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RESUMO

A esquizofrenia, sindrome neuropsiquiatrica caracterizada por comprometimento das
fungdes cerebrais, apresenta, além de sintomas comportamentais, alteracdes
eletroencefalograficas, esta associada a uma desregulacdo das respostas
imunoldgicas e componente oxidativo. No entanto, o papel do dano oxidativo nas
alteracdes eletroencefalograficas presentes na esquizofrenia ndo esta
completamente esclarecido. Desta maneira, este estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos antipsicoéticos da associacao de clorpromazina (CP) e acido lipdico (ALA),
em modelo de esquizofrenia induzido por cetamina (KET), em ratos. Foram
utilizados ratos Wistar machos (200-300 g), tratados durante 10 dias e divididos em
dois protocolos experimentais. No primeiro, os animais foram divididos em quatro
grupos (n = 10) e tratados com solugao salina (controle) ou cetamina (10, 50 ou 100
mg/kg). No segundo, os animais foram divididos em nove grupos (n = 10), tratados
com solugdo salina (controle), acido lipdico (100 mg/kg), cetamina (10 mg/kg),
clorpromazina (1 ou 5 mg/kg) sozinha ou associada a cetamina (CP1 ou CP5+KET)
ou associada ao acido lipoico (ALA+CP1 ou CP5+KET). Para o eletroencefalograma
(EEG), os animais foram submetidos a uma cirurgia estereotaxica para implantagao
de um eletrodo no hipocampo direito e tratados durante 10 dias consecutivos. As
ondas cerebrais foram capturadas no 1° ou 10° dia para os grupos tratados somente
com cetamina sozinha e no 1° 5° ou 10° dia para os grupos tratados com
clorpromazina sozinha ou associada a cetamina com ou sem acido lipdico. Os testes
comportamentais foram realizados no 8° dia (teste de campo aberto e labirinto em Y)
e 10° dia de tratamento (inibigdo pré-pulso — IPP e testes neuroquimicos). Os
resultados mostraram que a administragdo de cetamina (10, 50 ou 100 mg/kg)
promoveu mudancgas no poder espectral médio hipocampal das bandas delta, teta,
alfa, gama low e gama high apds tratamento agudo ou repetido. A clorpromazina
sozinha ou associada ao ALA reverteu as alteragdes promovidas por KET10 para as
oscilagbes hipocampais das bandas delta, gama low e gama high. Por outro lado,
cetamina induziu hiperlocomocgao, alterou a memoéria de trabalho e aumentou IPP,
sendo esses efeitos revertidos pelo pré-tratamento da clorpromazina sozinha ou
associacdo ao ALA. Além disso, administracdo de cetamina diminuiu GSH, elevou
nitrito, a peroxidacgao lipidica e a concentragao da MPO. Esses efeitos de KET foram
revertidos pela clorpromazina e potencializados pelo ALA quando associado a CP1.
Em conclusdo, o tratamento com cetamina em ratos promove mudancgas
eletroencefalograficas, comportamentais e oxidativas no hipocampo e estas
alteracbes podem estar relacionadas com a hipofuncdo dos receptores NMDA no
sistema glutamatérgico e a clorpromazina sozinha ou associada ao acido lipdico
promove a reversao destes efeitos, mostrando uma atividade benéfica, como
neuroprotetores.

PALAVRAS-CHAVE: Esquizofrenia; Hipocampo; Estresse Oxidativo;
Eletroencefalograma; Cetamina; Clorpromazina; Acido lipdico.



ABSTRACT

Schizophrenia, a neuropsychiatric syndrome characterized by brain functions
impairment, presents besides the behavioral symptoms, electroencephalographic
changes and it is associated with a dysregulation of immune responses and oxidative
component. However, the role of the inflammatory and oxidative damage on the
electroencephalographic alterations present in schizophrenia was not completely
clarified. Thus, this study aimed to investigate the electroencephalographic,
behavioural and neurochemical effects in the hippocampus of rats treated with
chlorpromazine alone or associated with lipoic acid in the model of schizophrenia
induced by ketamine. However, the role of oxidative damage in
electroencephalographic changes present in schizophrenia is not fully understood.
As a result, this study aimed to evaluate the effects of the antipsicotics association of
chlorpromazine (CP) and lipoic acid (ALA) in the schizophrenia model induced by
ketamine (KET) in rats. Wistar male rats (200-300 g) were tested. They were treated
for 10 days and divided into two experimental protocols: At first the animals were
divided into 4 groups (n = 10) and treated with saline (control) or ketamine (10, 50, or
100 mg/kg). In the second, the animals were divided into 9 groups (n = 10) treated
with saline (control), lipoic acid (100mg/kg), ketamine (10mg/kg) and chlorpromazine
(1 or 5 mg/kg) alone or and ketamine (CP1 and CP5+KET) or associated with lipoic
acid (ALA+CP1 and CP5+KET). For the electroencephalogram (EEG), the animals
underwent a stereotactic surgery for the implantation of an electrode in the right
hippocampus and were treated for 10 consecutive days. The brain waves were
captured at 1 or 10 days for the groups treated only with Ketamine alone and on the
1st, 5th or 10th day to the groups treated with chlorpromazine alone or in
combination with ketamine with or without lipoic acid. Tests were performed on 8 day
(open field test and in the Y maze) and 10 day treatment (prepulse inhibition - IPP
and neurochemical tests). Our results showed that administration of ketamine (10, 50
or 100 mg/kg) induced changes in the average spectral power of hippocampal delta,
theta, alpha, gamma low and gamma high bands after acute or repeated treatment.
The chlorpromazine alone or associated with ALA reversed the changes promoted by
KET10 for hippocampal oscillations of the delta, gamma low and gamma high bands.
Moreover, ketamine induced hyper locomotion changed the working memory and
increased IPP, and these effects reversed by pretreatment of chlorpromazine alone
or association with ALA. Moreover, ketamine administration decreased GSH,
increased nitrite, lipid peroxidation and the concentration of MPO. These effects by
KET were reversed chlorpromazine and enhanced by the ALA when associated with
CP1. In conclusion, treatment with ketamine in mice promotes behavioral,
neurochemical, and electroencephalographic changes in the hippocampus and these
changes may be related with the hypofunction of NMDA receptors in the
glutamatergic system and chlorpromazine alone or associated with lipoic acid
promotes the reversal of these effects, showing a beneficial activity as
neuroprotective.

KEYWORDS: Schizophrenia; Hippocampus; Oxidative stress;
Electroencephalogram; Ketamine; Chlorpromazine; Lipoic acid.
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1 INTRODUGAO

1.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia € um transtorno mental crénico, grave e incapacitante que
afeta cerca de 1% da populagdo mundial (WHO, 2015; MCGRATH et al., 2008), isto
€, aproximadamente 24 milhdes de pessoas em todo o mundo, principalmente na
faixa etaria dos 15-35 anos (WHO, 2010). Segundo a WHO (2009), a prevaléncia
ocorre em partes iguais entre homens e mulheres, embora as mulheres com
esquizofrenia possam ter melhor curso da doenga do que os homens (VASKINN et
al., 2015).

O termo esquizofrenia foi utilizado inicialmente pelo psiquiatra suico, Eugen
Bleuler, em 1911, aplicando-0 a pacientes que apresentavam desconexao entre os
processos de pensamentos e as respostas emotivas. Este veio substituir o termo de
‘Deméncia Precoce”, definido anteriormente por Kraeplin, para um quadro com
psicoses associadas com perda das capacidades previamente adquiridas, ocorrendo
geralmente em adultos jovens (precocemente) (VALLS, 2010).

As dificuldades metodoldgicas inerentes aos estudos neuropatoldgicos, os
achados inconsistentes e 0 advento dos antipsicéticos, na década de 1950, fizeram
com que as pesquisas passassem a enfocar os neurotransmissores como elementos
centrais na génese da esquizofrenia (ARARIPE NETO; BRESSAN; BUSATTO
FILHO, 2007). Em 1952, os pesquisadores franceses Jean Delay e Pierre G.
obtiveram resultado satisfatério com o tratamento de doengas mentais com uma
substancia chamada a clorpromazina, testada anteriormente por Henri-Marie Laborit,
produzindo uma hibernagdo. A agao psicofarmacolégica que reduzia a agitagao
motora, a atividade alucinatoria e delirante, chamada de neurolepsia, inaugurou uma
nova fase da psiquiatria (COSTA et al., 2015).

Entre as décadas de 1970 e 1990, houve grande desenvolvimento dos grupos
de pesquisa em esquizofrenia, cujo enfoque era a investigagao genética. Na década
de 1990, os estudos focaram no primeiro episddio psicético e em anos posteriores, o
desafio foi compreender os pacientes de alto risco para o desenvolvimento da
esquizofrenia (ARARIPE NETO; BRESSAN; BUSATTO FILHO, 2007).
Recentemente, a visdo investigativa foi ampliada para além das alteragbes

relacionadas aos neurotransmissores e pesquisadores vém desenvolvendo estudos
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acerca do dano inflamatorio (MILLER et al., 2013), oxidativo (VASCONCELOS et al.,
2015; KOGA et al., 2015; MONTE et al., 2013) e da fisiopatologia da esquizofrenia
(OWEN; SAWA; MORTENSEN, 2016).

1.1.1 Sinais Clinicos da Esquizofrenia e Alteragdes nos Neurotransmissores

A esquizofrenia é caracterizada por delirios, alucinagdes, discurso e
comportamento desorganizado, e outros sintomas que causam disfung¢ao social ou
ocupacional. Para um diagnostico, conforme critérios do DSM 5, dois dos sintomas
acima especificados devem ter estado presentes durante seis meses e incluem pelo
menos um més de persisténcia dos sintomas. Além disso, os critérios de diagnéstico
nao identificam mais subtipos para esquizofrenia (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013).

Seu quadro clinico é classificado por sintomas positivos (psicose,
alucinacbes), sintomas negativos (retraimento social, anedonia) e disfungéo
cognitiva (caracterizados por déficit de atencdo, aprendizagem, memodria, entre
outros) (BALU; COYLE, 2011). Ha hipoteses de que os sintomas positivos surgem
de um estado hiperdopaminérgico no circuito dopaminérgico mesolimbico
(LINDENMAYER et al., 2013; ZIERHUT et al.,, 2010). Enquanto que os sintomas
negativos e a disfungdo cognitiva estdo relacionados a uma hipoatividade
dopaminérgica nas projecbes do cortex pré-frontal (LINDENMAYER et al., 2013;
BENCHERIF et al., 2012; MENEGATTI et al., 2004) (fig. 1).



Figura 1: Vias Centrais da Dopamina

Fonte: http://www.inec-usp.org/cursos/cursoV/neurotransmissao.htm.
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A dopamina é uma catecolamina que exerce importantes fungcdes no sistema
nervoso (LINDENMAYER et al., 2013; BENCHERIF et al., 2012; SILVA, 2006). E
encontrada no corpo estriado, no sistema limbico e hipotadlamo, sintetizada por
neurdnios, cujos corpos localizam-se no tronco cerebral e se projetam por diferentes
vias (mesolimbica, mesocortical, nigroestriatal, sistema tubero infundibular, medular-
periventricular e incerto-hipotalamica), sendo que as duas primeiras vias estao
alteradas na esquizofrenia e as trés ultimas encontram-se normais. As vias da
dopamina envolvidas com esquizofrenia e alguns dos efeitos inesperados dos
antipsicoticos encontram-se ilustradas na figura 1, enquanto que as fungdes destas

vias encontram-se descritas na figura 2 (MOREIRA; GUIMARAES, 2007).
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Figura 2: Funcdes das Vias Centrais da Dopamina

VIAS FUNGOES

Mesolimbica Relacionada a comportamentos e emogbes. Sua

hiperatividade relaciona-se aos sintomas psicoticos
positivos (BALU; COYLE, 2011).

Mesocortical O bloqueio relaciona-se a piora dos sintomas negativos
(LINDENMAYER et al., 2013).

Nigroestriada Coordenacdo de movimentos voluntarios. Seu bloqueio
esta associado a disturbios motores, como acatisia,
distonia, tremores, rigidez e acinesia/bradicinesia e em
longo prazo pode levar a discinesia tardia (MOREIRA;
GUIMARAES, 2007).

e erritglelle il Relacionada a inibicdo da secregao de prolactina. Seu
bloqueio associa-se ao aumento dos niveis desse
horménio (SILVA, 2006).

Ve e el ET 8 Relaciona-se com o comportamento alimentar (SILVA,
2006).
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Outro neurotransmissor amplamente estudado para o entendimento do
quadro clinico da esquizofrenia é o glutamato, aminoacido neurotransmissor mais
abundante no cérebro de mamiferos. Seu papel crucial € mediar a transmisséo
sinaptica excitatéria por todo o cérebro e na medula espinal (LIN; LANE; TSAI,
2011).

Dentre os receptores do glutamato, o subtipo NMDA tem sido um dos mais
estudados e relevantes para entender a fisiopatologia da esquizofrenia (OHNUMA,;
ARAI, 2011). A teoria da hipofungao dos receptores NMDA é fundamentada pela
evidéncia de que antagonistas dos receptores NMDA, como a PCP (fenilciclidina) e
a cetamina, dentre outros, induzem mudangas comportamentais, como disfungao
cognitiva e psicose que se assemelham a esquizofrenia (LIN; LANE; TSAI, 2011;
ARRUDA et al., 2008). Estas respostas sdao documentas pela literatura com doses
ndo anestésicas de cetamina [10 mg/kg (ARRUDA et al., 2008); 20 mg/kg
(VASCONCELOQOS et al., 2015; MONTE et al., 2013); 25, 50 ou 75 mg/kg (CAIXETA
et al.,, 2013), e 100 mg/kg (MOGHADDAM et al., 2014)]. Assim, a cetamina é
amplamente utilizada para indugdo do modelo de esquizofrenia-simile em roedores
(VASCONCELOS et al., 2015; MONTE et al.,, 2013; MOGHADDAM et al., 2014;
CHATTERJEE et al., 2011; ARRUDA et al., 2008).

Vale acrescentar que a hipofuncéo cortical glutamatérgica (associada aos
sintomas negativos e déficits cognitivos) repercute sobre o trato mesolimbico
dopaminérgico (originarios da area tegmental ventral do mesencéfalo e com
projecbes para regides limbicas), determinando a desinibicdo do sistema
mesolimbico e o consequente aparecimento dos sintomas positivos (fig. 3) (GUIZZO,
2009; DAVIS et al., 1991). Em conjunto, estes dados sao consistentes com o modelo
de indugcdo da esquizofrenia pela cetamina, em que a hipoatividade
glutamatérgica/NMDA impulsiona a hiperfungdo da dopamina, podendo, desta

forma, ser a base dos prejuizos fisiopatoldgicos caracteristicos da esquizofrenia.



Figura 3: Representacéo hipotética associando a hipofungéo cortical (reducéo da atividade de

receptores NMDA) e os sintomas da esquizofrenia.

Fonte: http://www.inec-usp.org/cursos/cursoV/neurotransmissao.htm.
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1.2 Fisiopatologia da Esquizofrenia

A compreensdo da fisiopatologia da esquizofrenia avangou além da visédo
relacionada as alteragbes nos neurotransmissores, visto que outras rotas etiolégicas
vém sendo estudadas atualmente como o dano inflamatorio (OWEN; SAWA,;
MORTENSEN, 2016; MILLER et al, 2013), oxidativo (OWEN; SAWA;
MORTENSEN, 2016; KOGA et al., 2015; MACEDO et al., 2012), dentre outros.

Dessa forma, a contribuicdo da inflamagao crbénica na etiologia das principais
doencas mentais tem recebido maior atengdo na ultima década (FOND et al., 2014).
Estudos anteriores demonstraram que a esquizofrenia esta associada com uma
desregulagédo de respostas imunes (MILLER et al., 2013; DREXHAGE et al., 2011;
POTVIN et al., 2008) e o componente oxidativo (KOGA et al, 2015; MACEDO et al.,
2012). Além disso, alguns medicamentos anti-inflamatorios demonstraram eficacia
no tratamento da esquizofrenia (KOGA et al., 2015; MACEDO et al., 2012).

A influéncia da desregulagdo do sistema imunitario na fisiopatologia da
esquizofrenia € cada vez mais reconhecida. Neste contexto, marcadores proé-
inflamatdrios, anti-inflamatérios e imunossupressores tém sido amplamente
reconhecidos na esquizofrenia, com evidéncias de que pacientes esquizofrénicos
podem possuir hiperatividade do sistema pré-inflamatério (KIM et al., 2009), como
evidenciado pelo aumento dos niveis de TNF-q, IL-6, IL-1B e IL-1 no soro desses
individuos (LIU et al., 2010; WATANABE; SOMEYA; NAWA, 2010; KIM et al., 2009;
O’BRIEN; SCULLY; DINAN,2008); e que pacientes esquizofrénicos, durante
episédios agudos, apresentam niveis reduzidos de IL-4 (uma citocina anti-
inflamatdria) (O’'BRIEN; SCULLY; DINAN, 2008).

Niveis elevados de IL-6 podem desempenhar o papel de comprometimento
cognitivo e servir como potencial biomarcador inflamatorio da deterioracdo na
esquizofrenia (FRYDECKA et al.,, 2014; STOJANOVIC et al., 2014). Embora mais
estudos para investigar o papel exato de diferentes citocinas na fisiopatologia da
esquizofrenia sejam necessarios, esses mediadores surgem como alvos moleculares
promissores para prevencao e tratamento.

Por outro lado, estudos mostram também que o estresse oxidativo tem papel
importante na fisiopatologia da esquizofrenia (PADURARIU et al., 2010) e de outras
alteracbes mentais, uma vez que o cérebro é particularmente vulneravel ao dano

oxidativo, devido a alta utilizagdo de oxigénio, seu alto teor de acidos graxos
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oxidaveis polinsaturados e presenga de metais redox-ativos (Cu+2 e Fe+2) (DO et

al., 2009).

O estresse oxidativo e nitrosativo sdo resultado de um desequilibrio entre o
excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) de um lado e a deficiéncia de antioxidantes enzimaticos e nao-
enzimatica do outro lado (BERK et al., 2008; VALKO et al., 2007). Conduzindo a
oxidagao de lipidios, proteinas e DNA (VALKO et al., 2007) e o resultado desse
processo encontra-se no dano oxidativo celular e sequelas relacionadas que variam
de disfungao celular a morte celular (BERK et al., 2008).

As ROS mais importantes nos seres humanos sao o peroxido de hidrogénio
(H202), radical superoxido (O2e -), radicais hidroxila (OH ¢). As espécies reativas de
nitrogénio incluem o oxido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOQO+) (NORDBERG;
ARNER, 2001; DO et al., 2009). Existem varios mecanismos celulares de defesa
antioxidante existentes para compensar a produgdo de EROs e ERNSs, incluindo vias
enzimaticas e nado enzimaticas (NORDBERG; ARNER, 2001). Sendo as vias
enzimas compostas por superoxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase e os
antioxidantes nédo enzimaticas que incluem GSH, acido ascérbico (vitamina C), a-
tocoferol (vitamina E), carotendides e flavondides (DO et al., 2009).

Como a medicao direta da concentragcdo de radicais livres nao € viavel por
causa da meia-vida curta e em baixas concentragdes, o estresse oxidativo é
avaliado por meio de ensaios de metabdlitos reativos (por exemplo, metabdlitos do
oxido nitrico), enzimas antioxidantes (por exemplo, superéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase), antioxidantes (por exemplo, GSH, vitaminas C e E, albumina,
bilirrubina) e produtos de oxidagéo (produtos da peroxidagao lipidica, por exemplo)
(BERK et al., 2008).

Evidéncias apontam para uma desregulagdo do metabolismo dos radicais
livres na esquizofrenia, detectado pela atividade anormal de enzimas com atividade
antioxidante (SOD, glutationa peroxidase e redutase e catalase). Estas altera¢des
estdo sendo associadas a certos sintomas clinicos do transtorno, bem como a
reducdo da eficacia da terapéutica utilizada. Por exemplo, os sintomas positivos
estdo mais correlacionados a atividade da SOD, visto que baixa atividade da SOD
foi vista nos eritrocitos de pacientes ndo tratados, mas o tratamento com haloperidol

aumentou significativamente a atividade desta enzima (FENDRI et al., 2006).
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A hipotese dopaminérgica da esquizofrenia classica postula uma
hiperatividade da transmissdo dopaminérgica no receptor D2. E de interesse que o
metabolismo enzimatico da dopamina acarrete a geragao de peréxido de hidrogénio,
que, através da auto-oxidagdo da dopamina, resulta na produgdo de EROs, como
dopamina quinonas e superéxido (BITANIHIRWE; WOO, 2011; FLECKENSTEIN et
al., 2007). Estes EROs podem interagir com superoxido dismutase e glutationa,
gerando redugao nos niveis dos antioxidantes disponiveis (BITANIHIRWE; WOO,
2011).

Ja a hipdtese glutamatérgica da esquizofrenia refere-se a uma hipofungéao dos
receptores NMDA. Este defeito no receptor NMDA pode estar relacionado ao estado
redox de pacientes com esquizofrenia (BITANIHIRWE; WOO, 2011). Estudos
mostraram que doses subanestésicas da cetamina induziram estresse oxidativo e
alteracdes nas defesas antixodantes cerebrais (SILVA et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2009).

De forma inesperada, o efeito exato induzido por diferentes antipsicéticos
tipicos ou atipicos nas enzimas antioxidantes superoxido desmutase (SOD) e
Glutationa peroxidase (GPX) e a concentragdo de peroxidagdo lipidica ainda n&o
esta bem elucidado (ZHANG et al., 2006). Estudo com pacientes esquizofrénicos e
individuos saudaveis mostrou que os antipsicoticos, incluindo clorpromazina,
haloperidol, risperidona e clozapina, nao alteraram significativamente o nivel sérico
de TBARS apds quatro semanas de tratamento (HUANG; LIOU; LIN, 2010).

Entretanto, outra investigacdo com pacientes esquizofrenicos antes e apds o
tratamento com risperidona, olanzapina e flupenthixol por trés meses, em
comparagao aos controles saudaveis, apresentaram  significativamente
concentragbes mais elevadas de neopterina, nitritos e concentragcdes
significativamente mais baixas de antioxidantes antes do tratamento. Apds o
tratamento com antipsicoticos, houve diminuigdo significativa nos niveis de
neopterina e aumento significativo dos niveis de antioxidantes. Observando-se,
entdo, aumento do estresse oxidativo em esquizofrenia, que melhora com
antipsicoticos, sendo que o mecanismo pelo qual os antipsicéticos pode diminuir o
estresse oxidativo, podendo envolver modulagdo de regulacdo molecular na
expressdo de enzimas antioxidantes (CHITTIPROL et al., 2010).

Neste contexto, o uso do modelo farmacolégico da esquizofrenia induzido

pela cetamina torna-se relevante para o entendimento do mecanismo de acao dos
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antipsicaoticos tipicos, bem como elucidar a participagdo do estresse oxidativo na
fisiopatologia da esquizofrenia.

1.3 Tratamento da Esquizofrenia

O tratamento da esquizofrenia implica multiplas abordagens, incluindo
medicamentos e intervengdes psicossociais. Os objetivos gerais do tratamento sao
reduzir a mortalidade e morbidade da doenca, diminuindo a frequéncia e severidade
dos episddios de exacerbagao psicotica; e melhorar a capacidade funcional e a
qualidade de vida dos individuos afetados pela doenca (TANDON; NASRALLAH;
KESHAVAN, 2010).

Os medicamentos antipsicoticos sdo a primeira linha farmacoterapéutica para
o tratamento da esquizofrenia (MOLTENI et al., 2009). Esses medicamentos s&o
importantes para o tratamento desta enfermidade, podendo n&o apenas interferir nas
manifestagcbes aguda da doenga, como também na normalizagdo das fungbes do
cérebro, através de mecanismos complexos que levardo o paciente a estabilizagédo
(MOLTENI et al., 2009).

Esses farmacos sio classificados em antipsicéticos tipicos ou de primeira
geracgao e antipsicoticos atipicos ou de segunda geracdo (KEEFE et al., 2007). Os
antipsicoticos de primeira geragao sao classificados em fenotiazinas (como exemplo
clorpromazina), butirofenonas, difenilbutilpiperidinas, tioxantenos e benzamidas
substituidas. Ja os antipsicoticos de segunda geragdo incluem amisulprida,
clozapina, aripiprazol, olanzapina, risperidona, quetiapina, ziprasidona, sertindol e
zotepina (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).

Os antipsicéticos tipicos e atipicos parecem ser eficazes para o tratamento
dos sintomas positivos, via inibicdo do sistema mesolimbico dopaminérgico. Esses
farmacos sao diferentes no que dizem respeito a ocorréncia de efeitos colaterais
neuroldgicos. Entretanto, os atipicos parecem ser mais eficazes nos sintomas
negativos e déficits cognitivos (KEEFE et al., 2007).

A clorpromazina é uma fenotiazina alifatica, € um dos farmacos antipsicoticos
tipicos amplamente utilizados. A clorpromazina é de confianga pela sua eficacia e
um dos farmacos antipsicoticos de primeira geragdo mais testados. Ela tem sido
usada como padréo ouro para comparar a eficacia de drogas antipsicoticas novas e
antigas (SAHA et al, 2016). Segundo Saha et al. (2016), a clorpromazina é
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amplamente disponivel, compativel com novos antipsicéticos e relativamente barata.
Apesar de sua propensao para causar efeitos secundarios, € provavel que se
mantenha um dos antipsicéticos de referéncia.

A semelhanga de outros antipsicéticos tipicos, clorpromazina bloqueia
seletivamente neurbnios dopaminérgicos pos-sinapticos (PEUSKENS et al., 2014),
que parece estar relacionada com a ocorréncia de efeitos secundarios neurologicos,
incluindo anormalidades eletroencefalograficas (MOMCILOVIC-KOSTADINOVIC et
al., 2013; ERBAS; YILMAZ, 2013; FINK, 2010), como a evolugdo de uma atividade
epiléptica (MOMCILOVIC-KOSTADINOVIC et al., 2013).

Além disso, clorpromazina induz estresse oxidativo, ativando varias espécies
reativas que acarretam danos ao tecido (DEJANOVIC et al., 2016). Estudo de Pillai
et al. (2007) relatou que 180 dias de tratamento com clorpromazina em animais
causou lesao celular neural e estresse oxidativo aumentado, como elevagéo na
concentracdo da peroxidagao lipidica, diminuicdo das enzimas antioxidantes
manganés superoxido dismutase (MnSOD), cobre-zinco superoxido dismutase
(CuzZnSOD) e catalase no cérebro de rato tratado com este antipsicotico por longo
prazo.

Portanto, pelos antipsicoticos tipicos serem ainda amplamente utilizados em
paises em desenvolvimento, trabalhos envolvendo estes medicamentos podem ser
muito uteis no planeamento do uso destes farmacos no tratamento da esquizofrenia
e pela possibilidade de estudo da melhora da resposta terapéutica pela combinagao
como outras substancias, como os agentes antioxidantes, visto que as drogas das
novas geragbes sdo caras e comercializadas no mundo inteiro, como melhor
tratamento para a esquizofrenia, mas isso pode ndo ser o caso investimentos em
pesquisa para melhoria de farmacos de baixo custo e alto valor terapéutico, como a

clorpromazina.

1.4 Modelo de Esquizofrenia Induzido pela Cetamina

Um modelo é definido como uma preparacdo experimental para estudar
condigdes particulares ou fenbmenos na mesma ou em diferentes espécies e é
ferramenta poderosa na descobreta da fisiopatologia das doengas (HILL, 2015;
GEYER; MOGHADDAM, 2002). Podendo ser desenvolvido em humanos, animais de

laboratorio ou mesmo em culturas de células e até em simulagbes matematicas no
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computador. Nos modelos de transtornos mentais, o efeito produzido lembra apenas
distante ou, de maneira indireta, o que acontece no individuo (SALGADO et al,,
2006).

Embora nenhum modelo animal possa replicar todos os aspectos das
complexidades de disturbios neuropsiquiatricos humanos, como a esquizofrenia,
estes podem ser desconstruidos em endofendtipos mais simplificados que
incorporam os principais dominios sintomas (EYLES et al., 2012; VAN DEN BUUSE,
2010).

Desse modo, diversos modelos experimentais, como o desenvolvimental,
genético, gene x ambiente, lesdo e modelos induzidos por drogas (KOENIG;
CARPENTER, 2015) sao utilizados para se investigar as bases neuroquimicas e
neurofisiolégicas dos sintomas da esquizofrenia, assim como dos efeitos colaterais
dos antipsicéticos (CHINDO et al., 2012; SALUM et al., 2008). O modelo induzido
por drogas, como a cetamina, consiste na hiperatividade da transmissdo de
dopamina por uma deficiéncia na fungéo dos receptores de glutamato, resultando
em sintomas positivos da esquizofrenia (KOENIG; CARPENTER, 2015; BECKER et
al., 2003).

Dentre os modelos induzidos por drogas, a indugdo de esquizofrenia pela
cetamina tem sido amplamente estudada. Este farmaco trata-se de um derivado da
fenciclidina, clinicamente usada como um anestésico intravenoso e analgésico
cronico (CRAVEN, 2007; VISSER; SCHUG, 2006). Devido a sua grande
disponibilidade no mercado como um agente anestésico dissociativo, o uso da
cetamina seria um método econdbmico para simular dominios especificos dos
sintomas deste transtorno em roedores para triagem de drogas antipsicoticas
(CHATTERJEE; GANGULY et al.,, 2011). Seu uso altera o comportamento em
humanos e animais e induz esquizofrenia- like (CHATTERJEE et al., 2011; COYLE,
2004). Seus efeitos sistémicos ocorrem, principalmente, devido ao bloqueio dos
receptores glutamatérgicos NMDA (VASCONCELOQOS et al., 2015; MOGHADDAM et
al, 2014). Oliveira et al. (2009) e Arruda et al. (2008) demonstraram que doses sub-
anestésica de cetamina (4 e 10 mg/kg) aumentaram a peroxidagao lipidica, produto
que contribui para instalacdo do estresse oxidativo. Por outro lado, pesquisadores
(KIM et al., 2015; STONE; MORRISON; PILOWSKY, 2006; NEWCOMER, 1999)
demonstraram que uma unica dose de cetamina induz um estado no cérebro

caracterizada por um aumento na forca e na frequéncia de oscilacbes do EEG
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cerebral. Analise espectral mostrou aumento no poder absoluto apds doses de
cetamina de 9 ou 30 mg / kg, com o maior aumento a ser alcangado nas bandas
delta, beta e gama bandas, a partir de eletrodos implantados no cortex frontal,
parietal e temporal (PALENICEK et al., 2011).

1.5 Estudos Comportamentais e a Esquizofrenia

Um dos modelos comportamentais mais utilizados para a avaliagdo dos
sintomas da esquizofrenia € o modelo da inibigdo pré-pulso (IPP) do sobressalto,
que oferece medida operacional do filtro sensorio-motor, refletida pela capacidade
de inibigdo de um reflexo de sobressalto, quando um estimulo sensorial é precedido
por outro de menor intensidade (HOFFMAN; ISON, 1980). A habilidade de
discriminar estimulos externos de relevancia fisioldgica ou cognitiva, fornecida pelo
filtro sensodrio-motor, estda comprometida em individuos com determinados
transtornos psiquiatricos (SALUM et al., 2008).

A IPP é uma forma de plasticidade do reflexo do sobressalto, caracterizada
por uma reducido normal do sobressalto em resposta a um estimulo auditivo intenso
(pulso), quando este é precedido imediatamente (30-500 ms) por um estimulo mais
fraco (pré-pulso) (WEISS; FELDON, 2001).

O reflexo de sobressalto € uma resposta natural de defesa, que envolve
rapida contracdo dos musculos da face e do corpo, e ocorre em resposta a um
estimulo intenso e inesperado. Esta reacdo € uma resposta incontrolavel e
espontanea que pode ser eliciada por diferentes modalidades de estimulos (auditivo,
visual ou tatil). A ativacdo de processos cerebrais € aumentada em resposta ao
estimulo fraco, impedindo a responsividade a eventos sensoriais subsequentes
durante uma breve janela temporal. Este periodo protege a informagdo contida no
estimulo inicial, para que seja adequadamente processado, durante o qual, apenas
estimulos suficientemente salientes serdo capazes de ultrapassar este filtro protetor
(GIAKOUMAKI, 2012).

A inibicdo pré-pulso ocorre naturalmente em humanos e na maioria dos
animais experimentais, mas € diminuida ou ausente em esquizofrénicos
(MANSBACH; GEYER; BRAFF, 1988). Drogas que induzem sintomas da
esquizofrenia em humanos, como a fenciclidina, cetamina, anfetamina, cocaina e a

apomorfina, reduzem a IPP. Este efeito pode ser revertido pelo tratamento com
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antipsicoticos tipicos e atipicos, mas nem sempre é abolido (ISSY; SALUM; DEL
BEL, 2009). Existem trabalhos mostrando os déficits da IPP em pacientes
esquizofrénicos ndo medicados (MOLINA et al., 2011; SWERDLOW et al., 2008;
BRAFF; GEYER; SWERDLOW, 2001), além de pacientes com transtornos
psiquiatricos, como mania psicética aguda no transtorno bipolar (PERRY et al.,,
2001) e transtorno de déficit de atengéo e hiperatividade (HAWK et al., 2003).

Issy e colaboradores (2009) mostraram que a diminuicdo da IPP em
camundongos Swiss provocada pelo metilfenidato, um estimulante leve do sistema
nervoso central e estruturalmente relacionado com as anfetaminas, foi bloqueada
pelos antagonistas dopaminérgicos haloperidol e clozapina. Outra pesquisa indicou
que antipsicéticos tipico (haloperidol) e atipico (clozapina) foram capazes de
aumentar as respostas de IPP de ratos que naturalmente apresentam baixos niveis
de IPP. A olanzapina e risperidona efetivamente melhoraram a IPP em pacientes
esquizofrénicos (MARTINEZ-GRAS et al., 2009; WYNN et al., 2007). Assim, a IPP
tem sido sugerida como util endofendétipo em potencial para esquizofrenia.

Além do teste de IPP, a hiperlocomogao farmacologicamente induzida € um
importante indicador dos sintomas positivos associados a esquizofrenia
(BUBENIKOVA-VALESOVA et al., 2008; VAN DEN BUUSE, 2010). Na sua forma
mais simples, o conceito de teste para hiperatividade locomotora baseia-se na
premissa de que a atividade dopaminérgica em roedores resulta na atividade motora
aumentada (PAULUS; GEYER, 1991). Assim, o objetivo do teste de campo aberto é
medir mudangas comportamentais quando os animais sao colocados em um novo
ambiente como no meio de um espaco aberto. A medida que os animais sentem
ansiedade, medo ou tém problemas de adaptagcdo em um novo ambiente, as
atividades exploratérias tendem a diminuir (TSUCHIE et al., 2013).

Na esquizofrenia, a disfungdo cognitiva ndo é global e generalizada, mas sim
especifica e seletiva, incluindo problemas de atengdo e percepcao, resolugcdo de
problemas, memoéria de curto e longo prazo e, em particular, a memoria de trabalho
(BEGOU et al., 2008). O labirinto em Y é um teste para medir a meméria de trabalho
espacial (memoria de curto prazo) e é baseado na tendéncia inata de roedores de
explorar novos ambientes (DELLU et al., 2000). Desta forma, o teste do labirinto em
Y foi utilizado no presente estudo para verificar os sintomas cognitivos da

esquizofrenia, mais especificamente na memadria de trabalho.
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1.6 O Eletroencefalograma na Esquizofrenia

O Eletroencefalograma (EEG) é o registro grafico da atividade elétrica do
encéfalo (TOTH et al., 2005; DRINGENBERG; PETER, 2002). Baseia-se em um
processo matematico denominado de transformada rapida de Fourier (FFT), que
separa uma onda sinusoidal complexa para uma soma de formas de frequéncia e de
tensao especifica de ondas simples (CONSTANT; SABOURDIN, 2012).

Para Basar (2013), o termo oscilagbes cerebral ou neural refere-se ao ritmo
e/ou atividade elétrica repetitiva gerada espontaneamente ou em resposta a
estimulos do tecido neuronal no sistema nervoso central. Moran e Hong (2011)
afirmam que as oscilagdes neurais sao importantes para uma ampla gama de
fungdes sensoriais e cognitivas.

Estas oscilagbes podem ser mensuraveis em diferentes frequéncias (MORAN;
HONG, 2011) e sao tipicamente descritos como bandas de baixa frequéncia, como
delta (<4 Hz), teta (4-8 Hz), alfa (8-13 Hz), beta (13-30 Hz) e bandas de altas
frequéncias, como gama que vai desde aproximadamente gama low (30-50 Hz) para
gama high (50 -100 Hz) (MAGNI et al., 2007). A distribuicdo e neurofisiologia destas

bandas de frequéncia encontram-se descritas no Quadro 1.
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Quadro 01: Distribuicdo e neurofisiologia das bandas de frequéncia. Fortaleza-
Ceara, 2016.

Bandas Neurofisiolégia das Bandas de Frequéncia

Aprendizagem, consolidagdo da memoria e flexibilidade
comportamental (CASSEL et al., 2013).

Processo de codificagao e recrutamento da memoaria (LIEBE et al.,
2012); Exploragao espacial, sono REM (MORAN; HONG, 2011).

Resultado da interagdo cortical com a rede talamica (processos
inibitérios descendentes) (CONSTANT; SABOURDIN, 2012);
Reflete estado de repouso (MORAN; HONG, 2011).

Atividade cortico-cortical de sujeito alerta, acordado que esta
ativamente pensando (CONSTANT; SABOURDIN, 2012);

Sintomas negativos e positivos da esquizofrenia (CONSTANT;
SABOURDIN, 2012). Papel critico nas fungdes cognitivas e esta
sujeita a modulagdes de atencdo e memdria seletiva (MORAN;
HONG, 2011).

Portanto, os ritmos cerebrais sao biomarcadores fisiolégicos e patoldgicos dos
estados de repouso e ativo. Ha amplas evidéncias de que as fungbes cognitivas, de
acordo com a coordenacéo da distribuicdo de respostas neurais, estdo associadas
com a atividade oscilatéria sincronizada, sugerindo mecanismo funcional das
oscilacbes neurais em redes corticais. Além de seu papel no funcionamento normal
do cérebro, ha crescentes evidéncias de que a atividade oscilatéria alterada pode
estar associada a certos disturbios neuropsiquiatricos, como a esquizofrenia, que
envolvem cognigcédo e comportamento disfuncional (UHLHAAS, 2011).

Pacientes com esquizofrenia apresentam prejudicadas atividades oscilatorias
neurais durante estimulos sensoriais e cognitivas (JALILI; KNYAZEVA, 2011;
MORAN; HONG, 2011). O que parece esta associada com amplitude anormal e

sincronia da atividade oscilatéria. Estas anomalias podem ser observadas durante a
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atividade neuronal relacionada com uma tarefa ou espontanea que deve ser
importante para compreenséo da fisiopatologia da sindrome (UHLHAAS; SINGER,
2013).

Dose nao anestésica de cetamina induz disfungdo cognitiva e psicose e
agrava os sintomas da esquizofrenia (BOEIJINGA et al., 2007; ADLER et al., 1998).
Unica adminstragdo de cetamina induz a um estado no cérebro caracterizado por um
aumento no poder e na frequéncia intrinseca de oscilagdbes gama (HETEM et al.,
2008; STONE et al., 2008; NEWCOMER et al., 1999; KRYSTAL et al., 1994).

Este efeito da cetamina sobre as oscilagbes gama € um evento importante
para o estudo da fisiopatologia da esquizofrenia, visto que a esquizofrenia é
caracterizada por disfungdes em muitas das regides superiores do cérebro,
conhecidas por estarem ligadas as oscilagdes gama (LEE et al., 2003). Somado a
isto, vale destacar que os sintomas negativos, tais como afastamento social e
emocional, correlacionam-se com uma diminuicdo nas oscilagdes gama, enquanto
que os sintomas positivos, tais como alucinagdes, parecem estar associados a um
aumento na oscilagdo gama (MULERT et al., 2011; LEE et al., 2010; HERRMANN;
DEMIRALP, 2005).

Mediante o exposto, o uso do modelo farmacoldgico da esquizofrenia induzido
por baixas doses de cetamina é importante para o entendimento dos principais
mecanismos de oscilagdes neurais de regulacdo glutamatérgica e, portanto, estas
oscilagdes neurais poderao fornecer interface animal-clinica no estudo da disfungéo
glutamatérgica da esquizofrenia, através da avaliacao eletroencefalografica de ratos
apdés adminitracdo da cetamina. Assim como avaliar os efeitos da clorpromazina
sozinha ou associada ao acido lipéico sobre as alteragbes no EEG promovidas pela

cetamina.

1.7 Acido Lipdico e a Esquizofrenia

O acido lipéico (ALA) é um componente natural de membranas bioldgicas de
plantas e animais, também conhecido como 1,2-ditiolano-3-pentandico, € um
dissulfureto de oito carbonos que contém um centro quiral (fig. 4) (ARAUJO et al.,
2011; LATEEF et al., 2005). Contém um atomo de carbono assimétrico (fig. 4) e,

assim, tem dois isbmeros opticos possiveis.
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Figura 4: Estrutura quimica do acido a-lipdico.

Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t5625?lang=pt&region=BR

Estes sdo designados como acido R-lipdico (R-ALA) e acido S-lipdico (S-
ALA). O que ocorre naturalmente é a configuracdo R, ligada a uma proteina que
funciona como um cofator essencial para varios complexos enzimaticos mitocondrias
envolvidos na produgdo de energia e no catabolismo de alfa-cetoacidos e
aminoacidos (ALTERNATIVE MEDICINE REVIEW, 2006). Sua atividade
antioxidante foi descrita pela primeira vez como um cofator essencial para conversao
de piruvato em acetil-coenzima A, um passo critico na respiragao celular
(SALINTHONE et al., 2008).

Devido ao forte efeito antioxidante e anti-inflamatério, o potencial terapéutico
de acido lipdico foi recentemente estudado em disturbios neuropsiquiatricos (SILVA
et al., 2016; SOUSA et al., 2015; VASCONCELOQOS et al., 2015; DESLAURIERS et
al., 2014; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2013; ARAUJO et al., 2013). Assim,
considerando que a esquizofrenia tem componentes oxidativos e inflamatérios em
sua fisiopatologia, ALA tem sido investigada como alternativa terapéutica para a
esquizofrenia (VASCONCELOS et al., 2015; MACEDO et al., 2012). Entretanto, suas
agdes na esquizofrenia e como adjuvante na terapéutica com antipsicéticos néo

foram completamente esclarecidas.

Portanto, o presente estudo foi desenhado para investigar os efeitos da
clorpromazina sozinha ou associado ao acido lipoico sobre as alteracdes
comportamentais, neuroquimicas ou eletroencefalograficas promovidas pela

cetamina em ratos.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O estudo da esquizofrenia ndo tem sido facil para os pesquisadores em
neuropsicofarmacologia. Isto se deve ao fato da esquizofrenia ser um
transtorno multimediado e ter uma fisiopatologia complexa. Além disso, os
sintomas em humanos sao diferentes em roedores. Contudo, a utilizacdo do
modelo de esquizofrenia induzido por cetamina em animais é fundamentado
para o entendimento da hipotese glutamatérgica da esquizofrenia, na qual
relaciona a hipofungdo do receptor de NMDA ao aparecimento de sintomas
compativeis com a esquizofrenia. A partir deste modelo, é possivel avaliar as
respostas aos testes comportamentais, analises neuroquimicas e
eletroencefalografica apds tratamento com antipsicéticos, como clorpromazina
um farmaco ainda muito utilizado em paises em desenvolvimento para o
tratamento da esquizofrenia (SAHA et al., 2016).

Com objetivo de melhorar a eficacia do tratamento antipsicotico com
clorpomazina e diminuir seus efeitos colaterais, varias medicacdes
coadjuvantes tém sido propostas. Entre estas, o acido lipdico tem recebido
destaque, por apresentar efeitos neuroprotetores em doencas relacionadas ao
sistema nervoso central, como esquizofrenia, depressao e ansiedade (SILVA et
al., 2016; SOUSA et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015; DESLAURIERS et
al., 2014; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2013; ARAUJO et al., 2013).

De tal modo, propls-se realizar um estudo acerca dos efeitos
comportamentais, neuroquimicos e eletroencefalograficos apdés administragéo
em doses repetidas da clorpromazina sozinha ou associada com acido lipioco,
no modelo de esquizofrenia induzido pela cetamina. Desta forma, estudar os
possiveis mecanismos envolvidos nas agdes farmacologicas destas drogas,
sozinhas ou associadas, e compreendendo, assim, o envolvimento entre os

sistemas glutamatérgico e dopaminérgico na esquizofrenia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos antipsicéticos da associagao de clorpromazina e acido

lipbico em modelo de esquizofrenia induzido por cetamina em ratos.

3.2 Especificos

v

v

v

v

Avaliar as alteragdes no poder espectral média do hipocampo de ratos
submetidos ao tratamento com cetamina;

Analisar os efeitos da clorpromazina sozinha ou associada ao acido
lipdico sobre as alteragcdes no poder espectral médio do hipocampo
induzida pela cetamina no modelo farmacolégico da esquizofrenia em
ratos;

Verificar as alteragdes neurocomportamentais, provocadas pela
administracdo de clorpromazina sozinha ou associada ao acido lipoico,
no modelo de esquizofrenia induzido pela cetamina em ratos, através
dos testes comportamentais: teste de campo aberto, labirinto em Y e
inibicao pré-pulso;

Averiguar os efeitos antioxidantes hipocampal da clorpromazina sozinha
ou associada ao acido lipéico, no modelo de esquizofrenia induzido pela

cetamina em ratos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar machos (200-300
gramas). Os animais foram mantidos em uma sala com temperatura controlada
(23 £ 1 °C), com um ciclo de 12 horas de claro/escuro e acesso livre a comida
e agua. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo
com o guia para o cuidado e uso de animais de laboratério do conselho
nacional de controle e experimentagdo animal e, em conformidade, com o

parecer do comité de ética da Universidade Federal do Ceara (N. 92/2009).

4.2 Drogas e tratamento

Cloridrato de cetamina (Ketalar - ampola de 50 mg/ml, Lab. Parke-Dauvis,
Brasil) e clorpromazina (Longactil - ampola 5 mg/ml, Lab. Cristalia) foram
dissolvidas em solugao salina 0,9% e administrados por via intraperitoneal (i.p),
em volumes de 10 ml/kg de peso corporal. O Acido alfa-lipdico foi administrado
por gavagem (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA, ALA 100 mg/kg) e dissolvido em
5% de carboximetil celulose (CMC). As doses de KET [10 (ARRUDA et al.,
2008), 50 (CAIXETA et al., 2013; RAO et al., 2012) ou 100 (MA; TAI; LEUNG,
2009; MOGHADDAM et al., 2014)], CP [1 (LLADO-PELFORT et al., 2016) ou 5
mg/kg (MA; TAIl; LEUNG, 2009)] e ALA (MACEDO et al., 2012) foram baseadas

em estudos anteriores.

4.3 Estudo Eletroencefalografico

4.3.1 Cirurgia Estereotaxica e Implantacéao dos Eletrodos

Os ratos foram anestesiados com cetamina (100 mg / kg, ip) e xilazina
(10 mg / kg, IP), elétrodos bipolares de fio de NiCr (diametro 150 mm) foram
torcidos e implantados no hipocampo, por meio de dispositivo de estereotaxia
(Stoelting ®, EUA) (PAXINOS; WATSON, 1997). Um parafuso adicional foi
colocado na cavidade do osso frontal, tal como o elétrodo de referéncia. Os
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elétrodos foram fixados ao cranio com acrilico dental. A localizacao correta dos
elétrodos implantados foi verificada em se¢des usando um micrétomo criostato
(tipico CM1850 Leica®, Alemanha), coradas com violeta Cresyl e examinadas
por microscopio de luz (Nikon®, Japao), adaptado de Magni et al. (2007) e
Magni et al. (2011).

4.3.2 Procedimentos para os ratos em tratamento com cetamina (10, 50 ou 100
mg/kg)

Trés dias apds a implantagcado dos elétrodos (MAGNI et al., 2007), os
animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n = 10) e foram
tratados durante 10 dias consecutivos com solucao salina (controle) ou Ket (10,
50 ou 100 mg / kg). A cetamina foi utilizada em trés doses diferentes para
rastrear a melhor dose para os efeitos da Ket no EEG (esquizofrenia-simile) e,
consequentemente, ser utilizada nos grupos das associagcbes com
clorpormazina e acido lipdico. Estas doses foram selecionadas conforme
estudos anteriores, indicando indugdo de esquizofrenia-like [10 mg / kg
(ARRUDA et al., 2008); 50 mg / kg (CAIXETA et al., 2013; RAO et al., 2012) ou
100 mg / kg (MOGHADDAM et al., 2014)]. Ondas cerebrais foram capturadas
no 1° ou 10° dia para os tratamentos agudos ou em doses repetidas,

respectivamente (fig. 5).



41

1° DIA 10° DIA
EEG EEG
Estereotaxia
R/_/\ j
Y
3 dias apés
Controle IP

Ket 10, 50 ou 100 mg/kg IP

Figura 5: Representagdo esquematica do desenho experimental.

4.3.3 Procedimentos para os ratos em tratamento com clorpromazina sozinha

ou associada ao acido lipéico no modelo de esquizofrenia pela cetamina

Trés dias ap6s a implantagdo dos eletrodos (MAGNI et al., 2007), os
animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos (n = 10) e foram
tratados durante 10 dias consecutivos, conforme divisdo: sendo GO (grupo
controle: solugdo salina 0,9%), G1 (grupo cetamina: 10 mg/kg), G2 (grupo
clorpromazina: 1 mg/kg), G3 (grupo clorpromazina: 5 mg/kg), G4 (grupo
clorpromazina 1 mg/kg e apdés 30 minutos foi administrada cetamina 10
mg/kg), G5 (grupo clorpromazina 5 mg/kg e apdés 30 minutos foi administrada
cetamina 10 mg/kg), G6 (grupo acido lipdico 100 mg/kg e apds 30 minutos foi
administrado clorpromazina 1 mg/kg e apds 30 minutos foi administrada
cetamina 10 mg/kg), G7 (grupo acido lipdico 100 mg/kg e apds 30 minutos foi
administrada clorpromazina 5 mg/kg e apos 30 minutos foi administrada
cetamina 10 mg/kg), em que cada grupo foi tratado por 10 dias. Ondas
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cerebrais foram capturadas no 1°, 5° ou 10° dia de tratamento, diretamente no

hipocampo de animais in vivo (fig. 6).

1° DIA 5° DIA 10° DIA
EEG EEG EEG
Estereotaxia
R/_/\ /
V
3 dias apés
Controle IP

Ket 10 mg/kg IP
ALA 100 mg/kg VO
CP 1 ou 5 mg/kg IP

30’
CP1oub5 mms) Ket 10
30’ 30’
ALA 100 ) CP 1 ou 5 = Ket 10

Figura 6: Representagdo esquematica do desenho experimental.
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4.3.4 Registros do Eletroencefalograma

O EEG quantitativo foi registrado através de um sistema de poligrafo
digital (PowerLab 4/30 device e LabChart Pro software) (MIN et al., 2011). Os
sinais foram amplificados em 20.000x e filtrados (0,5-30 Hz), em uma taxa de
amostragem de 256 Hz e gravados utilizando a versdo 3.2 do software de
aquisicdo ACQ-Knowledge Acquisition Software. O EEG foi registrado
individualmente em uma caixa de vidro (0,3 x 0,5 x 0,4 m), com o ch&o coberto
com serragem, por um periodo de 20 minutos. O cabo de aquisi¢ao foi ligado a
um micro conector sobre a cabeca do animal, com os sinais elétricos de
atividade a serem capturados pelo PowerLab®. As gravag¢des de ECG foram
analisadas pelo LabChart 8 Add-Ons versdo 8.0. Os valores de poténcia
apresentados para cada frequéncia foram agrupados em bandas
representadas por delta (0-4 Hz), theta (> 4-8 Hz), alfa (> 8-13 Hz), gama low
(> 30-50 Hz) e gama high (> 50-100 Hz) (MAGNI et al., 2007).

4.4 Procedimentos para os Testes Comportamentais e Neuroquimicos

Os animais foram divididos em oito grupos, sendo GO (grupo controle:
solugdo salina 0,9%), G1 (grupo cetamina: 10 mg/kg), G2 (grupo
clorpromazina: 1 mg/kg), G3 (grupo clorpromazina: 5 mg/kg), G4 (grupo
clorpromazina 1 mg/kg e apos 30 minutos foi administrada cetamina 10
mg/kg), G5 (grupo clorpromazina 5 mg/kg e apdés 30 minutos foi administrada
cetamina 10 mg/kg), G6 (grupo acido lipdico 100 mg/kg e apds 30 minutos foi
administrado clorpromazina 1 mg/kg e apds 30 minutos foi administrada
cetamina 10 mg/kg), G7 (grupo acido lipdico 100 mg/kg e apds 30 minutos foi
administrada clorpromazina 5 mg/kg e apos 30 minutos foi administrada

cetamina 10 mg/kg), em que cada grupo foi tratado por 10 dias.

No 8° dia de tratamento, imediatamente apds as aplicagbes das drogas,
os animais foram submetidos aos testes comportamentais, primeiramente
campo aberto e, em seguida, o labirinto em Y. No 10° dia de tratamento e
imediatamente apds a ultima administracdo de cetamina, a inibicdo pré-pulso

foi registrada. Em seguida, os ratos foram sacrificados por decapitacéo e o
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hipocampo dissecado, rapidamente congelado e armazenado a - 70 °C até a

realizag&o dos testes de estresse oxidativo (fig. 7).

1° DIA 8° DIA 10° dia
(Inicio do Tratamento) (Testes: campo aberto e (IPP e Dissecagao)
labirinto em Y)

1 1 1 ] 1 1 1 >
r 1 1 T 1 T | T 1
- J
Y
Control IP

Ket 10 mg/kg IP
ALA 100 mg/kg VO
CP 1 ou 5 mg/kg IP

30’
CP1ou5 == Ket 10

30’ 30’
ALA 100 s CP 1 ou 5 mmmmmh Ket 10

Figura 7: Representagdo esquematica do desenho experimental.

4.5 Estudo Comportamental

4.5.1 Teste de campo aberto

A atividade locomotora espontanea (ALE) foi avaliada através do teste
de campo aberto (ARCHER, 1973). Este teste foi realizado em um campo (30
cm x 30 cm x 45 cm), dividido em quatro partes iguais. O aparelho foi colocado
em uma sala com luz vermelha, os animais foram cuidadosamente colocados
no centro do campo e permitido que eles explorassem livremente o cenario por
1 minuto (periodo de habituagdo). O parametro observado foi o numero de

quadrados cruzados (com as quatro patas) por um periodo de 5 minutos.
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4.5.2 Teste do Labirintoem Y

A memodria de trabalho foi avaliada por meio do teste de Labirinto em Y,
que permite avaliar o comportamento cognitivo exploratério. O labirinto consiste
em 3 bragos idénticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de
largura cada convergindo a um angulo igual. Cada rato foi colocado na
extremidade de um braco e deixado para explorar o ambiente por 8 minutos. A
sequéncia dos bragcos em que os animais entraram foi entdo anotada e as
informagdes analisadas, de forma a determinar o numero de entradas no brago
sem repeticdo. Uma sequéncia foi considerada correta se o animal visitou um
novo brago e nao retornou ao braco anteriormente visitado. Assim, a
percentagem das alternagdes foi calculada como a razdo entre as alternagdes
corretas (n) e o numero de visitas realizadas durante o periodo de observacgéo
(n-2), multiplicado por 100 (DALL’IGNA et al., 2007; YAMADA et al., 1996).

4.5.3 Inibigao pré-pulso

Inibicdo pré-Pulso €& caracterizada pela redugcdo do reflexo de
sobressalto a um estimulo acustico intenso (pulso), quando imediatamente
precedido por um estimulo de menor intensidade (pré-pulso) (SWERDLOW et
al., 2008; HOFFMAN; ISON, 1980). A reacgao corporal dos ratos a um estimulo
acustico, no presente trabalho, foi monitorada em uma cémara (INSIGHT
equipamentos cientificos — Brasil modelo EP-175), conectada a um tubo
(diametro 8,2 cm, comprimento 20 cm), montada em uma caixa fechada
ventilada.

Os ratos foram colocados em um contensor (125 x 90 x 255 cm),
consistido de barras de aco inoxidavel de 3,0 mm de didmetro com
espagcamento de 0,8 centimetros de distancia. O contensor foi mantido preso
sobre uma balanca, chamada de plataforma de resposta, através de quatro
miniaturas parafusos. Um alto-falante localizado a 15 cm do contensor foi
usado para fornecer os estimulos de pulso, pré-pulso e ruido de fundo. O
contensor, a plataforma e o alto-falante foram localizados dentro de uma

camara acustica ventilada (64 x 60 x 40 cm). Procedimentos de calibragéo
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foram realizados antes dos experimentos para garantir sensibilidades
equivalentes das plataformas de resposta ao longo do periodo de teste.

A sessao de testes comegou ao colocar um animal no contensor para a
aclimatacao, este procedimento consistiu em uma exposi¢ao de 5 minutos ao
ruido de fundo (65 dB). Apdés o periodo de aclimatacdo, os ratos foram
apresentados a uma série de 10 estimulos de treino (pulso sozinho - 120 dB,
50 ms de duragdo), com um ensaio de inter-intervalo de 20s. O objetivo desta
fase foi permitir a habituacdo da resposta de sobressalto do animal.
Posteriormente, a modulacdo IPP de sobressalto foi testada no seguinte
protocolo: consiste de 74 ensaios pseudorandomizados, divididos em oito
categorias diferentes, apresentados com um intervalo inter-estimulos de 20s:
20 apresentagbes de pulso sozinho (120 dB, 50 ms de duracgdo), oito
apresentacées de cada intensidade de pré-pulso sozinho (70, 75 e 80 dB,
frequéncia 3000 Hz, 20 ms de duragao), 10 apresentagdes de cada intensidade
de pré-pulso + intensidade de pulso (com intervalo de 50ms entre pré-pulso e
pulso) e auséncia de estimulo, neste bloco o animal apenas recebe o estimulo
de ruido de fundo (LEVIN et al., 2011). Foram utilizadas trés intensidades de
pré-pulso diferentes para que o teste tivesse maior veracidade, como se o
mesmo fosse feito em triplicata.

A média da amplitude de resposta de sobressalto aos ensaios de pulso
sozinho (P) e pré-pulso + pulso (PP + P) foi calculada para cada animal. O
nivel de IPP em cada rato foi definido como a porcentagem da reducdo da
amplitude do sobressalto nos ensaios de PP + P, em comparacdo com a
amplitude do sobressalto nos ensaios de P, de acordo com a seguinte férmula:
% PPI =100 - [100 x (PP + P / P)]. Usando esta férmula, um valor de IPP de
0% denota que ndo houve diferenga entre a amplitude da resposta de
sobressalto do pulso sozinho e do pré-pulso + pulso, consequentemente, nao
ha IPP (LEVIN et al., 2011).
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4.6 Estudo Neuroquimico

4.6.1 Determinagédo da Concentragao da Glutationa Reduzida (GSH)

O método é baseado na reacédo de reagente de Ellman (DTNB), com
grupos tiol livres. As areas do cérebro foram diluidas em tampao de 0,02 M de
EDTA (10% w / v) e adicionadas a uma solugéo de acido tricloroacético a 50%.
Apods centrifugagao (3000 rpm/15 min), o sobrenadante do homogeneizado foi
recolhido e a concentragdo de GSH determinada (SEDLAK; L 'HANUS, 1982).
Resumidamente, as amostras foram misturadas com 0,4 M de tampé&o tris-HCI,
pH 89 e 0,01 M de DTNB. Niveis de GSH foram determinados por
espectrofotometria a 412 nm, calculada com base em uma curva padréo de

glutationa e expressos como ng de GSH/g de tecido umido.

4.6.2 Determinagédo da Concentragao de Nitrito

Para avaliar os efeitos de tratamentos com as respectivas drogas na
producdo de NO, foi determinada a concentragao de nitrito em homogenato do
hipocampo dos ratos imediatamente apds a decapitagdo em todos os grupos.
Apos centrifugagédo (800 x g/10 min), o sobrenadante do homogeneizado foi
coletado e a producdo determinada com base na reacdo de Griess
(RADENOVIC; SELAKOVIC, 2005; GREEN; GOLDMAN, 1981). Para esse
experimento 100 pL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1% / cloridrato de N-
(1-naftil)- etilenediamina 0.1% / acido fosforico a 5% / agua destilada, na
propor¢ao de 1:1:1:1), foi adicionado a 100 pyL do sobrenadante do
homogenato tecidual e incubado a temperatura ambiente por 10 min. A curva
padrao foi elaborada com varias concentragées de NaNO:2 (variando de 0,75 a
100 mM), sob as mesmas condigdes. Os brancos foram preparados pela
adicdo de 100 uL do reativo de Griess a 100 yL do tampao usado para o
homogenato e a absorbancia foi medida em leitor de microplacas em 560 nm,

expressa em nM de nitrito/g de tecido umido.
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4.6.3 Mensuragao da Peroxidagéao Lipidica

A peroxidagéo lipidica foi analisada, determinando-se a concentragéo de
malonildialdeido, uma das substancias reativas ao &cido tiobarbiturico
(TBARS), em homogenatos (HUONG et al.,, 1998). As amostras foram
adicionadas a um sistema catalisador de formacgao de radicais livres (FeSO4
0,01 mM e acido ascorbico 0,1 mM). A reacgao foi interrompida pela adigéo de
acido tricloroacético 10%, posteriormente as amostras foram centrifugadas
(4°C, 14000 rpm, 15 min), sendo o sobrenadante retirado e acrescido de acido
tiobarbiturico 0,8%, sendo colocado depois em banho-maria por 30 minutos.
Apos resfriamento, foi medida a absorbancia em 535nm. A peroxidacgao lipidica

foi expressa em ug de malonildialdeido (MDA)/mg tecido.

4.6.4 Mensuragao da Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Amostras de hipocampo foram removidas e imediatamente congeladas
em azoto liquido. Foram homogeneizados em uma solugdo de 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB) em 50 mM de tamp&o de fosfato
de pH 6,0 (1 mL por 50 mg de tecido) e centrifugados a 4000 rpm durante 15
min a 4 °C. A quantidade de enzima no sobrenadante (30 uL) foi analisada por
espectrofotometria apds adigdo de 200 uL de tampéo de fosfato (50 mM, pH 6),
contendo 0,167 mg/ml de dicloridrato de 6-dianisidina e peréxido de hidrogénio
a 0,0005%. A absorvancia a 470 nm foi medida no tempo 0 e de 3 min
(BRADLEY et al., 1982).

4.7 Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas por meio da analise de variancia
(ANOVA), usando o software Prism 5.0. versao para Windows, GraphPad
Software (San Diego, CA, EUA). Para avaliagédo da significancia, comparagdes
multiplas foram feitas com ANOVA e Two Way Anova, usando como test post
hoc Tukey (testes de comportamento: campo aberto e Y maze, estresse

oxidativo) ou Bonferroni (teste de comportamento de IPP e teste
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eletroencefalogratico), respectivamente. Os resultados foram considerados

significativos para p <0,05 e apresentados como média + EPM.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise Eletroencefalografica

5.1.1 Alteragdes no poder espectral médio hipocampal pela cetamina

A partir da analise dos resultados, observou-se que a administragao de
cetamina apenas com a dose mais baixa (10 mg/kg) promoveu aumento do
poder espectral média na banda delta para o tratamento em doses repetidas
por 10 dias. Este aumento foi observado no quinto (KET 10: 3.43 £ 0.02),
décimo (KET 10: 3.40 + 0.03), décimo quinto (KET 10: 3.42 £ 0.02) e vinte
minutos (KET 10: 03.42 + 0.01), em relagdo ao grupo controle (5min: 3.37
0.01; 10min: 3.36 £ 0.01; 15min: 3.36 + 0.00; 20 min: 3.37 + 0.01) [F(4.24) =
54.54, p<0.0001] (fig. 8B).
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Figura 8: Poder espectral médio da banda delta no hipocampo de ratos em
tratamento agudo (A) ou tratamento em doses repetidas por 10 dias (B) de
cetamina (10, 50 ou 100 mg/kg). Cada barra representa a média + SEM. Para todas
as analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-way ANOVA, seguido do teste
de Bonferroni como post hoc.

Para a banda teta, cetamina, apenas com a dose de 50 mg/kg, diminuiu
seu poder espectral média no 1° dia de tratamento (5 min: 3.73 + 00.07, 10
min: 3.76 + 0.05; 15 min: 00.03 * 3.76; 20 min: 3.74 + 0.02), quando
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comparado ao grupo controle (5 min: 3.96 + 0.06; 10 min: 3.99 £ 0.06; 15 min:
4.02 £ 0.09; 20 min: 3.98 + 0.08) [F(4.64) = 24.85, p<0.0001]. Foi observado
efeito semelhante apos o tratamento com doses repetidas de cetamina por 10
dias, tanto no KET 50 como KET 100 grupos (5 min: KET 50: 3.81 + 0.04; KET
100: 3.78 £ 0.05; 10 min: KET 50: 3.84 + 0.02; KET 100: 3.77 £ 0.04; 15 min:
KET 50: 3.81 £ 0.06; KET 100: 3.78 + 0.06; 20 min: KET 50: 3.81 £ 0.04; KET
100: 3.75 £ 0.05), quando comparado com o grupo controle (5 min: 4.23 + 0.10;
10 minutos: 4.14 = 0.07; 15 minutos: 4.00 + 0.08; 20 minutos: 4.18 £ 0.11)
[F(4.77) = 42.36, p<0.0001] (fig. 9).
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Figura 9: Poder espectral médio da banda teta no hipocampo de ratos em
tratamento agudo (A) ou tratamento em doses repetidas por 10 dias (B) de
cetamina (10, 50 ou 100 mg/kg). Cada barra representa a média + SEM. Para todas
as analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-way ANOVA, seguido do teste
de Bonferroni como post hoc.
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Aumento do poder espectral médio da banda alfa foi evidenciado pela
administracado de cetamina apenas com a menor dose, tanto no 1° dia (5 min:
5.50 £ 0.09; 10 min: 5.44 = 0.04; 15 min: 5.30 = 0.10) como no 10° dia de
tratamento (5 min: 6.30 £ 0.08; 10 min: 6.37 + 0.16; 15 min: 6.35 + 0.25; 20
min: 6.32 £ 0.13), quando comparado ao grupo controle no 1° dia (5 min: 4.87 +
0.12; 10 min: 4.84 + 0.12; 15 min: 4.88 + 0.16 [F(4.73) = 23.63, p<0.0001]) ou
10° dia (5 min: 5.26 £ 0.19; 10 min: 5.07 + 0.09; 15 min: 4.88 + 0.08; 20 min:
4.99 + 0.16 [F(4.79) = 41.70, p<0.0001]) (fig. 10).
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Figura 10: Poder espectral médio da banda alfa no hipocampo de ratos em
tratamento agudo (A) ou tratamento em doses repetidas por 10 dias (B) de
cetamina (10, 50 ou 100 mg/kg). Cada barra representa a média + SEM. Para todas
as andlises, p <0.05 foi considerado significante. Two-way ANOVA, seguido do teste
de Bonferroni como post hoc.
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A banda gama low foi aumentada apdés a administracdo aguda de
cetamina nas doses de 10 ou 50 mg/kg (5 min: KET 10: 38.42 + 0.41; KET 50:
37.87 £0.23; 10 min: KET 10: 38.86 + 0.23; KET 50: 37.96 + 0.22; 15 min: KET
10: 38.84 + 0.23; KET 50: 38.04 + 0.22; 20 min: KET 10: 38.87 + 0.21; KET 50:
38.07 + 0.24), quando comparado ao grupo controle (5 min: 35.48 + 0.15; 10
min: 35.60 + 0.11; 15 min: 35.58 + 0.09; 20 min: 35.68 + 0.10) [F(4.66) =
109.29, p<0.0001] (fig. 11A).

Observou-se efeito semelhante apdés o tratamento com cetamina em
doses repetidas, mas nas doses de 50 ou 100 mg/kg (5 min: KET 50: 37.47 +
0.20; KET 100: 36.30 £ 0.12; 10 min: KET 50: 37.77 £ 0.14; KET 100: 36.46 +
0.20; 15 min: KET 50: 37.77 £ 0.33; KET 100: 36.32 + 0.21; 20 min: KET 50:
37.62 + 0.36; KET 100: 36.48 + 0.36), quando comparado ao grupo controle (5
min: 35.58 £ 0.07; 10 min: 35.63 + 0.12; 15 min: 35.56 + 0.07; 20 min: 35.67 %
0.12) [F(4.57) = 105.72, p<0.0001] (fig. 11B).
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Figura 11: Poder espectral médio da banda gama low no hipocampo de ratos em
tratamento agudo (A) ou tratamento em doses repetidas por 10 dias (B) de
cetamina (10, 50 ou 100 mg/kg). Cada barra representa a média + SEM. Para todas
as analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-way ANOVA, seguido do teste
de Bonferroni como post hoc.
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Na banda gama high, os resultados do poder espectral médio foram
aumentados por tratamento agudo ou em doses repetidas com cetamina
apenas com a maior dose (100 mg/kg) [1° dia (5 min: 70.48 £ 0.35, 10 min:
70.53 £ 0.31; 15 min: 70.69 + 0.33; 20 min: 70.58 + 0.40); 10° dia (5 min: 71.20
1+ 0.26; 10 min: 71.18 £ 0.25; 15 min: 71.20 + 0.25; 20 min: 71.21 + 0.25)],
quando comparados ao grupo controle no 1° dia (5 min: 69.40 £ 0.09; 10 min:
69.46 £ 0.16 ; 15 min: 69.44 + 0.10; 20 min: 69.44 + 0.19 [F(4.81) = 37.04,
p<0.0001]) ou 10° dia (5 min: 69.42 + 0.36; 10 min: 69.44 + 0,35; 15 min: 69.36
1+ 0.16; 20 min: 69.41 £ 0.12 [F(4.71) = 36.67, p<0.0001]) (fig. 12).
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Figura 12: Poder espectral médio da banda gama high no hipocampo de ratos
em tratamento agudo (A) ou tratamento em doses repetidas por 10 dias (B) de
cetamina (10, 50 ou 100 mg/kg). Cada barra representa a média + SEM. Para todas
as andlises, p <0.05 foi considerado significante. Two-way ANOVA, seguido do teste
de Bonferroni como post hoc.
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5.1.2 Alteragdes no poder espectral médio hipocampal pela clorpomazina no

modelo de esquizofrenia induzido pela cetamina

Os resultados mostraram diminuicdo no poder espectral média de banda
delta apds o tratamento agudo de CP5+KET, em todos os tempos observados
(5 min: 3.36 £ 0.01; 10 min: 3.37 + 0.01; 15 min: 3.38 £ 0.00; 20 min: 3.37 %
0.00), quando comparada com o grupo tratado com KET (5 min: 3.42 £ 0.00; 10
min: 3.43 + 0.00; 15 min: 3.42 £ 0.00; 20 min: 3.42 + 0.01) [F(9.24) = 13.10,
p<0.0001]. Achados semelhantes também foram observados para a banda
delta no CP1 [ALA+CP1+KET: 5 min: 3.34 + 0.01; 10 min: 3.35 + 0.00; 15 min:
3.35 £ 0.01; 20 min: 3.35 £ 0.00] ou CP5 [ALA+CP5+KET: 5 min: 3.36 £+ 0.00;
10 min: 3.37 £ 0.00; 15 min: 3.36 + 0.01; 20 min: 3.37 £ 0.01]. No entanto,
reducao no poder espectral média de banda delta promovido pela associagéo
de CP1 com ALA (ALA+CP1+KET) foi menor do que com o grupo CP1 sem
ALA (CP1+KET) no quinto, décimo e décimo quinto minuto (fig. 13A).

Na administragdo por 5 ou 10 dias, KET promoveu aumento no poder
espectral médio da banda delta em todos os tempos estudados [5° dia (5 min:
3.46 + 0.01; 10 min: 3.46 £ 0.02; 15 min: 3.46 £ 0.02; 20 min: 3.46 + 0.01) ou
10° dia (5 min: 3.46 + 0.02; 10 min: 03.46 + 0.02; 15 min: 3.45 + 0.02; 20 min:
3.45 + 0.00)], quando comparado ao grupo controle (5° [F(9.24) = 20.99,
p<0.0001] ou 10° dia [F(9.24) = 14.09, p<0.0001]) (Fig. 20B e 20C). Esse
aumento promovido pela cetamina (5° ou 10° dia) foi revertido pelas
associacdes, de maneira semelhante, CP1+KET; CP5+KET; ALA+CP1+KET;
ALA+CP5+KET em todos os tempos observados (fig. 13B e 13C).
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Figura 13A: Poder espectral médio da banda delta no hipocampo de ratos em
tratamento agudo com solugao salina (controle) ou acido lipéico (100 mg/kg) ou
cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5 mg/kg) sozinho ou associado com
cetamina com ou sem acido lipdico. Cada barra representa a média + SEM. a, b,
quando comparado aos grupos KET e CP1+KET, respectivamente. Para todas as
analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-way ANOVA, seguido do teste de
Bonferroni como post hoc.
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Figura 13B: Poder espectral médio da banda delta no hipocampo de ratos em
tratamento com doses repetidas por 5 dias com solugao salina (controle) ou
acido lipéico (100 mg/kg) ou cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5
mg/kg) sozinho ou associado com cetamina com ou sem acido lipéico. Cada
barra representa a média + SEM. . a, b, quando comparado aos grupos controle e
KET, respectivamente. Para todas as analises, p <0.05 foi considerado significante.
Two-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni como post hoc.
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Figura 13C: Poder espectral médio da banda delta no hipocampo de ratos em
tratamento com doses repetidas por 10 dias com solugao salina (controle) ou
acido lipdico (100 mg/kg) ou cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5
mg/kg) sozinho ou associado com cetamina com ou sem acido lipéico. Cada
barra representa a média + SEM. a, b, quando comparado aos grupos controle e KET,
respectivamente. Para todas as analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-
way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni como post hoc.
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Nao foram observados efeitos no poder espectral médio da banda teta
em qualquer grupo estudado, no 1° ou 5° ou 10° dia de tratamento (fig. 14A,
14B e 14C). Com excegdo de um aumento observado no quinto dia para
ALA+CP5+KET (5 min: 4.86 + 0.21; 10 min: 4.92 + 0.17; 15 min: 4.95 + 0.11;

20 min: 4.89 + 0.07), comparado ao grupo KET [F(9.24) = 39.15, p<0.0001] (fig.
14B).
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Figura 14A: Poder espectral médio da banda teta no hipocampo de ratos em
tratamento agudo com solugao salina (controle) ou acido lipéico (100 mg/kg) ou
cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5 mg/kg) sozinho ou associado com
cetamina com ou sem acido lipoico. Cada barra representa a média + SEM. Para
todas as analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-way ANOVA, seguido do
teste de Bonferroni como post hoc.
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Figura 14B: Poder espectral médio da banda teta no hipocampo de ratos em
tratamento com doses repetidas por 5 dias com solugao salina (controle) ou
acido lipdico (100 mg/kg) ou cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5
mg/kg) sozinho ou associado com cetamina com ou sem acido lipéico. Cada
barra representa a média £+ SEM. a quando comparado ao grupo KET. Para todas as
analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-way ANOVA, seguido do teste de
Bonferroni como post hoc.
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Figura 14C: Poder espectral médio da banda teta no hipocampo de ratos em
tratamento com doses repetidas por 10 dias com solugao salina (controle) ou
acido lipéico (100 mg/kg) ou cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5
mg/kg) sozinho ou associado com cetamina com ou sem acido lipéico. Cada
barra representa a média + SEM. Para todas as analises, p <0.05 foi considerado
significante. Two-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni como post hoc.
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O poder espectral média da banda gama low foi aumentado apds a
administracao de cetamina no 1° (5 min: 38.76 + 0.42; 10 min: 38.86 + 0.23; 15
min: 38.84 + 0.23; 20 min: 38.87 £ 0.21), 5° (5 min: 38.12 + 0.27; 10 min: 38.28
1 0.18; 15 min: 38.28 + 0.10; 20 min: 38.26 £ 0.12) ou 10° dia (5 min: 38.54 +
0.72; 10 min: 38.43 + 0.70; 15 min: 38.48 + 0.72; 20 min: 38.74 + 0.64), em
relagcdo ao grupo controle no 1° [F(9.24) = 40.53, p<0.0001] ou 5° [F(9.24) =
39.58, p<0.0001] ou 10° dia [F(9.24) = 72.32, p<0.0001] (fig. 15A, 15B e 15C).

O aumento promovido pela cetamina foi revertido pela associagcao de
clorpromazina com cetamina, em ambas as doses estudadas no 1° dia [CP1+
KET (5 min: 35.64 £ 0.19; 10 min: 35.62 £ 0.20; 15 min: 35.63 + 0.19; 20 min:
35.61 £ 0.19) ou CP5+KET (5 min: 36.13 + 0.35; 10 min: 36.18 + 0.38; 15 min:
36.20 + 0.36; 20 min: 36.23 + 0.34)], 5° dia [CP1+KET (5 min: 36.28 + 0.27; 10
min: 36.06 + 0.31; 15 min: 36.03 £ 0.23; 20 min: 36.05 £ 0.22) ou CP5+KET (5
min: 36.47 £ 0.26; 10 min: 36.30 + 0.30; 15 min: 36.30 £ 0.29; 20 min: 36.27
0.27)] ou 10° dia de tratamento [CP1+KET (5min: 37.55 £ 0.17; 15 min: 37.42
0.18; 20 min: 37.44 £ 0.20) ou CP5+KET (5 min: 35.56 £ 0.07; 10 min: 35.56 +
0.08; 15 min: 35.57 £ 0.09; 20 min: 35.57 + 0.08)].

Foi observado efeito semelhante na associacdo de acido lipdico,
clorpromazina (1 ou 5 mg/kg) e cetamina no 1° dia [ALA+CP1+KET (5 min:
36.17 £ 12.30; 10 min: 36.22 £ 0.34; 15 min: 36.15 £ 0.43; 20 min: 36.20 *
0.43) ou ALA+CP5+KET (5 min: 35.43 = 0.01; 10 min: 35.35 £+ 0.04; 15 min:
35.36 + 0.06; 20 min: 35.40 + 0.02)], 5° dia [ALA+CP1+KET (5 min: 35.82 +
0.32; 10 min: 35.72 £ 12.38; 15 min: 35.77 £ 12.32; 20 min: 35.76 £ 0.32) ou
ALA+CP5+KET (5 min: 36.34 + 0.21; 10 min: 36.44 + 0.38; 15 min: 36.44 +
0.24; 20 min: 36.46 = 0.23)] ou 10° dia de tratamento [ALA+CP1+KET (5 min:
35.69 £ 0.25; 10 min: 35.61 + 12.22; 15 min: 35.75 + 12.22; 20 min: 35.66 +
0.20) ou ALA+CP5+KET (5 min: 35.94 + 0.33; 10 min: 35.77 + 0.06; 15 min:
35.76 + 0.00; 20 min: 35.55 + 0.23)]. A diminuigao no poder espectral médio da
banda gama low no 10° dia de tratamento, promovido pela associagcao de
ALA+CP1+KET, foi inferior ao observado por CP1+KET (fig. 15A, 15B e 15C).
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Figura 15A: Poder espectral médio da banda gama low no hipocampo de ratos
em tratamento agudo com solugao salina (controle) ou acido lipéico (100 mg/kg)
ou cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5 mg/kg) sozinho ou associado
com cetamina com ou sem acido lipdico. Cada barra representa a média £+ SEM. a,
b quando comparado aos grupos controle e KET, respectivamente. Para todas as
analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-way ANOVA, seguido do teste de

Bonferroni como post hoc.
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Figura 15B: Poder espectral médio da banda gama low no hipocampo de ratos
em tratamento com doses repetidas por 5 dias com solugao salina (controle) ou
acido lipdico (100 mg/kg) ou cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5
mg/kg) sozinho ou associado com cetamina com ou sem acido lipéico. Cada
barra representa a média + SEM. a, b, quando comparado aos grupos controle, KET,
respectivamente. Para todas as analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-
way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni como post hoc.
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Figura 15C: Poder espectral médio da banda gama low no hipocampo de ratos
em tratamento com doses repetidas por 10 dias com solugao salina (controle) ou
acido lipdico (100 mg/kg) ou cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5
mg/kg) sozinho ou associado com cetamina com ou sem acido lipéico. Cada
barra representa a média £+ SEM. a, b, ¢, quando comparado aos grupos controle,
KET, CP1+KET respectivamente. Para todas as analises, p <0.05 foi considerado
significante. Two-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni como post hoc.
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Para banda gama high, houve redugdo no poder espectral médio no
primeiro dia de tratamento com CP5+KET (5 min: 68.88 £ 0.04; 10 min: 68.92 +
12.02; 15 min: 68.92 £ 0.03; 20 min: 68.92 + 0.03) ou ALA+CP1+KET (5 min:
68.93 + 0.00; 10 min: 68.76 £ 0.23; 15 min: 68.90 + 0.07; 20 min: 68.86 £ 0.12)
em relagdo ao grupo KET [F(9.24) = 11.16, p<0.0001] (fig. 16A). No entanto,
aumento na oscilagdo da banda gama high foi obtido com administragdo de
KET em doses repetidas no 5° dia (5 min: 70.60 £ 12.19; 10 min: 70.78 + 12.29;
15 min: 70.69 % 0.20; 20 min: 70.80 £ 0.15) ou 10° dia (5 min: 70.56 + 0.19; 10
min: 70.50 = 0.29; 15 min: 70.60 + 0.20; 20 min: 70.73 £ 0.15), em relagédo ao
grupo controle no 5° [F(9.24) = 18.97, p<0.0001] ou 10° dia [F(9.24) = 9.28,
p<0.0001] (fig. 16B e 16C). Este aumento promovido pela cetamina foi
revertido pela associagao de clorpromazina com cetamina no 5° [CP1+KET (5
min: 69.37 £ 0.24; 10 min: 69.37 + 0.24; 15 min: 69.28 + 0.18; 20 min: 69.39 +
0.17) ou CP5+KET (5 min: 69.05 + 12.46; 10 min: 69.17 £ 12.39; 15 min: 69.18
1 0.39; 20 min: 69.17 + 0.40)] ou 10° dia de tratamento [CP1+KET (5min: 69.37
1 0.24; 10 min: 69.37 £ 0.24; 15 min: 69.28 + 0.18; 20 min: 69.39 = 0.17)] (fig.
16A, 16B e 16C).

Foi observado efeito semelhante na associacdo de acido lipdico,
clorpromazina e cetamina apenas no 5° dia [ALA+CP1+KET (5 min: 69.10 +
0.29; 10 min: 68.91 £+ 0.66; 15 min: 68.85 + 0.01; 20 min: 68.76 + 0.47) ou
ALA+CP5+KET (5 min: 68.70 + 0.65; 10 min: 68.83 + 0.58; 15 min: 68.77
0.72; 20 min: 68.80 + 0.00)], em comparagao com o grupo KET (fig. 16B).
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Figura 16A: Poder espectral médio da banda gama high no hipocampo de ratos
em tratamento agudo com solugao salina (controle) ou acido lipéico (100 mg/kg)
ou cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5 mg/kg) sozinho ou associado
com cetamina com ou sem acido lipdico. Cada barra representa a média £+ SEM. a,
quando comparado ao grupo KET. Para todas as analises, p <0.05 foi considerado
significante. Two-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni como post hoc.
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Figura 16B: Poder espectral médio da banda gama high no hipocampo de ratos
em tratamento com doses repetidas por 5 dias com solugao salina (controle) ou
acido lipéico (100 mg/kg) ou cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5
mg/kg) sozinho ou associado com cetamina com ou sem acido lipdico. Cada
barra representa a média £+ SEM. a, b, quando comparado aos grupos controle, KET,
respectivamente. Para todas as analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-
way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni como post hoc.
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Figura 16C: Poder espectral médio da banda gama high no hipocampo de ratos
em tratamento com doses repetidas por 10 dias com solugao salina (controle) ou
acido lipdico (100 mg/kg) ou cetamina (10 mg/kg) ou clorpromazina (1 ou 5
mg/kg) sozinho ou associado com cetamina com ou sem acido lipéico. Cada
barra representa a média + SEM. a, b, quando comparado aos grupos controle, KET,
respectivamente. Para todas as analises, p <0.05 foi considerado significante. Two-
way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni como post hoc.
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5.2 Testes Comportamentais
5.2.1 Atividade Locomotora

Diminuigdo da atividade locomotora dos animais foi observada apds
administragdo da clorpromazina sozinha, tanto na dose de 1 mg/kg (8.71 +
1.89) quanto na dose de 5 mg/kg (4.60 £ 1.96), quando comparado ao grupo
controle (25.38 * 2.77) [F(9.64) = 35.33, p<0.0001]. Por outro lado,
administracdo de KET apresentou efeito oposto, elevando a ALE (43.00 +
4.96). O efeito de KET foi revertido pelo pré-tratamento com clorpromazina em
ambas as doses [CP1+KET (25.00 + 3.30) ou CP5+KET (1.14 £ 0.70)] ou pela
associagdo ALA com clorpromazina [ALA+CP1+KET (8.75 £ 1.65) ou
ALA+CPS5+KET (0.25 £ 0.25)] (fig. 17).

Interessantemente, a associagdo do ALA ao grupo CP1+KET melhorou
a reducdo da ALE observada com o grupo CP1+KET sem ALA, quando

comparado ao grupo KET sozinho (fig. 17).
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Figura 17: Efeitos na atividade locomotora pela clorpromazina (1 ou 5 mg/kg) e
acido lipdico (100 mg/kg), sozinhos ou associados ao modelo de esquizofrenia
induzido pela cetamina (10 mg/kg). Cada barra representa a média + SEM. a, b, c,
d, e, quando comparado aos grupos controle, ALA, CP1, KET, CP1+KET,
respectivamente. P <0.05 usando Two-way ANOVA e teste de Tukey como post hoc.
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5.2.2 Y-maze

A percentagem de acertos no labirinto em Y dos animais tratados por
oito dias com clorpromazina na dose de 5 m/kg (0.11 + 0.11) foi diminuida
quando comparado ao grupo controle (67.84 * 2.66) [F(9.61) = 83.55,
p<0.0001]. Efeito semelhante foi observado apds administracbes repetidas de
KET (45.82 £ 6.66), quando comparado ao grupo controle (fig. 18).

Nos grupos associados, a presenga da clorpromazina na maior dose
(CP5) diminuiu o numero de acertos, tanto na associacdo KET+CP5 (0.12 +
0.12) quanto na presenca de ALA (0.11 £ 0.11), se comportando de maneira
semelhante ao CP5 sozinho (fig. 18).

Quanto ao CP na menor dose, foi observa diferenga da CP associada ao
KET (59.53 + 5.58), quando comparada ao grupo KET. Por outro lado, a adi¢éo
do ALA a este grupo (83.43 + 7.49) aumentou a percentagem de acertos,

quando comparado ao grupo KET sozinho ou KET+CP1(fig. 18).
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Figura 18: Efeitos na porcentagem de acertos pela clorpromazina (1 ou 5 mg/kg)
e acido lipoico (100 mg/kg), sozinhos ou associados ao modelo de esquizofrenia
induzido pela cetamina (10 mg/kg). Cada barra representa a média £+ SEM. a, b, c,
d, e, quando comparado aos grupos controle, ALA, CP1, KET, CP1+KET,
respectivamente. P <0.05 usando Two-way ANOVA e teste de Tukey como post hoc.
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5.2.3 Inibigao pré-pulso (IPP)

Os resultados mostraram que a administracdo em doses repetidas de
cetamina, por 10 dias, diminuiu o percentual de redugdo da amplitude no PP70
(33.58 = 5.80), quando comparado ao grupo controle (64.15 + 4.66) [F(9.61) =
10.51, p<0.0001]. Entretanto, essa reducéo do IPP foi revertida pelo pré-
tratamento de clorpromazina [CP1+KET: 55.82 + 1.79; CP5+KET: 61.95 + 2.37]
ou ALA associado a CP [ALA+CP1+KET: 64.09 + 2.06; ALA+CP5+KET: 66.88
+ 4.77] (fig. 19).

Efeito semelhante foi observado para amplitude no PP75. KET (42.47 £
4.82) reduziu esse parametro em relagéo ao controle (70.25 + 2.12) [F(9.61) =
7.98, p<0.0001]. As associagcbes de CP+KET [CP1+KET: 60.86 * 1.67;
CP5+KET: 72.23 + 2.90] ou ALA+CP+KET [ALA+CP1+KET: 77.03 + 1.79;
ALA+CP5+KET: 74.15 + 3.43] reverteram esse efeito da KET sozinha (fig.19).

Da mesma forma, a administracdo de KET (50.23 + 10.70) por 10 dias

+

reduziu o IPP no PP80, quando comparada ao grupo controle (78.62 + 3.65)
[F(9.67) = 5.65, p<0.0001]. Esse efeito foi revertido tanto pela clorpromazina
[CP1+KET: 74.58 + 2.90; CP5+KET: 77.72 * 3.18] quanto pelo ALA+CP
[ALA+CP1+KET: 73.60 £ 2.00; ALA+CP5+KET: 81.67 + 1.91] (fig. 19).
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Figura 19: Efeitos na porcentagem de inibi¢ao pré-pulso (IPP) no PP70, PP75 ou
PP80 pela clorpromazina (1 ou 5 mg/kg) e acido lipéico (100 mg/kg), sozinhos ou
associados ao modelo de esquizofrenia induzido pela cetamina (10 mg/kg). Cada
barra representa a média £+ SEM. a, b, ¢, quando comparado aos grupos controle,
KET, CP1+KET, respectivamente. P <0.05 usando Two-way ANOVA e teste de
Bonferroni como post hoc.
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5.3 Testes Neuroquimicos

5.3.1 Determinagao da Glutationa Reduzida (GSH)

A administracdo de KET, por 10 dias (499.50 + 2.40), reduziu a
concentragdo do GSH, quando comparado ao grupo controle (753.20 + 30.83)
[F(9.70) = 13.56, p<0.0001]. Esta redugéo foi revertida pelo pré-tratamento com
clorpromazina [CP1+KET: 668.80 + 41.14; CP5+KET: 803.10 + 39.66] ou
ALA+CP [ALA+CP1+KET: 830.00 + 24.63; ALA+CP5+KET: 822.80 + 23.15].
Contudo, na presenga do ALA, foi observada intensificagdo da acdo da
clorpromazina na menor dose sobre a concentragdo de GSH, quando
comparada ao grupo CP1+KET, em relacdo a concentragdo de GSH no

hipocampo (fig. 20).
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Figura 20: Efeitos na concentragcdao da glutationa reduzida hipocampal pela
clorpromazina (1 ou 5 mg/kg) e acido lipéico (100 mg/kg), sozinhos ou
associados ao modelo de esquizofrenia induzido pela cetamina (10 mg/kg). Cada
barra representa a média £ SEM. a, b, ¢, d, quando comparado aos grupos controle,
CP5, KET, CP1+KET, respectivamente. P <0.05 usando Two-way ANOVA e teste de
Tukey como post hoc.
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5.3.2 Determinagao do Nitrito

A concentragao de nitrito do hipocampo foi elevada apds tratamento em
doses repetidas de KET (2.17 £ 0.06), por 10 dias, quando comparada ao
grupo controle (1.25 £ 0.04) [F(9.66) = 40.70, p<0.0001]. Este efeito da KET foi
revertido pelo pré-tratamento com CP5 (1.86 + 0.06) e nas associagdes com
ALA [ALA+CP1+KET (1.74 £ 0.02); ALA+CP5+KET (1.55 + 0.05)] (fig. 21).

Na presencga do ALA, houve intensificacdo da agcdo da CP, em ambas as

doses, quando comparada aos grupos CP1+KET e CP5+KET (fig. 21).
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Figura 21: Efeitos na concentracao do nitrito hipocampal pela clorpromazina (1
ou 5 mg/kg) e acido lipdéico (100 mg/kg), sozinhos ou associados ao modelo de
esquizofrenia induzido pela cetamina (10 mg/kg). Cada barra representa a média +
SEM. a, b, ¢, d, e, f, g quando comparado aos grupos controle, ALA, CP1, CP5, KET,
CP1+KET, CP5+KET, respectivamente. P <0.05 usando Two-way ANOVA e teste de
Tukey como post hoc.
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5.3.3 Determinacdo do TBARS

A administragcdo de KET, por 10 dias, (45.47 + 4.52) aumentou a
concentragcao de malonildialdeido hipocampal, quando comparada ao grupo
controle (20.10 + 1.04) [F(9.68) = 22.77, p<0.0001]. Contudo, o pré-tratamento
com CP sozinha, somente na maior dose (CP5+KET: 23.96 + 0.88), ou
associada ao ALA [ALA+CP1+KET: 17.34 + 1.16; ALA+CP5+KET: 21.87 %
1.83], reverteu esse aumento observado com KET sozinho (fig. 22).

Por outro lado, a associagdo do ALA a CP, apenas na menor dose,
acentuou a diminuicdo na concentracdo de malonildialdeido hipocampal,
observada com o grupo CP1+KET (fig. 22).
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Figura 22: Efeitos na concentragio do malonildialdeido hipocampal pela
clorpromazina (1 ou 5 mg/kg) e acido lipéico (100 mg/kg), sozinhos ou
associados ao modelo de esquizofrenia induzido pela cetamina (10 mg/kg). Cada
barra representa a média £+ SEM. a, b, ¢, d, quando comparado aos grupos controle,
CP1, KET, CP1+KET, respectivamente. P <0.05 usando Two-way ANOVA e teste de
Tukey como post hoc.
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5.3.4 Determinacado do MPO

Aumento na concentracdo da mieloperoxidase hipocampal foi observado
com cetamina, por 10 dias, (1.42 + 0.11), quando comparado ao grupo controle
(0.63 £ 0.04) [F(9.54) = 39.41, p<0.0001]. Entretanto esta elevagao foi revertida
pelos grupos pré-tratados com CP sozinha [CP1+KET: 0.55 £ 0.08; CP5+KET:
0.60 + 0.01] ou associada ao ALA [ALA+CP1+KET: 0.23 = 0.02;
ALA+CPS+KET: 0.32 + 0.01], quando comparada ao grupo KET sozinho (fig.
23).

Por outro lado, com a presenca do ALA nas associacgoes, foi observado
fortalecimento do efeito da CP, tanto na dose de 1 mg/kg quanto na dose de 5
mg/kg (fig. 23).
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Figura 23: Efeitos na concentragcao da MPO hipocampal pela clorpromazina (1 ou
5 mg/kg) e acido lipéico (100 mg/kg), sozinhos ou associados ao modelo de
esquizofrenia induzido pela cetamina (10 mg/kg). Cada barra representa a média *
SEM. a, b, ¢, d, e, f, quando comparado aos grupos controle, ALA, CP1, KET,
CP1+KET, CP5+KET, respectivamente. P <0.05 usando Two-way ANOVA e teste de

Tukey como post hoc.
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6 DISCUSSAO

Mudangas na frequéncia, poder e conectividade de oscilagbes medidas
no hipocampo através do EEG tém sido associados com esquizofrenia
(COUSIJUN et al.,, 2015; ALLEN; MONYER, 2015). Além disso, os sintomas
marcantes da esquizofrenia, como a distorcdo da realidade (delirios e
alucinacgdes) e déficits cognitivos sdo associados com disfungcdo nesta area
cerebral (HECKERS; KONRADI, 2010; TAMMINGA et al.,, 2010). Assim, o
hipocampo apresenta gama de frequéncias de ondas cerebrais que sao
importantes para o estudo da fungao cerebral e esquizofrenia, tornando-se uma
area proeminente em estudos de EEG.

Portanto, a partir da analise quantitativa do EEG hipocampal de ratos
sob o modelo farmacoldgico de esquizofrenia induzida pela administragao de
cetamina, os resultados mostraram que cetamina apenas em doses baixas (10
mg/kg) provocou aumento no poder espectral médio na banda delta apos o
tratamento repetido. Este efeito demonstra que a agdo de cetamina depende
da dose e do tempo de tratamento, uma vez que no tratamento repetido e com
a dose inferior de cetamina, a frequéncia da onda delta foi aumentada para
cerca da frequéncia de pico maximo estipulado neste estudo (4 Hz).

Resultado semelhante ao presente estudo foi obtido em pesquisa in vivo
que mostraram os efeitos da administracdo de antagonistas de NMDA sobre as
oscilagbes da onda delta na area CA1 do hipocampo, assim, foi observado
aumento no poder espectral médio com cetamina a uma dose de 50 mg/kg,
que nao foi observado com a dose de 20 mg/kg (ZHANG et al., 2012). Acredita-
se que a atividade oscilatéria delta origina-se em neurbnios nas camadas
corticais profundas do talamo, normalmente inibida pela entrada reticular
ascendente. A atividade delta pode refletir a hiperpolarizagdo de neurbnios
corticais, resultando em uma auséncia na diferenciagao da atividade neuronal
(JOHN, 2002; STERIADE; MCCORMICK; SEJNOWSKI, 1993). Este raciocinio
pode ser expandindo a hipétese de que a esquizofrenia pode envolver déficits
na filtragem de entrada de sinais sensoriais para o cértex por meio do talamo
(BUNNEY; POTKIN; BUNNEY, 1995). Muitos investigadores tém avancado em
relagdo ao conceito de que os sintomas negativos da esquizofrenia podem ser

relacionados com uma diminuigdo da onda delta durante o sono em pacientes



91

com esta sindrome (KATO et al., 1999; KAJIMURA et al., 1996; KESHAVAN et
al., 1995; GANGULI; REYNOLDS; KUPFER, 1987).

Para a faixa de onda teta, a cetamina, nas maiores doses, diminuiu a
poténcia espectral média. Estudos anteriores mostraram diminuicdo
semelhante aos resultados deste estudo, no poder espectral média na faixa
teta com a administracdo de antagonistas de NMDA, como acido amino-
phosphonovaleric (10-20 ug APV) (LEUNG; DESBOROUGH, 1988); MK 801
(0,01-0,2 mg/kg) (EHLERS et al., 1992; KITTELBERGER et al.,, 2011) e
cetamina (20 mg/kg) (LAZAREWICZ et al., 2010; EHRLICHMAN et al., 2009).
O ritmo teta possui frequéncia bastante lenta, entre 4 e 7 Hz, com amplitude de
50-100 mV. Este ritmo é observado em sono leve (fase 2) e pode representar a
agao inibitéria de interneurdnios GABAérgicos que afetam a rede coértico-
talamica. Também pode ser associada a atividade limbica (memdéria e
emocgdes) (CONSTANT; SABOURDIN, 2012), em areas do cérebro, como o
hipocampo e amigdala. A boa organizagdo e funcionamento das redes
interneuronais GABAérgicas € essencial para muitos processos cognitivos.
Suas anormalidades foram documentadas em pacientes esquizofrénicos,
sugerindo importancia fungdo desta onda teta na modulagdo gabaérgica e
relacionando com disturbios cognitivos encontrados em pacientes
esquizofrénicos.

O aumento do poder espectral média da banda alfa foi encontrado apoés
administracdo de cetamina, somente na menor dose, tanto no primeiro quanto
no décimo dia de tratamento. Os efeitos provocados pela administracdo de
antagonistas de receptores de NMDA em oscilagbes alfa do hipocampo séo
pouco documentados na literatura. O ritmo alfa pode ser produzido pelos
neurbnios marca-passos, distribuidos através do talamo que oscilam em
sincronia na frequéncia alfa (7,5-12,5 Hz), o qual domina o EEG em uma
pessoa normal no estado de alerta e em repouso (JOHN, 2002). Esta onda
cerebral surge através do nucleo reticular que sofre hiperpolarizacédo em suas
membranas celulares, em neurdnios talamicos. Com a liberacdo de GABA,
ocorrera a diminuicdo na oscilagdo do ritmo alfa dominante, que passara,
assim, para o espectro teta, que é mais lento (3,5 a 7,5 Hz) e reduzira a

atividade sensorial para o cortex (JOHN, 2002). Portanto, pode-se inferir que a
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atividade da banda alfa pode ser aumentada com doses baixas e
intermediarias de cetamina.

A administragdo aguda de cetamina (10 ou 50 mg/kg) aumentou o poder
espectral da banda gama low. Este aumento da atividade espectral da banda
gama low permaneceu apods o tratamento com cetamina durante 10 dias, mas
nas doses de 50 ou 100 mg/kg, sugerindo que a agao da cetamina nesta onda
varia com o tempo de tratamento e a dose de administracdo. Foi observado
efeito semelhante para a banda gama high com a administracdo aguda ou
repetida de cetamina apenas com a dose mais elevada (100 mg/kg). A
atividade da banda gama (25-50 Hz) pode refletir circuitos cortico-talamo-
corticais, assim como a propagacéo das descargas axonais para os dendritos
de células piramidais corticais, que pode desempenhar papel importante na
percepcgao (JOHN, 2002).

Os resultados indicam que a disfungdo do sistema glutamatérgico
observada na esquizofrenia, que €& promovida pelo bloqueio de receptores
NMDA pela cetamina, afeta o espectro de oscilagbes das varias bandas do
hipocampo de um modo dependente da dose e tempo.

Como os melhores resultados nos experimentos de EEG foram
observados com a cetamina na dose de 10mg/kg, optou-se por utilizar essa
dose nos protocolos de associagao com clorpromazina e/ou acido lipdico tanto
nos estudos de EEG quanto no comportamento e estresses oxidativo.

Com base na analise quantitativa do EEG hipocampal em ratos no
modelo farmacoldgico da esquizofrenia induzida pela cetamina, observou-se
que a administracao sistémica de cetamina na dose de 10 mg/kg promoveu
aumento no poder espectral médio da banda delta para o tratamento em dose
repetidas apenas no 5° e 10° dia. De acordo com Zhang et al. (2012),
antagonistas do receptor NMDA, como cetamina, podem atuar nos nucleos
taldmicos e impor oscilagdes na onda delta em areas como hipocampo. Isso
pode afetar a coparticipacdo do talamo e hipocampo na aprendizagem,
consolidagdo da memdria e flexibilidade comportamental (CASSEL et al.,
2013). Portanto, essas mudangas na onda delta induzidas pela cetamina
podem interferir na fungdo cognitiva de animais. Essas mudangas na cogni¢cao
também sao observadas em pacientes esquizofrénicos (SHMUKLER et al.,
2015; LEE et al., 2015).
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Contudo, esse aumento do poder espectral médio da banda delta do
hipocampo foi revertido pela associagdo de CP1+KET ou CP5+KET, bem como
ALA+CP1 ou ALA+CP5. No entanto, a presenca de ALA sozinho ndo causou
qualquer diferenga na frequéncia das oscilagdes da banda delta. O efeito do
antagonismo de receptor NMDA sobre as oscilagbes da banda delta envolve a
participagdo do sistema dopaminérgico, visto que clorpromazina, com ou sem
ALA, atenua oscilagdes delta do hipocampo apds administragcado sistémica de
cetamina. Assim, a presenca de ALA néao afetou a agéo da clorpromazina.

Baseado no protocolo experimental utilizado nesta investigagao,
nenhuma mudancga foi observada no poder espectral média da banda teta do
hipocampo apds a administragcdo de cetamina. No entanto, resultados
contraditorios sdo encontrados na literatura, ja que redugdes (KITTELBERGER
et al.,, 2011; LAZAREWICZ et al., 2010; DIMPFEL; SPULER, 1990; LEUNG;
DESBOROUGH, 1988) e aumento (PALENICEK et al., 2011; MATTIA;
MORETON, 1986) nas oscila¢cdes da onda teta foram observados na literatura
apés a administragcdo de cetamina. Estes resultados diferentes séo,
provavelmente, devido a diferengas nos protocolos experimentais, como doses,
especies animais, tempo de tratamento e vias de administracao.

Em ambos os animais de laboratério e humanos, as ondas teta do
hipocampo foram correlacionados com processo de codificagdo da memoria,
talvez através da coordenacgdo de um grupo de células de disparo, de modo
que a LTP (potenciagdo a longo prazo) e LTD (depressdo a longo prazo)
podem ocorrer nos mecanismos celulares de aprendizagem e de memoria de
aquisicao (LIEBE et al., 2012; POLANIA et al., 2012; STANTON; SEJNOWSKI,
1989).

Os achados evidenciaram que o poder espectral médio da banda gama
low e high foi aumentado apds administracdo de doses agudas e repetida de
cetamina. Dados similares foram observados em pesquisas anteriores, cujos
resultados demonstraram que a administracdo de cetamina induzia um estado
no cérebro caracterizado por um aumento no poder e na frequéncia intrinseca
de oscilagbes gama (CAIXETA et al, 2013; ZHANG et al., 2012
KITTELBERGER et al., 2011; KRYSTAL et al., 1994).

O hipocampo parece estar fortemente relacionado com alteragbes na

banda gama descrita na literatura para a esquizofrenia, uma vez que estudos
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sugerem a existéncia de dois geradores de ondas gama no hipocampo, um
residente no giro dentado e outro no eixo CA3-CA1 (SIROTA et al., 2003).
Além disso, também ha evidéncias de que a atividade de gama oscilatério pode
ser relacionada com os sintomas de esquizofrenia, como alucinagoes,
transtornos mentais e sintomas negativos. Assim, os sintomas positivos da
esquizofrenia podem ser correlacionados com um aumento de amplitude da
banda gama em regides do cérebro, enquanto os sintomas negativos tém sido
associados a oscilagdes de baixa frequéncia (CONSTANTE; SABOURDIN,
2012; DEMIRALP et al., 2007; BALDEWEG et al., 1998).

As alteragdes na frequéncia de oscilagdo da banda gama low ou high
geradas por cetamina foram revertidas pela administracdo de clorpromazina,
bem como a administracdo de ALA. Exceto no décimo dia de tratamento, em
que somente a associagdo com a menor dose de clorpromazina (CP1+KET) foi
capaz de reverter o aumento da KET na onda gama high.

Outro dado relevante observado na figura 15C foi a intensificacédo do
efeito da clorpromazina, na menor dose, da onda gama low pelo ALA, quando
comparado a clorpromazina sozinha. Sugerindo, assim, importancia desses
farmacos e enfatizando que essa associacdo € importante quando a
clorpromazina é administrada em baixas doses.

Assim, pode-se inferir que para a atividade da banda gama ha o
envolvimento da neuromodulagdo do sistema glutamatérgico sobre a
concentragdo de dopamina na via dopaminérgica mesolimbica, visto que a
clorpromazina, um antipsicotico, cujo mecanismo de agao esta associado a um
forte  bloqueio de receptores D2 da dopamina  (DANIVAS;
VENKATASUBRAMANIAN, 2013; MOREIRA; GUIMARAES, 2007) reverteu os
efeitos apresentados por cetamina para a banda gama.

Em sintese, os resultados deste estudo proporcionaram analisar os
efeitos da clorpromazina sobre as alteragdes promovidas pela cetamina na
atividade elétrica hipocampal em ratos. A partir desta analise, encontrou-se que
a administragdo aguda ou em doses repetidas de cetamina na dose 10 mg/kg
elevou o poder espectral médio das bandas delta, gama low e gama high,
sendo assa alteracdo na atividade elétrica cerebral revertida pela associacao
de cetamina com clorpromazina nas doses de 1 ou 5 mg/kg sozinhas ou

associadas ao acido lipdico. Contudo, de maneira geral, o acido lipdéico néo
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melhora os efeitos apresentados pela clorpromazina para os intervalos de onda
de EEG relacionadas com o hipocampo.

Outro aspecto abordado neste estudo foi a avaliagdo comportamental
dos animais submetidos aos protocolos de atividade locomotora, Y-maze e IPP,
apo6s o tratamento com clorpromazina sozinho ou associado com acido lipdico
no modelo de esquizofrenia induzido por cetamina.

Os resultados mostraram que enquanto a clorpromazina sozinha
diminuiu a atividade locomotora dos animais, a administracdo de cetamina
elevou essa locomogao e esse efeito foi revertido pelo pré-tratamento com a
clorpromazina sozinha ou associada ao ALA. Contudo, a associagédo de ALA ao
grupo CP1+KET acentuou o efeito de redugéo da atividade locomotora deste
grupo.

Achados na literatura mostraram efeito semelhante ao observado neste
estudo, em que a hiperlocomog¢do foi evidenciada em animais apods
administracdo da cetamina, nas doses de 10 (ARRUDA et al., 2008) ou 100
mg/kg (CHATTERJEE et al., 2011). Esse efeito de hiperlocomogao esta
relacionado ao sistema glutamatérgico e uma possivel acdo agonista da
cetamina nos receptores de dopamina - D2 do corpo estriado de rato
(SEEMAN; GUAN; HIRBEC, 2009). Vale salientar que esta caracteristica de
aumento da motricidade é também observada em pacientes esquizofrénicos
(SIGURDSSON; DUVARCI, 2016).

A clorpromazina, um antipsicotico tipico, apresenta efeitos
extrapiramidais (tremores e catatonia), parkinsonismo (tremores musculares,
bradicinesia, rigidez, discinesia tardia) e hiperprolactinemia (PEREZ; LODGE,
2014). Esses efeitos colaterais estdo relacionados ao bloqueio dos receptores
da dopamina na via nigroestriatal, mesocortical e tuberoinfundibular. Em estudo
realizado recentemente (SAHA et al., 2016), pesquisadores compararam 0s
efeitos da clorpromazina com antipsicoticos atipicos, para o tratamento de
pessoas com esquizofrenia, e encontraram que a clorpromazina causou mais
efeitos adversos extrapiramidais (SAHA et al., 2016). Em um estudo realizado
em animais, Terry e colaboradores (2008) observaram que animais em uso de
clorpromazina (10 mg/kg) ou olanzapina (10 mg/kg), por periodos de tempo
variando de 2 semanas a 6 meses, apresentaram deficiéncias da funcao

motora por ambos antipsicoticos.
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O interessante nesse resultado foi a reversdao da clorpromazina, na
menor dose, e a intensificagdo deste efeito pelo acido lipdico, ficando a
locomogédo dos animais ao nivel do grupo controle. Estudos anteriores
mostraram resultados semelhantes ao realizado, nos quais o efeito de
hiperlocomogdo da cetamina foi bloqueado tanto por antipsicéticos tipicos,
haloperidol (ARRUDA et al., 2008) como atipico, risperidona (ARRUDA et al.,
2008) e clozapina (VASCONCELOS et al., 2015; CHATTERJEE et al., 2011).
Em trabalho recente no grupo de pesquisa em neuropsicofarmacologia da
Universidade Federal do Ceara (VASCONCELOS et al., 2015), foi verificado
que a administracdo de ALA e clozapina, um antipsicético atipico, sozinhos ou
associados, reverteram a hiperlocomog¢ao induzida pela cetamina.

No teste de labirinto em Y, os animais tratados com KET ou
clorpromazina (5 mg/kg) reduziram o percentual de sequéncias corretas, o que
representa déficit na memoria de trabalho espacial (memoria de curto prazo).
Contudo, acredita-se que os resultados da clorpromazina, na maior dose,
podem estar prejudicados pelo déficit motor observado nos animais durante o
teste de campo aberto. Outro resultado encontrado neste teste foi a reversao
do déficit de memoria de trabalho, causado pela cetamina, pela associagcao do
ALA a clorpromazina, visto que o pré-tratamento da clorpromazina a cetamina
(CP1+KET) nao conseguiu reverter esse efeito.

E bem descrito na literatura que pacientes com esquizofrenia sofrem de
transtorno cognitivo generalizado que se correlaciona com o resultado funcional
(por exemplo, déficit de memoria, atividades diarias e resolugéo de problemas
sociais) (SHARMA; ANTONOVA, 2003; GREEN et al., 2000). Também foi
demonstrado que a cetamina utilizada como modelo de esquizofrenia causa
esse deéficit de memédria em animais (TREVLOPOULOU; TOUZLATZI;
PITSIKAS, 2016; RAJAGOPAL et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2015).

Estudo semelhante mostrou (VASCONCELOS et al.,, 2015) que a
cetamina administrada por 14 dias em camundongos machos causou redugao
da percentagem de acertos no teste de labirinto em Y, e que esse efeito foi
revertido pela clozapina sozinha ou associada ao ALA.

Em relacdo as alteragbes cognitivas causadas pelo uso de
antipsicéticos, nao existe consenso quanto ao efeito dessas drogas na

memoria. Estudo realizado por Kotani et al. (2016) demonstrou que a
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administracdo de antipsicotico atipico, blonanserina, reverteu o déficit de
funcdo executiva em animais submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido
por cetamina. Por outro lado, Terry et al. (2008) verificaram que em diferentes
periodos de tempo (2 semanas a 6 meses) de tratamento com clorpromazina
(10 mg/kg) ou olanzapina (10 mg/kg) no teste de labirinto aquatico ambos os
antipsicoticos foram associados, com prejuizos neste tipo de memoria. Ja Guo
et al. (2011) observaram que a administragdo por 12 meses de antipsicoticos
de primeira geragao (clorpromazina) ou segunda geragao (sulpirida, clozapina,
risperidona, olanzapina, quetiapina ou aripiprazol) podem melhorar a funcéo
cognitiva em pacientes com esquizofrenia em estagio inicial da doenga
(duragao da doenga < 5 anos).

Assim, a associagdo do ALA a clorpromazina, em baixas doses, poderia
ser uma vantagem terapéutica, pois evitaria esse efeito indesejavel de déficit
de memodria observado em pacientes esquizofrénicos.

Em relacdo ao teste de IPP, os resultados mostraram que a
administracao em doses repetidas de KET diminuiu o percentual de redugao da
amplitude no PP70, PP75 e PP80. O déficit de IPP é considerado endofendtipo
para a esquizofrenia (SWERDLOW et al., 2008; BRAFF et al., 2007), sendo
indicativo de prejuizo nos mecanismos associados ao correto funcionamento
do filtro sensoério-motor, um processo antecipatério que impede a sobrecarga
sensorial e a fragmentagdo cognitiva (POWELL; ZHOU; GEYER, 2009;
GEYER; MCILWAIN; PAYLOR, 2002). O modelo de IPP representa a interface
entre a psicose e cognigdo (DESBONNET; WADDINGTON; O'TUATHAIGH,
2009). Assim, os dados demostram que KET na dose de 10 mg/kg foi capaz de
induzir este endofendtipo da esquizofrenia, sugerindo que a cetamina em
baixas doses € um modelo bem estabelecido para esquizofrenia-simile. Achado
semelhante de reducdo do IPP também foi observado em outros estudos que
utilizaram a cetamina como modelo de esquizofrenia em animais (BUUSE;
MINGON; GOGOS, 2015; VASCONCELOS et al., 2015; MONTE et al., 2013).
De tal modo, pacientes com transtornos psicéticos cronicos, como a
esquizofrenia, exibem filtro sensorio-motora deficiente (SWERDLOW et al.,
2016; SWERDLOW et al., 2014).

No entanto, essa redugao do IPP induzida pela cetamina foi revertida

pelas associagdes de clorpromazina sozinha ou associado com ALA. Contudo,
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intensificagdo da reversao observada pela clorpromazina, somente na menor
dose, foi observada na presenca do ALA no PP75, sugerindo que a associagéo
da clorpromazina ao ALA pode ser positiva, em baixas doses de clorpromazina.
Talvez um efeito sinérgico poderia ter sido observado em todos os PP, PP70 e
PP80, se as doses de clorpromazina fossem reduzidas.

O uso da clozapina com ou sem ALA, em estudo semelhante ao
realizado, reverteu o déficit de IPP apresentado pelo tratamento com KET.
Semelhante aos resultados deste estudo, no PP75, o uso do ALA exacerbou o
efeito da clozapina sobre a redug¢ao do IPP (VASCONCELOS et al., 2015). De
tal modo, outro antipsicético atipico, a olanzapina, bloqueou a alteragcdo no IPP
induzida pelo MK-801, um antagonista dos receptores NMDA semelhante a
cetamina (ZANGRANDO et al., 2013).

Em adicao aos achados anteriores, trabalho com objetivo de comparar
os efeitos em voluntarios saudaveis de doses agudas dos antipsicoticos
atipicos amisulprida (300 mg) e risperidona (3 mg) e clorpromazina (100 mg)
sobre o IPP encontrou que nenhuma das drogas testadas afeta a inibigao pré-
pulso (BARRETT et al.,, 2004). Estudo com finalidade de estabelecer um
paralelo entre os efeitos de antipsicéticos tipicos (haloperidal e clorpromazina)
e atipicos (seroquel e clozapina) sobre o IPP, sendo que em animais,
demonstrou que a capacidade de antipsicéticos para restaurar o IPP em ratos
tratados com o antagonista de NMDA n&o € especifica para a antipsicéticos
clinicamente atipicos (SWERDLOW et al., 1998).

Desse modo, estes resultados sugerem que mecanismos mediados por
glutamato estdo envolvidas na expressao de PPl em animais e que esta
resposta é sensivel a antipsicoéticos tipicos e atipicos.

E descrito na literatura que o estresse oxidativo tem relagdo direta com
doengas  neuropsiquiatricas, como  esquizofrenia (OWEN; SAWA;
MORTENSEN, 2016; KOGA et al., 2015; MACEDO et al., 2012). Baseado
nesta relacdo, optou-se por estudar o efeito da clorpromazina sozinha ou
associada ao acido lipdico nas concentragdes de GSH, nitrito, TBARS e MPO,
em hipocampo de ratos, no modelo de esquizofrenia pela cetamina. O
hipocampo foi a area utilizada, ja que estudos demostram ser a cetamina
nociva para neurogénese do hipocampo (HUANG et al., 2016; HUANG et al.,
2015; ZHENG; ZHOU; XIA, 2015), dano ao hipocampo que altera o seu
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funcionamento, podendo estar relacionado a neuropsicopatologia das psicoses,
como a esquizofrenia. Prejuizos cognitivos na esquizofrenia envolvem déficits
de memoria episddica e de trabalho, bem como na atencéo, velocidade de
processamento e resolugao de problemas (HASAN et al., 2011). Curiosamente,
na esquizofrenia, estes déficits estao relacionados com a diminuigdo do volume
do hipocampo (GEISLER et al., 2015). Desta forma, o hipocampo é uma area
subcortical importantissima para fisiopatologia da esquizofrenia e é fortemente
afetado por agentes oxidativos, o que parece afetar o seu funcionamento
(ZHENG; ZHOU; XIA, 2015).

Quanto a dosagem de GSH, foi observado, a partir dos resultados que
KET reduziu a concentracdo dessa enzima no hipocampo, o que parece
comprometer a atividade de neuroprotegao atribuida ao GSH.

Estudos evidenciam que o GSH é um importante marcador para o
estresse oxidativo e doencas neuropsiquiatricas (TUNCEL et al., 2015;
MAHADIK; EVANS; LAL, 2001). Estudos pré-clinicos tém demonstrado relagéo
entre esquizofrenia e deficiéncia nas concentragdes de GSH em varias regioes
cerebrais (VASCONCELOS et al., 2015; MONTE et al.,, 2013; SILVA et al.,
2010; GYSIN et al., 2007). Deste modo, ratos submetidos a deplecédo de GSH
durante o desenvolvimento pos-natal (CABUNGCAL et al., 2006), bem como
camundongos com uma sintese de GSH geneticamente comprometida
(KULAK; CUENOD; DO, 2012), apresentaram ambos fendtipo semelhante a
esquizofrenia.

Em contrapartida, este estudo demonstrou que o efeito da KET sobre a
concentracdo de GSH foi revertido pelo pré-tratamento com clorpromazina.
Observou-se, ainda, escassez de estudos relacionando a atividade da
clorpromazina com o GSH cerebral, o que ndo é visto com antipsicoticos
atipicos (VASCONCELOS et al., 2015; MONTE et al., 2013).

Achado contraditério a este evidenciou que dose Unica de clorpromazina
promoveu elevacdo do GSH no cértex cerebral de animais (DEJANOVIC et al.,
2016), entretanto a dose de clorpromazina utilizada no estudo de Dejanovic et
al. (2016) (38,7 mg/kg) foi quase oito vezes maior que a dose mais elevada (5
mg/kg) adotado neste trabalho.

Em corroboragdo aos resultados do presente estudo, investigagao

recente do nosso grupo, anteriormente citado, verificou que a administragao de
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clozapina, um antipsicético atipico, também reverteu a reducédo do GSH
induzido pela cetamina (VASCONCELOS et al., 2015). Outro antipsicotico
atipico, a risperidona, também apresentou resultado satisfatorio no bloqueio
dos efeitos da KET sobre o GSH hipocampal (MONTE et al., 2013).

Na presenca do ALA a clorpromazina, na menor dose, teve sua agao
melhorada, sugerindo importante efeito na associagdo do ALA a clorpromazina
na terapéutica medicamentosa para esquizofrenia. Corroborando com os
resultados, estudos mostraram que o acido lipéico aumenta as concentragdes
de GSH em varias regides cerebrais (SILVA et al., 2016; GOC et al., 2015).
Esse efeito do ALA parece ocorrer através de diferentes mecanismos: redu¢ao
da cistina em cisteina, que € o substrato limitante para sintese de GSH (SHAY
et al., 2009), acarretando diminuigdo direta de glutationa oxidada (GSSG) a
GSH (MOINI; PACKER; SARIS, 2002). Além disso, foi demonstrado que o ALA
pode induzir a sintese de GSH pela ativacdo do fator de transcri¢ao,
relacionado com o fator nuclear eritroide 2 (Nrf2) (SUH et al., 2004).

O nitrito é frequentemente usado como marcador do NO (FLATOW;
BUCKLEY; MILLER, 2013), pois em solugdo aquosa, o NO reage com o
oxigénio molecular e se acumula no plasma/soro como os ions nitrito (NO2) e
nitrato (NO73) (KOLTUKSUZ et al., 2000). Desta forma, a avaliagdo da
producao de NO pode ser realizada com base nos niveis de seus produtos de
oxidagdo o NO2ou NO- no sistema nervoso central (SNC).

Um aumento nos produtos finais da reacdo de oxidacdo do NO,
juntamente com outros radicais livres, podem provavelmente contribuir para o
neurofisiopatologia da esquizofrenia (OZYURT et al., 2014). Uma revisao
sistematica e quantitativa de marcadores de estresse oxidativo encontrou
aumento significativo nos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e NO, em pacientes com esquizofrenia, em comparagdo com
pacientes controles (ZHANG et al., 2010).

Face ao exposto, este estudo, ao analisar a concentracao de nitrito,
identificou as possiveis alteragdes do oxido nitrico associadas a indugao de
esquizofrenia pela administracdo em doses repetidas de cetamina. Os
resultados encontraram aumento nas concentragdes de nitrito apos tratamento
em doses repetidas com KET, ou seja, o teste de nitrito avaliou indiretamente

os efeitos da KET sobre o 6xido nitrico, sugerindo que o bloqueio dos
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receptores NMDA pela cetamina em baixa dose interfere na manutengao do
NO hipocampal.

Similarmente as experimentagdes, altas concentragcbes de nitrito foram
observadas no cortex pré-frontal (SILVA et al., 2010) e hipocampo
(CHATTERJEE et al., 2012) de animais apds administragcdo de cetamina.
Estudos post-mortem tém demonstrado concentragdes elevadas de NO e NOS
em tecidos cerebrais de individuos com esquizofrenia e sugerido que o NOS
mantem-se ativa na esquizofrenia (XU et al., 2005; BABA et al., 2004; YAO et
al.,, 2004). A concentragdo de nitrito no plasma de pacientes no primeiro
episodio psicético foi significativamente baixa e, de modo analogo aos
resultados, mostrou-se elevada em pacientes ambulatoriais (FLATOW;
BUCKLEY; MILLER, 2013).

O pré-tratamento com clorpromazina (CP5+KET) reverteu os efeitos de
KET sobre a concentragao de nitrito no hipocampo. De tal modo, estudo in vitro
mostrou que a clorpromazina (10 mg/kg) inibe a atividade da enzima oOxido
nitrico sintase (MtNOS) nas mitocdndrias do cérebro de ratos, resultando na
redugédo da producao de peroxido de hidrogénio (H202) mitocondrial (LORES-
ARNAIZ et al., 2004).

Outro estudo in vitro avaliou os efeitos de dois antipsicoticos atipicos,
olanzapia ou clozapina, e um tipico, haloperidol, sobre a liberacdo de NO a
partir da estimulacédo de micréglias por lipopolissacarideo, outro modelo de
indugdo da esquizofrenia em animais. Os resultados mostraram que apenas a
olanzapina inibe a libertacdo de NO nestas células (HOU et al., 2006).

Os achados deixam evidenciaram a capacidade dos antipsicoticos
tipicos ou atipicos de intervirem satisfatoriamente nas vias do oxido nitrico
presentes na esquizofrenia.

A associagdo de ALA ao grupo CP1 ou CP5 intensificou a resposta
apresentada por clorpromazina, em ambas as doses, sobre a concentracdo de
nitrito, esta acdo do ALA sobre CP1 ou CP5 parece ser atribuida a sua
excelente propriedade antioxidante no sistema nervoso central (MACEDO et
al., 2012). Além disso, o acido a-lipdico € considerado um dos mais potentes
sistemas de defesa endogeno no combate a formagao de espécies reativas do

oxigénio e nitrogénio, somado a isto, promove a renovacgao de outros agentes
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antioxidantes como, vitamina E, C, A, coenzima Q10, GSH reduzida e atua
como quelante de metais (SANTOS et al., 2010).

O dano oxidativo de lipidios tem sido frequentemente usado como um
biomarcador de estresse oxidativo em diversas doencas, bem como na
esquizofrenia (ZHANG et al., 2010). Logo, o aumento na concentragdo do
malonildialdeido que ocorreu apds tratamento em doses repetidas de KET,
observado neste estudo, indica a participagcdo da peroxidagdo lipidica na
esquizofrenia. Este achado pode ser relacionado com dano das membranas
celulares do hipocampo pela cetamina.

Dados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2010), ao
demonstrarem que doses subanestésicas de cetamina, 10 e 20 mg/kg, no
cortex pré-frontal aumentaram os niveis de MDA. Similarmente, foi verificada
elevagdo de malonildialdeido no cerebelo, estriado e cértex pré-frontal apos
uma injecdo de 10 mg/kg (OLIVEIRA et al., 2009) ou 20 mg/kg (MONTE et al.,
2013) de cetamina. Outro estudo revelou que a dosagem de TBARS mostrou
significativo acréscimo de MDA no hipocampo e talamo de animais perinatais
em tratamento com fenciclidina (PCP) (RADONJI'C et al., 2010).

Em contrapartida, o pré-tratamento da clorpromazina, somente na maior
dose, reverteu o efeito da cetamina nas concentragdes de malonildialdeido. Por
outro lado, clorpromazina, na menor dose, somente conseguiu reverter o efeito
do TBARS quando foi associado ao ALA, mostrando novamente importancia
dessa associacao entre clorpromazina, dose dependente, e ALA.

Similarmente, o trabalho de Maduh et al. (1988) apontou efeito de
neuroprotecao pela clorpromazina ao dano oxidativo promovido pelo cianeto.
Esta atividade da clorpromazina na toxicidade do cianeto esta relacionada com
a diminuigao da peroxidagéo lipidica das membranas cerebrais.

Ademais, a peroxidacao lipidica alterada pela cetamina, também, foi
bloqueada por outros antipsicéticos, além da clorpromazina, visto que a
clozapina, antipsicético atipico, reduziu o MDA em cortex pré-frontal,
hipocampo e corpo estriado de animais em tratamento com doses repetidas por
14 dias (VASCONCELOS et al., 2015). Ademais, este resultado foi obtido pela
risperidona para o cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de animais

em tratamento com doses repetidas por 14 dias (MONTE et al., 2013).
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Portanto, o bloqueio sobre a concentragdo da peroxidagao lipidica é uma
atividade compartilhada por antipsicéticos tipicos e atipicos.

Achado contraditorio ao deste estudo evidenciou que dose unica de
clorpromazina promoveu elevagdo do MDA no cortex cerebral de animais
(DEJANQVIC et al., 2016). Entretanto, a dose de clorpromazina utilizada no
estudo de Dejanovic et al. (2016) (38,7 mg/kg) foi quase oito vezes maior que a
dose mais elevada (5 mg/kg) adotada neste trabalho.

Além disso, a presenga do ALA intensificou o efeito da clorpromazina,
apenas na menor dose, sobre a redugdo na concentragcdo do MDA. Em
concordéncia, estudos anteriores demonstraram forte atividade antioxidante do
ALA contra a peroxidagdo lipidica e de dano oxidativo de proteinas
(ZEMBRON-LACNY et al., 2009; MARANGON et al., 1999).

Achado semelhante aponta que a administragdo precoce de ALA
suprimiu o estresse oxidativo induzido por lipopolissacarideo, expressos como
uma diminuigdo na peroxidagdo lipidica e na geragcdo de H202 nos
homogeneizados de cértex cerebral (GORACA; ASIANOWICZ-ANTKOWIAK,
2009).

Quanto a mieloperoxidase, trata-se da atividade de enzima presente em
leucdcitos da linhagem granulocitica e monocitica. Essa enzima utiliza o ion
cloreto (Cl-) na presenca de H202 para gerar o acido hipocloroso (HOCI), um
potente oxidante que em condig¢des fisioldgicas normais é capaz de funcionar
como importante agente antimicrobiano (SHAEIB et al., 2015).

Existem fortes evidéncias que alguns produtos gerados a partir de
reacdes catalisadas por mieloperoxidase tenham papel na sinalizagcao celular.
Dentre estes produtos, merece atengdo o oxigénio singlete ('02). Em fagadcitos,
esta ERO poderia participar tanto do processo de morte de patégenos quanto
da sinalizagdo de eventos da inflamagao (CRUZ, 2010). Destaca-se que esta
peroxidase, potente na geracado de radicais toxicos e oxidantes, € aumentada
no sistema nervoso central em doencgas como a esclerose multipla (ZHANG et
al., 2015), doenca de Parkinson (TEISMANN, 2014) e
depressdo (TALAROWSKA; SZEMRAJ; GAtECKI, 2015)

Nesse contexto, este estudo, ao analisar a concentragdo de MPO,
buscou verificar possiveis alteragdes inflamatérias associadas a inducao de

esquizofrenia pela administracdo em doses repetidas de cetamina. De fato,



104

encontrou-se significativa elevagdo na concentragcdo de MPO apds tratamento
em doses repetidas com KET, ou seja, aumento na atividade desta enzima no
hipocampo de animais tratados com KET. Semelhantemente, os resultados de
Al-asmari e Khan (2014) apontam que a mieloperoxidase encontra-se em
concentragdes elevadas no soro de pacientes esquizofrénicos.

Green et al. (2004) observaram que o aumento da expressdo da MPO
no cérebro esta relacionada com a neurodegeneracgéo. Portanto, esta elevagao
na concentracdo da mieloperoxidase pode indicar neurodegeneracéo
hipocampal induzida pela cetamina.

Em contrapartida, o aumento de MPO por KET foi significativamente
revertido pelo pré-tratamento com CP1 ou CP5+KET em doses repetidas por
10 dias. Estes resultados indicam neuroprotegdo para o hipocampo pela
clorpromazina para as doses estudadas na corrente investigacdo. O achado é
relevante para terapéutica da esquizofrenia com antipsicético, visto que uma
relacdo entre inflamacdo e esquizofrenia tem sido apoiada por diversos
pesquisadores (BORELLA et al., 2016; LEZA et al., 2015; FLATOW,;
BUCKLEY; MILLER, 2013; MACEDO et al, 2012; SILVA et al., 2010;
RADONJI'C et al.,, 2010; MACZUREK et al., 2008) e a MPO parece estar
fortemente relacionada ao processo inflamatério apontado para esquizofrenia
(AL-ASMARI; KHAN, 2014).

Assim, a clorpromazina apresentou atividade de redugao de dano neural,
indicado indiretamente pela atividade da mieloperoxidase, para o hipocampo de
rato pela cetamina em baixa dose.

Interessantemente, a associacdo de ALA ao grupo CP1 ou CP5+KET
potencializou o efeito da clorpromazina sobre a MPO hipocampal em ambas as
doses estudadas. Apesar da escassez de recursos bibliograficos acerca do
efeito da associagao de antipsicoticos e acido lipdico sobre a concentracido de
MPO, outros estudos demostraram o potencial do ALA em inibir o dano
inflamatério e oxidativo desta enzima em uma variedade de desenhos
experimentais (FEI et al., 2016; PETRONILHO et al., 2016; CAKIR et al, 2015;
MYZAK; CARR, 2002). Vale destacar ainda que o ALA promove regulagao na
expressao génica e na transcri¢ado de fatores pro-inflamatorios (GORgCA et al.,
2011).
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Face ao exposto, pode-se inferir que existe crescente corpo de
evidéncias que confirmam o envolvimento do estresse oxidativo e inflamagéo
na patogénese da esquizofrenia, como afirmado anteriormente (BORELLA et
al., 2016; LEZA et al., 2015; FLATOW; BUCKLEY; MILLER, 2013; SILVA et al.,
2010; RADONJI'C et al.,, 2010; MACZUREK et al.,, 2008). Contudo, os
resultados deste estudo fornecem suporte a nogdo de que agentes oxidantes,
como a cetamina, desempenham papéis importantes na fisiopatologia da
esquizofrenia. Sugere-se que as intervengdes que reduzem o estresse
oxidativo e aumentem o sistema antioxidante, como o acido lipdico, possam ser
uteis no tratamento de pacientes com esquizofrenia.

Portanto, o uso do modelo farmacologico da esquizofrenia induzida por
baixas doses de cetamina foi importante para compreensdo dos principais
mecanismos de onda cerebral relacionados com a regulagao glutamatérgica no
hipocampo, e que estes efeitos sdo provavelmente relacionados com a
neuromodulagdo glutamatérgica na via dopaminérgica mesolimbica, pois os
efeitos da cetamina foram revertidos pelo forte bloqueio dos receptores

dopaminérgicos (RD2) antagonizados pela clorpromazina.
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7 CONCLUSAO

Em concluséao, o tratamento com cetamina em ratos promove mudancgas
eletroencefalograficas, comportamentais e neuroquimicas no hipocampo. As
alteragdes podem estar relacionadas com a hipofungao dos receptores NMDA
no sistema glutamatérgico e a clorpromazina sozinha ou associada ao acido
lipdico, a qual promoveu a reversdo destes efeitos, mostrando atividade
benéfica como neuroprotetores. Além disso, houve uma intensificagcdo dos
efeitos da clorpromazina, na menor dose, quando associada ao ALA para as
alteragdes promovidas pela cetamina sobre a atividade elétrica da banda gama
low, atividade locomotora, PP 75, concentracdo do GSH, nitrito, peroxidacao

lipidica e na concentragcéo da MPO.
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Apéndice A: Resumo esquematico dos resultados obtidos com os testes

neurocomportamentais e neuroquimicos na presente pesquisa.

TESTE | KET | CP1+KET | CP5+KET | ALA+CP1+KET | ALA+CP5+KET
ATL ) l ! ! l
Y-MAZE | ? | ) l
PP70 l T T T T
PP75 ! T T T T
PP80 l 1 1 1 1
GSH ! T T T T
NITRITO ) ? | ! !
TBARS ) ? | ! !
MPO T ! ! l !
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Apéndice B: Resumo esquematico dos resultados obtidos com o teste

eletroencefalografico na presente pesquisa para rastreamento da dose de

cetamina
DELTA TETA ALFA GAMA GAMA
LOW HIGH
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
KET 10 ) 1 )] 0] 7 T T 0] ] [0)
KET 50 1) @ ! ! ) 0 T T 1) )
KET 100 @ 0] ) } ) 0] ) ) 7 T
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Apéndice C: Resumo esquematico dos resultados obtidos com o teste
eletroencefalografico na presente pesquisa para rastreamento das
alteragoes no poder espectral médio hipocampal pela clorpomazina no

modelo de esquizofrenia induzido pela cetamina.

DELTA TETA GAMA LOW | GAMA HIGH

1 5 10 1 5 10 1 5 10 1 5 10
Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia
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