdo foi iniciada pela adi¢ao de riboflavina e exposta uniformemente a
uma luz branca néo filtrada por 5 min. A absorbancia da cor azul desenvolvida devido a reducado
de NBT foi medida em 560nm. A atividade da SOD foi expressa em U/mg de proteina. Uma

unidade € a quantidade de enzima necessdria para inibir a redu¢dao de NBT em 50%.

4.12 Teor de proteinas tiol (sulfidrilas)

Os tidis nas proteinas foram medidos através da redu¢ao do DTNB, gerando um produto
amarelo (TNB) medido a 412nm. O teor de proteinas tiol € importante para mensurar o estresse
e dano oxidativo, uma vez que estes sdo inversamente proporcionais. Os sobrenadantes do
homogenato foram incubados no escuro por 30 min a 37°C com DTNB 0,2mM (preparado em

PBS e EDTA 1mM). O teor de proteina tiol foi calculado com base no coeficiente de extingdo
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molar de TNB (14.500 M-1 cm-1) e relatado como moles de TNB por miligrama de proteina.

A reacdo com DTNB sem proteina e submetida a mesma incubagdo serviu como branco.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism® versdo 9.0
(Microsoft Windows®). Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a
normalidade da amostra (paramétrico ou nao paramétrico). A diferenca entre os grupos controle
e cetamina foram analisadas com a utilizagdo da andlise de variancia teste “t” de student’s (para
2 grupos). Todos os resultados gréaficos foram expressos em média + erro padrdo da média

(E.P.M). Para todas as andlises P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo (*).
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6. RESULTADOS

6.1 A administracio repetida de cetamina induziu hiperlocomoc¢iao nos animais
No teste de campo aberto o nimero de crossings (cruzamentos) aumentou
significativamente nos animais tratados com KET (P= 0.0027) (Figura 7A). No critério
avaliativo dos tempos de groomings (autolimpeza) dos animais do grupo controle e KET
quando comparados ndo obtiveram valor considerado estatistico (P=0.7843) (Figura 7B).
O numero rearings (levantamentos) dos animais do grupo controle e KET nao
apresentaram diferencas significativamente estatisticas (P= 0.6771) (Figura 7C). A quantidade
de bolos fecais dos grupos ndo teve diferencga estatistica (P= 0.4281), porém, o grupo KET

resultou em maior quantidade de bolos fecais no campo aberto (Figura 7D).

Figura 7 - Resultados das avaliacdes no teste de campo aberto
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Teste de campo aberto dos animais do grupo controle e grupo com animais submetidos ao modelo de
esquizofrenia induzido por cetamina (KET). Numeros de cruzamentos (A) a relacdo entre os grupos foi
estatisticamente significativa com valor de P<0.001 (**). Tempo de groomings (B). Niimeros de rearings (C).

Quantificacdo de bolos fecais (D). Os valores sdo apresentados como + erro padrdo da média (EPM), n=8 por

grupo.

6.2 Estados da respiracao/funcao mitocondrial e Razao do Controle Respiratorio
(RCR) mitocondrial — Malato, Glutamato e Succinato

Os resultados indicaram que na presenca do substrato malato e glutamato (Figura 8A),
o grupo controle no estado 2 consumiu mais oxigénio do que o grupo KET, significativo
(P=0.0032). No estado 3 com a adi¢do de ADP o grupo controle consumiu mais oxigénio do
que o grupo KET, demonstrando resultado significativo (P=0.0045). O estado 4 com a adi¢@o
de oligomicina hé redu¢do de consumo de oxigénio de ambos os grupos e que ndo foram
significativos estatisticamente. E o0 RCR que € resultado calculado da razdo entre os estados 3
e 4 revelou que o grupo controle teve alta funcdo mitocondrial (P=0.0010), em comparacio
com o grupo KET que teve tratamento cronico com cetamina (modelo de esquizofrenia) que
prejudicou a fun¢do e respiracdo mitocondrial.

Com substrato succinato (Figura 8B) o estado 2 e estado 3 do grupo controle
teve o maior consumo de oxigénio em comparado ao grupo KET, entretanto, ndo tiveram valor
significativo estatisticamente. No estado 4 com a adi¢@o da oligomicina os dois grupos pararam
de consumir Oz, mas ndo foram significativos. A relacido dos grupos no RCR houve diferencga
e foram significativos (P=0.0028).

As demonstracdes das curvas de consumo de oxigénio do grupo controle que foram
acentuadas, com a respiracdo e funcdo mitocondrial excelentes estdo representadas na Figura
9A, ja as curvas do grupo KET que ndo tiveram bom desempenho na respiracdo estdo
representadas na Figura 9B. As curvas do grupo controle tém uma grande queda quando
adicionado ADP, resultado esperado, porém, as curvas do grupo KET além de serem curvas
com muitos ruidos e falhas, ainda tem dificuldade na descida, ilustrando problema em consumir

0..
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Figura 8 - Estados da respiracdo mitocondrial e RCR - Malato, Glutamato e Succinato
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cetamina (KET). Substratos malato e glutamato (7A), a relagdo entre os grupos do estado 2, estado 3 e o RCR
foram estatisticamente significativos com valor de P<0.05 (*), P<0.001 (**). Substrato succinato (7B), a relacdo
entre os grupos do RCR foi estatisticamente significativa com valor de P<0.05 (*). Os resultados foram deduzidos
a partir do coeficiente angular das retas. Os valores sdo apresentados como * erro padrdo da média (EPM), n= 8
por grupo.
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Figura 9- Curva do consumo de O>
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Fonte: Dados da pesquisa. Curva do consumo positivo de O» do grupo controle (8A). Curva com pouco declinio

representando dificuldade das mitocondrias no consumo de Oz do grupo KET (8B).
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6.3 Abertura do poro de transicio de permeabilidade mitocondrial (mPTP)
induzido por célcio (Ca**) in vitro

Nas andlises in vitro esta inducdo é realizada com Ca?* diretamente no isolado de
mitocOndrias cerebrais dos camundongos do grupo controle e KET, proporcionando o
inchamento da matriz mitocondrial através da ligacdo do Ca*" a sitios internos da membrana
provocando a abertura de um canal hidrofilico transmembranar. A detec¢do do aumento de
volume mitocondrial foi avaliada pelo equipamento de espectrofotdmetro, neste método quanto
menor for a absorbancia € indicativo de maior inchamento das mitocondrias, revelando que a
luz ultrapassou de forma insuficiente devido ao inchamento mitocondrial, e assim podendo
ocasionar a ruptura e morte da organela.
Neste teste, foi adicionado aos isolados mitocondriais em corridas distintas, como:
1. Ca**;
2. Ca** com angiotensina II;
3. Ca®* com angiotensina II e losartana;
4. Ca®" e losartana.

As comparagdes entre os grupos ndo tiveram valores significativos

estatisticamente, como também os resultados demonstraram graficamente que o grupo controle
e KET néo se diferenciaram em relagfio ao quesito inchamento promovido por Ca?*, até mesmo

independente da presencga de angiotensina II e losartana (Figura 10).
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Figura 10 - Inchamento mitocondrial induzido por célcio
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Avaliacoes da abertura do mPTP (aumento do volume mitocondrial), acompanhamento da dispersao de luz
apos a adicao de cloreto de calcio (CaCl2) em mitocondrias isoladas de cérebros dos animais do grupo
controle e grupo submetido ao modelo de esquizofrenia induzido por cetamina (KET). Delta das

absorbancias. Os valores sdo apresentados como + erro padrdo da média (EPM), n= 8 por grupo.
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6.4 Alteracoes na producio de peréxido de hidrogénio (H202)

A dosagem de H>O» no isolado de mitocondrias cerebrais dos grupos controle e KET
foi uma etapa realizada apds a respiragdo mitocondrial, justamente porque quanto mais
disfuncdo a mitocOndria apresentar mais H>O» pode formar, expressando mais estresse
oxidativo. Os resultados evidenciaram que o grupo controle € KET na presenca do substrato
malato e glutamato tiveram uma diferenca significativa (P=0.0162), demonstrando que o grupo
KET tem maior producdo de H>O, comparado ao grupo controle (Figura 11). Nos resultados
pertinentes aos grupos controle e KET na presenca do substrato succinato corroboraram

também com o aumento da producdo de H>O, do grupo KET.

Figura 11 - Quantificacdo de H>O» de mitocondrias isoladas de cérebros
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Quantificacdo da producio de H2O: em grupo de animais controle e grupo submetido ao modelo de
esquizofrenia induzido por cetamina (KET) 20mg/kg. A relaco entre os grupos controle e KET com substratos
M/G foi estatisticamente significativa com valor de P<0.05 (*). Os valores sdo apresentados como * erro padrao

da média (EPM), n= 8 por grupo.
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6.5 Atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superéoxido dismutase
(SOD) de fracoes citosolicas

As atividades das enzimas antioxidantes CAT e SOD sdo importantes para

mensurar se essas enzimas estao exercendo suas fungdes em diferentes situacdes experimentais

de estresse oxidativo. A quantificacdo de CAT ndo mostrou diferencas grificas e nem

estatisticas significativas nos grupos controle e KET (Figura 12A). A atividade da enzima SOD

resultou em valor significativo estatisticamente (P=0.0025), explanando que o grupo KET

quantificou em maior propor¢ao comparado ao grupo controle (Figura 12B).

Figura 12- Quantificacdo da atividade das enzimas CAT e SOD
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Atividade de enzimas antioxidantes CAT e SOD em fracio citosélica de mitocondrias isoladas de cérebros
dos animais do grupo controle e grupo submetido ao modelo de esquizofrenia induzido por cetamina (KET)
20mg/kg. Quantificacdo e atividade da enzima CAT (11A). Quantificacdo e atividade da enzima SOD (11B), a
relacd@o entre os grupos foi estatisticamente significativa com valor de P<0.001 (**). Os valores sdo apresentados

como = erro padrdo da média (EPM), n= 8 por grupo.

6.6 Teor de proteinas totais e teor de proteinas tiol (sulfidrilas) de fracoes
citosolicas
A importancia de quantificar o teor de proteinas totais e sulfidrilas estd

relacionado a danos oxidativos a proteinas, nesta situac@o as proteinas totais aumentam e as
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sulfidrilas sdo reduzidas. No teor de proteinas totais e proteinas sulfidrilas da fracdao do citosol
nao houve alteragdes estatisticamente significativos dos grupos controle e KET (Figura 13 e

14).

Figura 13- Quantificacdo do teor de proteinas citosélicas
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Quantificacdo do teor de proteina tiol em grupo de animais controle e grupo submetido ao modelo de
esquizofrenia induzido por cetamina (KET) 20mg/kg. A relacdo entre os grupos ndo foi estatisticamente

significativa. Os valores s@o apresentados como = erro padrdo da média (EPM), n= 8 por grupo.
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Figura 14- Quantificacdo do teor de proteinas sulfidrilas citosélicas
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Quantificacao do teor de proteina tiol em grupo de animais controle e grupo submetido ao modelo de
esquizofrenia induzido por cetamina (KET) 20mg/kg. Os valores sdo apresentados como + erro padrio da média

(EPM), n= 8 por grupo.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo conseguimos replicar dados prévios mostrando que a
administracao repetida de KET induz sintomas tipo positivos da esquizofrenia manifestados
como hiperlocomog¢do e ansiedade através do aumento de cruzamentos dos animais e
quantidades de fezes no ambiente avaliativo. A respiragdo e funcao mitocondrial prejudicadas,
e maior producdo de peroxido de hidrogénio, indicaram a presenca de estresse oxidativo nos
animais apds exposicdo repetida a KET. Contudo, ndo foram detectadas alteragdes
significativas nos testes de inchamento mitocondrial, enzima catalase, proteinas citosdlicas
totais e sulfidrilas. Também nao observamos interferéncia significativa do SRA nesta resposta.

A cetamina ao antagonizar os receptores glutamatérgicos NMDA em doses
subanestésicas induz sintomas semelhantes a esquizofrenia (MOGHADDAM et al., 2021).
Injecdes de cetamina em camundongos alteram parametros comportamentais como frequéncia
de cruzamentos, levantamentos e autolimpeza (SORCE et al., 2010). A hiperlocomog¢do do
animal no teste de campo aberto relaciona-se ao sintoma positivo ou psicoses da esquizofrenia
e estd amplamente correlacionada as vias dopaminérgicas e glutamatérgicas no SNC,
explicitando fenétipos da esquizofrenia (OMEIZA et al., 2022; 20CCHIEPPO et al., 2022).

A cetamina provoca efeitos estimulantes e estereotipias pelo envolvimento do nicleo
accumbens e estriado, mediado por neur6nios dopaminérgicos (IRIFUNE; SHIMIZU;
NOMOTO, 1991). E antagonista do receptor NMDA em baixas doses e bloqueia receptores D2
da dopamina. Esta droga, portanto, induz alteragcdes comportamentais, cognitivas,
neuroquimicas, do metabolismo cerebral e desequilibrio da neurotransmissdao de glutamato e
dopamina que suprime a acdo gabaérgica, influenciando em sintomas psicéticos (LI et al.,
2022).

Os groomings ou autolimpeza avaliados em testes comportamentais dos animais quando
elevados estdo associados a oscilagdes na emocionalidade dos animais (SOUSA, 2015). O
aumento da defecag¢do na psicose pode estar coligado a disfuncdo gabaérgica que € retratado
em estudos da esquizofrenia, isto afeta o estado de ansiedade e reflete em acdo negativa ao
sistema entérico, pois ambos estdo relacionados (GOMEZ EGUILAZ et al., 2019). Os rearings
ou levantamentos sio representacdes de exploragdo do novo ambiente exposto € o aumento
nesse parametro de avaliagdo comportamental pode também indicar estresse do animal
(JUNIOR, 2018). Nesse contexto, apesar de nao significativo, observamos alteracdes no

numero de rearings e defecacdo no grupo tratado com cetamina.
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Os resultados apresentados neste trabalho com relacdo a funcio e respiracdo
mitocondrial foram importantes para a compreensdo de que o modelo animal de esquizofrenia
induzido por cetamina causa prejuizos a nivel mitocondrial. Na presenca de substratos
mitocondriais como malato, glutamato e succinato das mitocondrias do grupo controle tiveram
maior desempenho com a adicdo de ADP no estado 3, etapa onde a mitocOndria deveria ter
maior consumo, enquanto as mitocondrias do grupo cetamina nio conseguiram empenho no
processo respiratorio, revelando disfuncdo. Este fator pode estar associado a alteracdes nos
complexos funcionais da cadeia respiratéria das mitocOndrias, falhas no metabolismo
energético, neuroinflamacao e estresse oxidativo (RAJASEKARAN etal., 2015). Vale destacar
que trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram que a administracdo repetida
de cetamina por 14 dias causa alteragdes neuroinflamatdrias, aumentando a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO), um marcador de ativa¢ao neutrofilica, bem como aumento dos niveis
de interleucina (IL) 4 e IL-6 e da peroxidacao lipidica em dreas como o cortex pré-frontal (CPF)
e hipocampo (DA SILVA ARAUJO et al., 2017).

A cadeia respiratéria da mitocOndria € composta por cinco complexos
enzimdticos (MAURER; ZIERZ; MOLLER, 2001). A superexpressao da neurotransmissao
dopaminérgica na esquizofrenia reduz a atividade do complexo I da cadeia respiratéria
mitocondrial, etapa importante para transferéncia de elétrons, e assim dar seguimento a cadeia
de complexos e ao final ter a producgdo de energia na forma de ATP (BRENNER-LAVIE et al.,
2008). Cetamina administrada de forma cronica provoca modifica¢des na cadeia transportadora
de elétrons das regides cerebrais como CPF, estriado e hipocampo. Ha também alteracdes nos
complexos enzimdticos da mitocondria que estdo ligadas a hipdxia dessa organela (DE
OLIVEIRA et al., 2011).

A fosforilagdo oxidativa mitocondrial € um sistema de suma importancia para
producdo de ATP e funcao energética da célula. Estudos demonstram que na esquizofrenia ha
alteracdes negativas na fosforilacdo oxidativa em diversas regides cerebrais, bem como
modificagdes no tamanho, densidade e morfologia da mitocondria (REZIN et al., 2009). A
disfun¢do mitocondrial também pode estar associada a genes que codifica o ativador da oxidase
D-aminodcido (DAOA), também conhecido como G72, que é um gene envolvido com a
patologia da esquizofrenia (MANIJI et al., 2012).

ADP é um composto quimico que contribui para o aumento do consumo de O>
e sintese de ATP (WILLIS et al., 2018). Os resultados deste estudo em relagao a respiracao e
funcdo mitocondrial na presenca de substratos que favorecem a atividade mitocondrial,

demonstram que as mitocondrias do grupo controle salina consumiram mais O» quando
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adicionado ADP no percurso da corrida, favorecendo o sucesso respiratério da organela. Na
analise in vitro, entretanto, as mitocondrias com cetamina ndo tiveram tanta diferenca na adi¢cdo
de ADP, revelando dificuldade na respiragao e falha na fun¢ao mitocondrial.

Estudos in vivo em pacientes psiquidtricos demonstraram através de técnicas de
imagens que metabolitos indicativos do pH e energia cerebral revelaram o sistema de
fosforilacdo oxidativa mitocondrial (OXPHOS) disfuncional e declinio dos fosfatos de alta
energia, provocando consequente acumulo de acido latico e acidificagdo tecidual (CLAY;
SILLIVAN; KONRADI, 2011).

Cada vez mais estudos mostram a disfuncdo mitocondrial devido a a¢do dopaminérgica,
o que é provado porque a enzima monoamina oxidase (MAO), responsédvel pelo metabolismo
de dopamina, € presente na membrana externa da mitocOndria. Altas concentragdes de
dopamina no cérebro t€m como consequéncia a reducao da atividade do complexo I da cadeia
respiratoria mitocondrial e de ATP na regido estriatal, contribuindo para morte de células
neurais (BEN-SHACHAR, 2002). Em estudos post mortem e imagens in vivo, através da
vesicula transportadora de glutamato e das sinapses glutamatérgicas em diferentes regides
cerebrais, as mitocondrias estdo reduzidas em terminais dos axdnios e nos neurdénios em geral,
identificando reducao energética cerebral (ROBERTS et al., 2020).

A baixa regulacdo do gene LYRM4 que codifica proteinas mitocondriais estd associado
a disfuncdo cognitiva, contribuindo para o estresse oxidativo e fosforilagdo oxidativa instavel
em culturas de células (JABLENSKY et al., 2012). O aumento do estresse oxidativo com
consequente excesso de EROs, reducdo de ATP, fosfocreatina e de dinamica energética sao
constantemente relatados em pacientes portadores da esquizofrenia (VAN RENSBURG et al.,
2022).

A cetamina influencia na producdo de EROs e dano oxidativo cerebral, causa
prejuizos a neurogénese do hipocampo por causa de alteragdes oxidativas desenvolvendo os
prejuizos cognitivos como relatados na esquizofrenia (SORCE et al., 2010; SAMPAIO et al.,
2018). Alguns produtos indicativos de estresse oxidativos sdo alterados com a administracdo
de cetamina, como aumento dos niveis de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbittrico)
e peroxidagdo lipidica em regides cerebrais importantes na esquizofrenia como cértex pré-
frontal, hipocampo e estriado (DA SILVA ARAUJOetal.,2017; MONTE et al., 2013; ZUGNO
et al., 2016).

Em modelo de psicose com o bloqueio do receptor NMDA como ocorre com a cetamina
foi desvendado que hd redu¢do do consumo de oxigénio pela perda da capacidade de produgdo

de ATP através das mitocondrias e elevacdo de HoO> mesmo com a presenca de varios
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substratos. Excesso de H>O» estd altamente associada ao envelhecimento e neurodegeneracao
(HASAN; REDZIC; ALSHUAIB, 2013).

As causas estdo relacionadas a alteracdes no DNA mitocondrial, perdas de complexos
enzimaticos, alteragdes estruturais e no sistema transportador de elétrons (MONTEIRO et al.,
2020). Se os sistemas de elétrons da mitocondria ndo tiver eficiéncia pode acumular H,O; e
este ser convertido em radical hidroxila (OH) que pode aumentar a oxidagdo das proteinas do
grupo tiol pelos radicais livres e comprometer a atividade antioxidante (ALEXANDRE, 2020).
Nos achados desse estudo teve o aumento da producdo de H>O> no grupo KET, provenientes
dos analitos da respiracao mitocondrial, onde estd correlacionado ao estresse oxidativo.

O poro de transicdo mitocondrial faz parte da integridade da mitocondria, a abertura do
poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPTP) causa inchago mitocondrial, colapso
de membrana e liberag¢ao do citocromo c. O citocromo ¢ € um sinalizador de apoptose, pois adia
a transferéncia de elétrons do complexo III para o complexo IV, logo eleva a producdo de EROs,
resultando em dano oxidativo, prejuizo progressivo da substincia cinzenta notada na psicose e
perda neural como relatada na fisiopatologia da esquizofrenia (FAIZI et al., 2014). A
introdugiio de Ca*" nas mitocondrias pode ocasionar estado patolégico com desregulacdo da
fun¢do neural (MONTEIRO et al., 2020). A atividade do complexo I da CTE pode ser reduzida
com a indugiio excessiva do Ca?" e consequente elevacio de EROs, oxidacdo de grupos
sulfidrilicos e da glutationa mitocondrial (KLIMACZEWSKI et al., 2013).

Algumas etapas foram adicionadas no momento de avaliacio do inchamento
mitocondrial como adi¢ao de angiotensina II e losartana, esses componentes foram incluidos
para observar se a angiotensina Il aumentava a abertura do poro mitocondrial e contribuia mais
ainda para entrada de cdlcio na organela e possivel elevacdo do inchamento da mitocondria
quando comparada, ja a losartana como bloqueadora dos receptores AT1 se esta promoveria a
redu¢do do inchamento mitocondrial.

A superexpressdo de angiotensina II e ativacdo do receptor ATI1 cerebral estd
correlacionada a declinio cognitivo, ansiedade e perturbacdo na plasticidade sindptica em
andlises eletrofisioldgicas de oscilagcdes neurais (GAO et al., 2021). A losartana nesse estudo
foi utilizada na forma pura in vitro, pois € uma substancia bloqueadora de receptores AT1. A
losartana exerce efeitos neuroprotetores através da atenuacao de IL-1p e GM-CSF, aumentou
IL-10 que suprime a inflamacao, expressao da tirosina hidroxilase no estriado e locus coeruleus
(DANIELYAN et al., 2010). Com a administra¢do de cetamina tem-se o desenvolvimento de
sintomas e caracteristicas da esquizofrenia e com €nfase no antagonismo dos receptores AT

os farmacos estido sendo eficazes em estudos com modelos animais (OCCHIEPPO et al., 2022).
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Nesse estudo o parametro avaliativo da abertura do mPTP (aumento do volume
mitocondrial) apds a adi¢do de cloreto de calcio (CaCl2) nas mitocOndrias isoladas de cérebros
dos animais do grupo controle sauddveis tratados com salina 0,9% e grupo com animais
submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido por cetamina (KET) 20mg/kg ndo expressou
alteragdes significativas, mesmo com a adi¢do de angiotensina II e losartana, possivelmente
pela grande dispersdo dos dados.

O estresse oxidativo € determinado por producdo excessiva de EROs e ERNs, que
podem causar variacdo no equilibrio redox (reacdes de oxirredugdo eletroquimica), e
consequente disfun¢do das vias moleculares compensatdrias, desta forma, resultando em dano
oxidativo (PERKINS; JEFFRIES; DO, 2020). A importancia de biomoléculas que atuam sobre
os radicais livres, e radial anion superdxido que é gerado do metabolismo energético normal da
mitocondria, no caso de excesso sdo prejudiciais ao organismo, para isto existem as defesas de
primeira linha, os antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPX) (IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

Pacientes portadores de esquizofrenia € mesmo em tratamento com antipsicOticos
tiveram a atividades das enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px reduzidas, manifestando o
estresse oxidativo com a fisiopatologia da doenca (ZHANG et al., 2006). SOD tem importancia
para protecio e bom funcionamento de células neurais contra os danos
oxidativostMARCHENKO; LEKOMTSEVA; GORBACH, 2021), pois 0s neurdnios sao
responsdveis pelas atividades do sistema nervoso central e comando de todo o organismo.

As enzimas antioxidantes das mitocondrias sdo importantes para desintoxicar a organela
dos EROs, como o excesso de H>O», entretanto, CAT estd em menor propor¢do nas atividades
mitocondriais cerebrais (MORRIS et al., 2020). Quando se tem altas producdes de H>O> como
resultado de produtos da cadeia respiratoria mitocondrial as enzimas antioxidantes se
expressam em maior propor¢ao, como no caso da SOD que pode elevar-se para suprir as outras
enzimas que ndo estejam desempenhando suas atividades adequadamente.

Os resultados neste estudo sobre as enzimas antioxidantes do fracionamento citosolico
revelaram que a enzima CAT em ambos os grupos teve empenho de atividade, e mesmo com a
elevada producdo de H»O», j4 a SOD mostrou-se significativamente mais elevada no grupo
cetamina. Este aumento da SOD consolida a reacao organica frente a estimulos estressores, pois
o tratamento com cetamina por 14 dias estimulou altos niveis de H>O, um produto relacionado
ao estresse oxidativo, e estimulou as defesas antioxidantes, abrindo uma hipoétese: Se prolongar
por mais dias o tratamento de cetamina, serd que a SOD e CAT ainda estariam exercendo de

forma positiva suas atividades? Abrindo caminhos para novos desenhos experimentais como:



64

O tratamento prolongado de cetamina e as atividades de outras enzimas antioxidantes
envolvidas, também a identificacdo da expressdo dos receptores do sistema renina-angiotensina
e o nivel da atividade de mitofagia em modelo de esquizofrenia.

O sistema de defesa antioxidante ineficiente e niveis de peroxidacdo lipidica alterados
sdo evidentes na esquizofrenia (WU; KOSTEN; ZHANG, 2013). O estado redox é determinado
através da reducdo ou oxidacdo (PERKINS; JEFFRIES; DO, 2020), do grupamento sulfidrila
(SH) ou tiol (D"ALMEIDA et al., 2019), podendo causar disfun¢do da atividade de proteinas
reguladoras (PERKINS; JEFFRIES; DO, 2020). Existem os tidis ndo proteicos que sao na
forma reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e cisteina (CSH), e os tidis proteicos reduzidos (PSH)
e oxidados (PSSP), responsdveis por regular a homeostase do estado redox e defesas
antioxidantes intracelulares (GRINTZALIS et al., 2022). Em portadores de esquizofrenia as
concentracdes de proteinas tiol revelaram reduzidas (TOPCUOGLU et al., 2017). Entretanto,
nas ultimas andlises que foram as proteinas sulfidrilas, neste estudo ndo tiveram niveis
reduzidos e nem diferencas entre os grupos.

Este estudo revelou que a cetamina proporcionou disfun¢do mitocondrial, com reducao
da atividade do complexo I e IT das mitocOndrias cerebrais dos animais tratados com a cetamina,
e consequentes maiores niveis de producao de H>O», revelando o estresse oxidativo. Ampliando
novas possibilidades de estudos mitocondriais para drea psiquidtrica, incluindo tratamentos de
forma oral em animais para anélises mitocondriais, bem como testes diretos nas mitocondrias
com substancias, experimentos mitocondriais com materiais bioldgicos de portadores da
esquizofrenia, andlises de proteinas do SRA, dosagem de citocinas pré-inflamatorias, e
investigacoes das vesiculas do processo de mitofagia.

As limitagdes deste estudo foram a redug@o de animais e testes experimentais devido a

atraso ocasionado pela pandemia e uso somente de animais machos.
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8. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que em modelo animal de esquizofrenia induzido por
cetamina, as mitocondrias dos cérebros t€ém a fung¢do e respira¢do ineficientes, € maior producao
de H>O» determinando o estresse oxidativo, enunciando que a hipétese glutamatérgica causa a
disfun¢do mitocondrial. Os métodos utilizados neste estudo sdo promissores para ampliar as
pesquisas sobre a relacdo das mitocOndrias cerebrais e a esquizofrenia, ajudando no
aprimoramento da fisiopatologia da doenca, e assim poder investigar novos mecanismos para
alternativas farmacoldgicas, como os receptores da angiotensina presentes nas mitocondrias
cerebrais e os medicamentos antagonistas desse sistema, a fim de contribuir e avangar na

terapéutica desta doenca devastadora e incurdvel.
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