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RESUMO

ESTUDO DA INFLUENCIA DO SEXO E DO EFEITO PREVENTIVO DA N-
ACETILCISTEINA EM RATOS SUBMETIDOS AO MODELO DE ESQUIZOFRENIA
INDUZIDO POR DESAFIO IMUNE NEONATAL COMBINADO A ESTRESSE NA
ADOLESCENCIA

A esquizofrenia € um distdrbio mental grave e crénico que acomete mais de 21 milhGes de
pessoas no mundo. Os principais sintomas sdo: positivos (alucinacfes, delirios e paranoia),
negativos (isolamento social, anedonia e alogia) e cognitivos (déficits na memoria de trabalho
e na atengdo). Ha importante influéncia do sexo quanto ao progndstico desta doenca, a
gravidade dos sintomas e a resposta aos antipsicéticos, com as mulheres tendo, em geral, um
melhor curso da doenca do que os homens, provavelmente pelo efeito protetor que o estrogeno
exerce. A hipotese neurodesenvolvimental que suporta a fisiopatologia da esquizofrenia vem
ganhando destaque. Baseado nela, foi desenvolvido um modelo animal de esquizofrenia
induzido por “dois desafios”, sendo o primeiro “desafio” uma ativacdo imune na fase neonatal
e o segundo “desafio” composto por eventos estressores na peripuberdade. A N-acetilcisteina
(NAC), uma droga precursora do antioxidante glutationa (GSH), tem sido utilizada como
adjuvante no tratamento convencional da esquizofrenia. Dessa forma, nosso estudo avaliou se
o tratamento com NAC, nas doses de 110 e 220 mg/kg, na puberdade (dia p6s-natal (DPN) 30
a 59) foi capaz de prevenir os sintomas comportamentais e neuroquimicos do tipo esquizofrenia
em ratos Wistar machos e fémeas que sofreram ativacdo imune neonatal (DPN5-7) induzida
pela particula viral poly(l:C) e passaram por eventos estressores durante a puberdade (DPN40-
48), evidenciando as possiveis diferencas de sexo encontradas. Analisamos 0s sintomas tipo
positivos (testes de Inibicdo pré-pulso e Atividade locomotora), negativos (teste da Interacdo
social e ansiedade) e cognitivos (teste do Labirinto em Y). Além disso, analisamos o estresse
oxidativo (niveis de GSH, nitrito e peroxidacdo lipidica), a expressdo de proteinas de
sinalizacdo celular (Akt-fosforilada/total, GPR30, NR2Bfosforilado/total, parvalbumina e o7-
nAChR) e o tamanho do hipocampo. Os resultados mostraram que o modelo de dois desafios
induziu comportamento tipo-esquizofrenia em ambos 0s sexos, com 0s machos apresentando
piores “sintomas negativos” e as fémeas piores “sintomas positivos” e um aumento do estresse
oxidativo no corpo estriado, area cerebral associada a esses sintomas. A NAC preveniu 0s
sintomas tipo positivos, negativos, cognitivos, e promoveu uma melhora nos niveis de
peroxidacdo lipidica e nitrito de ambos os sexos. Entretanto, ndo preveniu o comportamento
tipo ansioso nem o déficit de GSH de machos e fémeas submetidos aos dois desafios. Além
disso, a NAC reduziu os niveis de GSH e aumentou a peroxidacdo lipidica de machos e fémeas
controles. Quanto a influéncia do sexo, as fémeas submetidas aos dois desafios responderam
melhor ao tratamento com a NAC, como evidenciado no teste de IPP, na expressdo hipocampal
de GPR30, parvalbumina e a7-nAChR, e no tamanho do hipocampo. N&o houve diferencas
significativas em relacdo a atividade de Akt e NR2B. Nossos resultados apontam para uma
interacdo entre desafio imune neonatal e eventos estressores na adolescéncia contribuindo para
o desenvolvimento de alteracbes comportamentais e neurogquimicas tipo esquizofrenia na idade
adulta, os quais podem ser prevenidos, em parte, pelo tratamento com a NAC. Reforcando a
necessidade de selecionar com cautela os individuos que eventualmente serdo submetidos ao
tratamento preventivo com NAC, sugerimos que 0 uso deste antioxidante pode ser uma
alternativa interessante para a conducdo de pesquisas com modelos animais com validade
translacional em psiquiatria.

Palavras-chaves: Esquizofrenia, N-acetilcisteina, diferenca de sexo, desafio imune neonatal.



ABSTRACT

STUDY OF SEX INFLUENCE AND THE PREVENTIVE EFFECT OF N-ACETYL
CYSTEINE IN RATS SUBJECT TO A TWO-HIT MODEL OF SCHIZOPHRENIA
INDUCED BY NEONATAL IMMUNE ACTIVATION AND PERIPUBERTAL STRESS

Schizophrenia is a severe and chronic mental disorder that affects over 21 million people in
worldwide. The main symptoms are classed as positive (hallucinations, delusions and
paranoia), negative (absence of social behaviors, anhedonia and avolition) and of cognitive
nature (working memory deficit and inability to maintain attention). There is an important sex
influence on the prognosis, severity of symptoms and response to the antipsychotics for this
illness, with women generally displaying a better course of illness than men, probably owing
the protective effects exerted by the estrogen hormone. The neurodevelopmental hypothesis
that supports the pathophysiology of schizophrenia is becoming increasingly recognized. Based
on it, an animal model of schizophrenia induced by "two hits" (challenges) was developed,
where the first "hit" consisted of an immune activation in the neonatal phase and the second
"hit" of stressors events in the peripubertal stage. N-acetylcysteine (NAC), a drug precursor of
the antioxidant glutathione (GSH) has been previously used as an adjuvant in the conventional
treatment of schizophrenia. Thus, our study assessed whether treatment with NAC, with
dosages of 110 and 220 mg/kg, at puberty (Postnatal Day (PND) 30 to 59) was able to
ameliorate behavioral and neurochemical schizophrenia-like symptoms in both male and
female Wistar rats, who were also subject to neonatal immune activation (PND 5-7) induced
by the viral particle poly (I:C) and underwent stressors events during puberty (PND 40-48), in
order to demonstrate potential sex-specific differences. We analyzed aspects of positive-like
symptoms (pre-pulse inhibition (PPI) and locomotor activity tests), negative-like (social
interaction and anxiety tests) and cognition (Y Maze test). Furthermore, we investigated
oxidative stress (levels of GSH, nitrite and lipid peroxidation), expression of cellular signaling
proteins (AKT-phosphorylated/total, GPR30, NR2B- phosphorylated/total, parvalbumin and
a7-nAChR) and the size of the hippocampus. The results showed that our two-hit model
induced schizophrenia-like symptoms in both sexes, with males presenting worse "negative
symptoms", while females displaying worse "positive symptoms™ and an significant increase
in oxidative stress in the striatum, a brain area associated with these type of symptoms. NAC
improved positive, negative, cognitive symptoms, and promoted an decreased in lipid
peroxidation and nitrite levels for both sexes. However, it did not prevent the anxiety-like
behavior, nor rescued the GSH deficit seen in both males and females subject to the double hits.
Additionally, NAC reduced the GSH levels and increased the lipid peroxidation of both male
and female controls. In relation to the sex influence, the females subject to the two-hit approach
responded better to the NAC treatment, as evidenced by the PPI test, the hippocampal gene
expression of GPR30, parvalbumin and a7-NAChR, as well as by the size of the hippocampus.
There were no significant differences in the level of Akt and NR2B activity. Our findings
showed an interaction between neonatal immune activation and stressor events in adolescence
leading to the development of behavioral and neurochemistry changes characteristic of
adulthood schizophrenia, which can at least in part be prevented by NAC administration. This
in turn reinforces the need of carefully selecting individuals and groups who would most benefit
from the preventive treatment with NAC. We therefore suggest that the use of this antioxidant
may be an interesting avenue for conducting further in vivo research towards its translational
application for clinical neuropsychiatry practice.

Keywords: Schizophrenia, N-acetylcysteine, sex differences, neonatal immune activation.
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LISTA DE TABELAS

Alvos de tratamento e sintomas da esquizofrenia
Divisdo dos grupos experimentais. DPN: dia pos-natal, M:
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Fig.38 Efeito da NAC220 na expressao de a7-nAChR no hipocampo de machos 108
e fémeas submetidos a poly(l:C) + estresse.

Fig.39 Efeito da NAC220 no volume do hipocampo de machos e fémeas 109
submetidos a poly(l:C) + estresse.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

5-HT Serotonina
Akt Proteina quinase B

AMPA-R  Receptor AMPA

ARS Amplitude da resposta do sobressalto

ATP Trifosfato de adenosina

ATV Area tegmentar ventral

BDNF Fator neurotréfico derivado do cérebro

CE Corpo estriado

CEPA Comité de Etica e Pesquisa Animal

CPF Cortex pré-frontal

DA Dopamina

DNA Acido desoxirribonucleico

DPN Dia p6s-natal

DSM-5 Manual Diagnostico e Estatistico de Distdrbios Mentais
E* Estresse

EGFR Fator de crescimento epidermal

ERK Quinase regulada por sinal extracelular

ERN Espécies reativas de nitrogénio

EROs Espécies reativas de oxigénio

PI3K fosfoinositideo 3-quinase

GABA Acido gama—aminobutirico

GCL y-glutamilcisteina ligase

GPER1 Receptor acoplado a proteina G sensivel ao estrogeno
GPR30 Receptor acoplado a proteina G sensivel ao estrogeno
GPx Glutationa peroxidase

GS Glutationa sintetase

GSH Glutationa reduzida

HC Hipocampo

HPA Hipotalamo - hipoéfise - adrenal



IDO Indolamina 2,3-dioxigenase

iINOS Oxido nitrico-sintase induzida
IPP Inibicdo Pré-Pulso

LPS Lipopolissacarideo

MDA Malonaldeido

NAC N-acetilcisteina

nAChRs  Receptores colinérgicos nicotinicos

NMDA-R Receptor N-metil-D-aspartato

NO Oxido nitrico

NR2B Subunidade do receptor NMDA
P Pulso

PEP Primeiro episodio psicético
PKB Proteina quinase B

PKC Proteina quinase C

PMAPs Padrdes moleculares associados a patégenos

Poly (I:C)  Polyinosinic:polycytidylic acid

PP Pré-pulso

PV Parvalbumina

SNc Substancia negra pars compacta
SNC Sistema nervoso central

SOD Superoxido dismutase

TBARS Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

TGF-B1 Fator transformador de crescimento



SUMARIO

L. INTRODUGAOD ...ttt ettt sttt sttt 17
1.1. ASPECTOS GERAIS DA ESQUIZOFRENIA.......ciiiiititiieeeee e e e e eitirree e e e e e e s eeatrbaeeeeae e e s e ennnnees 17
i S ] (0] Ko ]I 0T ] N PP 18

1.2.1.  HipOtese dOPamMINEIrGICa ......ccveiverieeieiieesieeieseesieeeeseeste e e sreeee e e saeeeesraennas 18
1.2.2.  Hipotese glutamatergiCa ........cceiivereiieieeieiie s ese e sa e ae e 21
1.2.3.  HipOtese COIINEITICA .....ccveveiieieeie et 22
1.2.4.  Hipotese neuroinflamatoria ..........cocooeieiiiriiiiiise s 23
1.2.5.  Hipotese neurodesenvolVImMeNtal............ccoviiiiiiiiiiiine e 25
1.2.6.  Estresse oXidativo € eSQUIZOTIENIA. .........civiirieiiieie e 26
1.3.  SINALIZAGOES CELULARES NA ESQUIZOFRENIA .....ccciieitiieiiteeesiteeesieeesieeesnveeesnnee e 28
1.4. A IMPORTANCIA DO PRODROMO NA ESQUIZOFRENIA. .....ueeiieiiiesiieaieesseeesseesinesnseessnes 31
1.5, MODELO ANIMAL DE “DOIS DESAFIOS” ..i.uiiitieitieiiiesiiesieesieesseessessseesseessesssessssesssns 32
1.6. TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA ESQUIZOFRENIA.......eeiiveiiiesieeiieesineesseessnesnseessnes 34
O VB o1 = o 1S3 1 =1 1N PR 36
1.8. INFLUENCIA DO GENERO NA ESQUIZOFRENIA ......vvvieiiiiiieeeeiitreeeeeiireeeesesreeeessnneeeesennnes 38

2. RELEVANCIA EJUSTIFICATIVA . ..ot es e 41

3. OBUIETIVOS ...t e e ae e s et e et e et e e aae e e reea e re e 43
K I © 1 N = 1Y €= = I PR 43
3.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS ..eiviiiiieiireeiee sttt esieesiteestaesiaeestae e ebeesseessaesnaeanbaesseeansaesneeanes 43

4, METODOLOGIA ...t e e e saee s be e s raeeteeas 44
L S N 111 1 I SR OPRTPR 44
A2, DROGAS ...ttt ittt ettt ettt ettt b et nn e b nrae e nres 44
4.3, PROTOCOLO EXPERIMENTAL ...tvtiiiiiieiiiieiiitesieeesieeessseeesnteesssseessssessssseessssesssssessssnens 44
4.4, EXPOSICAO A ESTIMULOS ESTRESSORES .....ccuvvtieiiuurereesisrnreessssneesesssnesesasssnnesssnssseeesnns 46
4.5. DETERMINACOES COMPORTAMENTALIS ...ecitieeiteeesteeesteeessreeessseeesnseesssseesssseesssneesssnens 47

451, INEraGa0 SOCIAL ........oiiiiiiiiiiie e 47
452, INIDIGAD PrE-PUISO ..ot e 48
4.5.3.  LabirintO MY ..o e 50
O B 0% 11T o To T AN o =1 o (o PSSR 51
4.6. DETERMINACOES DO ESTRESSE OXIDATIVO .eeiiiiiiiiiiitiieiei i sssiiitreee s siabareees e 52
4.6.1. Glutationa reduzida (GSH) ..ot 52
T 111 1 (0 PSR OPRPP 52
4.6.3.  PeroXidagio HPIICA .......ccviiiieieiiesie e 53
4.7. DETERMINAGOES BIOMOLECULARES E NEUROQUIMICAS ......ccvvveeeiiiiieeeeiineeeesninneeeans 53
4.7.1. Expressdo de Akt-fosforilada e AKt-total ...........ccoceviiiiiiiiiiiii s 53
4.7.2. Expressdo proteica de GPR30, parvalbumina, a7-nAChR e NR2B................... 54
4.7.2.1. EXtrag80 de ProteiNaS ....coeieiiiiiieieieiieie e siesie e sre e ene s 54
4.7.2.2.  Meétodo Bradford para dosagem de proteinas ..........ccccceeveevveveiiieieesieennnn, 54
4.7.2.3.  WeStern BIOTLING .......coivviiiiiiieiii ettt 55

4.8. AVALIACAO DO PESO DOS HIPOCAMPOS ......uvveiireeiiieesieeesseeessteeesseesssneesssssesssseesssnes 56



5. ANALISE ESTATISTICA ..o e e e e e e e e et eeer e 57

B.  CAPITULOD oottt st 59
6.1. RESULTADOS DAS ALTERAGOES COMPORTAMENTAIS......tvteiiiieiieeesiieesieeesneessnveesssneeans 59
6.2. RESULTADOS DAS ALTERAGOES OXIDATIVAS CEREBRAIS .....ovveiiiieiiieesiieeesieessieesssneeans 65
5.3 DISCUSSAD ...ieuvieiuiieiiitaiite ittt asiaesiteasteesseeabeessaeabaessbe e beessbeesbeeanbe e beeasaeesbeeanbeeateeanteenneennes 71

7. CAPITULO oot 79
7.1 RESULTADOS DAS ALTERAGOES COMPORTAMENTAIS ....ccvieiieiiiesieesieesieesieessneaseesseeanns 79
7.2. RESULTADOS DAS ALTERAGOES OXIDATIVAS CEREBRAIS .....covvieiiiiiiiesiiesieesieeainessenanns 89
7.3, DISCUSSAD ....vviiiuiieeiiie ettt e ettt e et e st e e st e et e e et e e et e e abe e e anbe e e anbeeeanbeeesnteeesnteeesnaeeennneeans 98

8. CAPITULO HI oot 104
8.1. RESULTADOS DA AVALIAGCAO DE AKT-FOSFORILADA/TOTAL ....vveiieivreiiresieesieesineens 104
8.2.  RESULTADOS DA AVALIACAO DA EXPRESSAO PROTEICA DO RECEPTOR GPR30........ 105
8.3. RESULTADOS DA AVALIAGAO DA EXPRESSAO PROTEICA DE NR2B FOSFORILADO/

L0 1 7Y PRSP 106
8.4. RESULTADOS DA AVALIAGCAO DA EXPRESSAO PROTEICA DE PARVALBUMINA ........... 107
8.5.  RESULTADOS DA AVALIAGCAO DA EXPRESSAO DO RECEPTOR A7-NACHR..........cu.. 108
8.6. RESULTADO DA AVALIACAO DO PESO DO HIPOCAMPO ......cceeiivieeiieeesieessineessneeennneas 109
ST A I T U 111V 1S 110

Q. CONSIDERAGOES FINAIS .......oviiveteeeeeetee et sses st s s tenes e 115

10.  CONCLUSAD........cooieieeeeeeeeeeeeee e na s 117

11.  LIMITACOES DO ESTUDO......c.ooiiiieeeeieeeeeeseeseee e eees st 118

12, REFERENCIAS ...ttt ettt 119

APENDICE A - ARTIGO REFERENTE AO CAPITULO | PUBLICADO EM

REVISTA DE IMPACTO Bl ettt 143

APENDICE B - APROVACAO DO TRABALHO PELO COMITE DE ETICAE
PESQUISA ANIMAL (CEPA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA............ 144



17

1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais da esquizofrenia

Esquizofrenia é um transtorno mental grave e cronico que acomete mais de 21 milhGes
de pessoas ao redor do mundo afetando o modo de pensar, sentir e se comportar (NATIONAL
INSTITUTE OF MENTAL HEALTH, 2016). Quando comparadas com a populacdo em geral,
pessoas com esquizofrenia tém duas a 2,5 mais chances de morrer, geralmente por doencas
cardiovasculares, metabdlicas e infecciosas (WHO | Schizophrenia, 2016), além de terem de 11
a 20 anos de vida a menos que a populacdo normal (LAURSEN et al., 2013). O inicio precoce
e a tendéncia a cronicidade da esquizofrenia fazem com que ela seja uma desordem de
prevaléncia relativamente alta (AYANO, 2016).

A sintomatologia é agrupada em sintomas positivos, negativos e cognitivos. Os sintomas
positivos ou psicoticos sdo assim chamados pois sdo aditivos a funcdo normal e saudavel e
incluem alucinacdes visuais e auditivas, delirios, paranoia e pensamentos incoerentes. Os
sintomas negativos caracterizam-se pela auséncia de comportamentos sociais, anedonia, alogia
e avolicdo. Finalmente, os sintomas cognitivos da esquizofrenia envolvem distdrbios em
funcBes executivas, como déficits na memoria de trabalho e incapacidade de manter a atengédo
(MEYER; FELDON, 2010; TANDON et al., 2013). A remissao dos sintomas psicoticos pode
ser alcancada pela maioria dos pacientes esquizofrénicos. No entanto, o prejuizo social e
profissional geralmente permanece (HARVEY, 2014; KAHN; KEEFE, 2013). Isto porque,
embora haja uma pequena melhora dos sintomas negativos e cognitivos em pacientes adultos,
déficits graves nesses quesitos sdo dificeis de superar (LEPAGE; BODNAR; BOWIE, 2014;
MUELLER; SCHMIDT; RODER, 2015).

O diagndstico da esquizofrenia é feito utilizando os critérios estabelecidos no Manual
Diagnostico e Estatistico de Disturbios Mentais (DSM-5). Os critérios de "checklist" do DSM-
5 requerem apenas dois ou mais sintomas entre: pensamentos desordenados manifestados por
comportamento e fala desorganizados, reducdes proeminentes na expressdo da emocao e
diminuicdo das atividades Uteis auto-motivadas (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013).

Frequentemente o inicio do pico deste disturbio coincide com a idade de
desenvolvimento da maturidade, em torno de 22 anos, com as mulheres apresentando uma idade
média de inicio mais tardia e um segundo pico entre 55 e 64 anos (PEDERSEN et al., 2014;

VAN DER WERF et al., 2014). A esquizofrenia precoce, definida como ocorrendo antes dos
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18 anos de idade, e a esquizofrenia infantil, antes dos 13 anos, compartilham os mesmos
sintomas de diagnostico com a esquizofrenia de inicio adulto, mas seus progndésticos e
comorbidades diferem. Ainda ndo estd claro por que o transtorno de inicio precoce
frequentemente tem sintomas mais severos (DRIVER; GOGTAY; RAPOPORT, 2013).

Dessa forma, a psicose evidente (sintomas positivos) ndo € o comeco, nem a
caracteristica central da esquizofrenia e, consequentemente, ndo deve ser o alvo principal para
intervengdo precoce e prevencdo (SOMMER et al., 2016). Percebeu-se, entdo, que, para
promover uma melhoria na terapéutica da esquizofrenia, deve-se impedir o desenvolvimento
de graves perturbacfes sociais e cognitivas antes que estas estejam fortemente estabelecidas
(LEPAGE; BODNAR; BOWIE, 2014; MUELLER; SCHMIDT; RODER, 2015).

1.2. Fisiopatologia

Os avangos na compreensao da fisiopatologia da esquizofrenia obtidos nos Gltimos anos
nos permitem definir sistematicamente potenciais alvos terapéuticos e utilizar biomarcadores
mais acionaveis. Além disso, a relagdo entre descobertas neurobioldgicas e sintomas clinicos
da esquizofrenia pode levar ao desenvolvimento de novos tratamentos visando diferentes fases
da doenca. Yang e Tsai, (2017) propdem que novos alvos de tratamento para a esquizofrenia
estdo relacionados as seguintes hipoteses e estratégias observadas na Tabela 1.

Hipotese Alvo Estratégia
Melhorar a aderéncia ao
medicamento.

Agonista de NMDA-R, AMPA-R ou Melhorar sintomas negativos e

Dopamina  Estabilizadores dopaminérgicos

Glutamato

receptores metabotrépicos cognitivos.
Agonistas 5-HT1A, inibidores da
. recaptacao 5-HT, agonistas e Melhorar sintomas negativos e
Serotonina

antagonistas 5-HT2C e antagonistas  cognitivos.
de 5-HT3, 5-HT6 e 5HT7

GABA Agonistas seletivos GABA-A

Melhorar o tratamento dos
sintomas psicoticos.

- Agonista de o7 nicotinico Melhorar sintomas cognitivos.
Acetilcolina . - . -
Agonista de M1 muscarinico Melhorar sintomas positivos.
Inflamagdo ~ Citocinas Melhorar sintomas psicoticos

no inicio da doenca.
Tabela 1: Alvos de tratamento e sintomas da esquizofrenia (YANG; TSAI, 2017).

1.2.1. Hipdtese dopaminérgica
A hipotese dopaminérgica da esquizofrenia foi proposta na década de 60 quando o

primeiro antipsicotico, clorpromazina, tratou com sucesso 0s sintomas positivos de pacientes
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esquizofrénicos (KIM; NA, 2017). A hipétese da hiperatividade dopaminérgica baseia-se em
evidéncias de que neurolépticos que antagonizam receptores de dopamina (DA) do tipo D2, 0s
quais sdo pertencentes a classe dos receptores acoplados a proteina G, sdo eficazes no
tratamento de sintomas positivos (CARLSSON; LINDQVIST, 1963). Além disso, drogas que
aumentam a atividade da dopamina, como anfetaminas, pioram 0s sintomas positivos da
esquizofrenia (ANGRIST; KAMMEN, 1984).

As quatro principais vias dopaminérgicas sdo: (a) A via nigroestriatal, com o0s corpos
celulares na substancia negra pars compacta (SNc) e os terminais dopaminérgicos no estriado
dorsal; (b) A via mesolimbica, com fibras que se projetam da area tegmentar ventral (ATV)
para o estriado ventral, o que inclui o nicleo accumbens, o ndcleo caudado e estruturas do
sistema limbico como o hipocampo e a amigdala; (c) a via mesocortical que tem projecoes da
ATV para o cortex pré-frontal; e finalmente, (d) a via tuberoinfundibular, cujas fibras nervosas
se projetam do hipotalamo para a hipéfise anterior (STAHL, 2013).

Sabe-se que as vias nigroestriatal e tuberoinfundibular na esquizofrenia estdo associadas
mais especificamente ao surgimento de rea¢des adversas ao uso dos antipsicéticos. O bloqueio
de receptores dopaminérgicos D2 pelos antipsicoticos na via nigroestriatal contribui para o
desenvolvimento de sinais motores de parkinsonismo como a rigidez muscular, acinesia ou
bradicinesia, acatisia e distonia. Na via tuberoinfundibuar, normalmente, esses neur6nios
dopaminérgicos estdo ativos e inibem a liberacdo de prolactina. No pds-parto, no entanto, a
atividade destes neurdnios € diminuida. O bloqueio dessa via causa efeitos colaterais como a
ginecomastia e a galactorréia (ROTH; ROGAN, 2009; STAHL, 2013).

As vias mesolimbica e mesocortical estdo criticamente relacionadas com o
processamento e regulacdo de estimulos emocionais e a flexibilidade comportamental
(KRINGELBACH; BERRIDGE, 2009). No individuo esquizofrénico, a hipoatividade da
transmissdo mesocortical chega tanto ao cortex pré-frontal dorsolateral, provocando, ali, uma
insuficiente estimulacdo de receptores D1, responsavel pelos sintomas negativos e déficit
cognitivo, quanto ao cortex pre-frontal ventromedial, envolvidos nos sintomas negativos e
afetivos associados a esquizofrenia (STAHL, 2013). Enquanto isso, a hiperatividade da
neurotransmissao dopaminérgica mesolimbica promove um aumento do receptor D2,

responsavel pelos sintomas positivos da esquizofrenia (ARICIOGLU et al., 2016).
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Figura 1 As vias dopaminérgicas da esquizofrenia. a) via nigroestriatal. b) via mesolimbica. ¢) via mesocortical.
d) via tuberoinfundibular. ATV: area tegmentar ventral. CPF DL.: cértex pré-frontal dorso-lateral. CPF VM: cOrtex
pré-frontal ventro-medial. Traduzido de Stahl, 2013.

Entretanto, essa hipotese traz restrices que fazem com que esse modelo ndo possa
explicar todo o espectro da esquizofrenia. Primeiramente, apesar de 0 aumento nos niveis de
dopamina estar relacionado a fisiopatologia da esquizofrenia, mais precisamente aos sintomas
positivos, 0s antagonistas dopaminérgicos tém poucos efeitos sobre os sintomas negativos e
cognitivos (GAEBEL, 2011; LONDERO; MASSUDA; GAMA, 2015). Qutra restrigéo,
sugerida por Laruelle et al., 1999, mostra que durante episddios agudos o sistema
dopaminérgico de pacientes permanecia em estado ativado, mas ndo em periodos de remisséo.
Tal fato provavelmente ocorra devido o sistema dopaminérgico de esquizofrénicos ser
hiperresponsivo, porém, como sugere o estudo de Abi-Dargham e Moore, 2003 esta
hiperresponsividade € transitoria ja que nas fases de remissdo dos sintomas psic6ticos o sistema
dopaminérgico se comporta como o dos voluntarios sadios.

Assim, tendo em vista os efeitos limitados dos antipsicoticos no controle dos sintomas
negativos e do prejuizo cognitivo, outros neurotransmissores comegaram a serem investigados
na fisiopatologia da esquizofrenia, como serotonina, noradrenalina, endocanabinodides, GABA

(acido gama—aminobutirico), acetilcolina e glutamato (MARQUE, 2011).
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1.2.2. Hipotese glutamatérgica

Adicionalmente, o sistema glutamatérgico também € apontado como envolvido na
etiologia deste disturbio. Essa teoria postula que uma funcdo diminuida do receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA-R) pode ser um fator de predisposicdo a esquizofrenia (COYLE, 1996). O
que ocorre nas conexdes neuronais que explica esta hipdtese é uma interacdo anatdmica e
funcional entre neurbnios dopaminérgicos, glutamatérgicos e até mesmo gabaérgicos
(Stephen, 2007).

O circuito neuronal glutamatérgico esta envolvido diretamente com o dopaminérgico no
cortex, ou seja, 0 neurocircuito glutamatérgico interage com o dopaminérgico, funcionando
como um ativador deste ultimo. Assim, em condicOes fisiologicas, quanto mais glutamato
interage em receptores NMDA na via mesocortical, mais dopamina € liberada nesta mesma via.
Na esquizofrenia ocorre uma hipofuncdo glutamatérgica nesta via, que promove,
consequentemente, pouca liberacdo de dopamina no cértex, o que resulta em sintomas negativos
e cognitivos (ARARIPE NETO; BRESSAN; BUSATTO FILHO, 2007; DEUTSCH et al.,
1989; STAHL, 2007).

Ja na via mesolimbica, em condices fisioldgicas normais, 0s neurdnios glutamatérgicos
regulam a atividade de interneur6nios gabaérgicos que inibem a liberacdo de dopamina. Dessa
forma, a hipofuncdo de receptores NMDA na via mesolimbica encontrada na esquizofrenia
promove pouca estimulacao dos interneurdnios gabaérgicos, que, desta forma, ndo conseguem
inibir o suficiente a liberacdo de dopamina nesta regido, ou seja, a dopamina interage com
receptores D2 muito mais preponderantemente do que o normal e isto precipita sintomas
positivos (ARARIPE NETO; BRESSAN; BUSATTO FILHO, 2007; STAHL, 2007).

Alguns autores sugerem que a inducdo de sintomas psicéticos na verdade acontece
devido ao aumento da liberacdo de glutamato na fenda sinéptica que ocorre em consequéncia
do antagonismo/hipofuncéo de receptores NMDA. O fato é que a hipofuncdo glutamatérgica
reduz a excitacdo de interneurdnios gabaérgicos inibitdrios, resultando em uma desinibicao dos
neurdnios glutamatérgicos piramidais e consequente aumento de glutamato. Esse excesso de
glutamato ir4 promover a superestimulacdo dos receptores glutamatérgicos ndo-NMDA que
estdo disponiveis, AMPA e cainato, 0 que culmina na ativacdo de processos de carater
neurotoxicos e concentragdes anormais de ions e radicais livres que podem levar a
excitotoxicidade e apoptose neuronal (MARSMAN et al., 2014; MOGHADDAM et al., 1997).

Os receptores NMDA sdo compostos por um conjunto heterométrico de subunidades,

sendo pelo menos a subunidade NR1 obrigatéria combinada com arranjos distintos da
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subunidade NR2 e/ou NR3. O dominio N-terminal extracelular das subunidades NR2 contém
um sitio de ligacdo para o glutamato, o ativador primario do receptor NMDA (GEDDES, 2015).
NR2B é espacialmente predominante no cortex, estriado e hipocampo (WENZEL et al., 1997).
Estudos mostraram que a ativacdo de NMDA contendo a subunidade NR2B desativa vias de
sobrevivéncia celular e modula negativamente a neurogénese, levando a morte neuronal
(HARDINGHAM; FUKUNAGA,; BADING, 2002; HU et al., 2008). Além disso, 0 gene que
codifica a subunidade NR2B, chamado de GRIN2B (do inglés “glutamate receptor, ionotropic,
N-methyl-d-aspartate 2B”’) parece estar particularmente associado a esquizofrenia, mostrando
uma variacdo genética maior em pacientes esquizofrénicos (MIYATAKE; FURUKAWA,;
SUWAKI, 2002).

Por outro lado, em modelos animais, o antagonista NR2B, ro 25-6981, promoveu
comportamentos tipo esquizofrenia, como: hiperlocomocdo, déficit de IPP, aumento do
comportamento de ansiedade e um prejuizo na aprendizagem e na memoria de ratos adultos
(MATHUR et al., 2009). Além disso, fatores ambientais, como 0 estresse neonatal, que tem
mostrado relevancia etioldgica para a esquizofrenia em modelos de animais, promoveu uma
reducao dos niveis de NR2B no hipocampo (ZHAO et al., 2013).

1.2.3. Hipdtese colinérgica

O sistema colinérgico tem sido foco de estudos sobre a fisiopatologia da esquizofrenia,
dada a observacdo clinica de que o tabagismo por nicotina, o qual a maioria dos pacientes com
esquizofrenia fazem uso, tem efeitos pro-cognitivos (YANG; TSAI, 2017), como melhora da
inibicdo pré-pulso (CHEN et al., 2011). Embora varios agentes que visem 0s receptores
colinérgicos estejam atualmente em varios estagios de estudo, os agonistas dos receptores o-7
nicotinicos de receptores M1 muscarinicos sdo os de maior interesse (DENCKER et al., 2012;
DINELEY; PANDYA; YAKEL, 2015).

Receptores colinérgicos nicotinicos (NnAChRs) sdo implicados na fungéo cognitiva e no
processamento sensorial, sendo, portanto, os agonistas de nicotina principalmente relacionados
aos sintomas cognitivos (ROWE et al., 2015). Entre os nAChRs, o subtipo o7 tem se mostrado
um possivel alvo terapéutico para esquizofrenia, desde que estudos pré-clinicos, genéticos e de
post-mortem demonstraram niveis alterados e fung¢des associadas com essa doenca (MARTIN;
KEM; FREEDMAN, 2004). Agonistas seletivos do receptor a7 nicotinico (a7-nAChR), como
0 3-(2,4-dimetoxibenzilideno)anabaseina (DMXB-A), tém se mostrado candidatos potenciais

para o tratamento de sintomas negativos e prejuizo cognitivo na esquizofrenia (MIYAMOTO
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etal., 2012). Um ensaio de fase Il com a DMXB mostrou uma melhora significante na cognicéo
(FREEDMAN et al., 2008).

Existe um corpo de evidéncias anatdmicas e farmacoldgicas demonstrando o potencial
de modulacdo de neurbnios dopaminérgicos e glutamatérgicos por receptores colinérgicos
muscarinicos (BYMASTER et al., 1999). Além disso, as drogas que realcam a funcdo do
receptor muscarinico seriam esperadas a conduzir a ativacao da funcéo inibitoria interneuronal
gabaérgica (STONE; PILOWSKY, 2007).

1.2.4. Hipotese neuroinflamatoria

Em 1982, Stevens introduziu a ideia da hipotese neuroinflamatoria ao mostrar a
presenca de marcadores inflamatérios no liquido cefalorraquidiano de pacientes
esquizofrénicos e correlacionar esses achados com a neuropatologia desta desordem. Desde
entdo, a associacdo entre doencas inflamatorias e esquizofrenia tem sido proposta. Evidéncias
sugerem que determinadas doencas auto imunes e a esquizofrenia compartilham algumas
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e genéticas (BENROS et al., 2011; BREY et al., 2002).
Mais recentemente, os Estudos de Associagdo do Genoma Inteiro (GWAS, do inglés, Genome
Wide Association Studies) reforcaram essas descobertas indicando uma forte relacdo entre
genes que regulam a resposta imune e a esquizofrenia (CORVIN; MORRIS, 2014).

Estudos de perfil molecular sugerem que moléculas relacionadas ao estresse oxidativo
e imunorregulacéo estdo alteradas em certas regides cerebrais na esquizofrenia. Tais pesquisas
mostram que ha uma expressao alterada de marcadores relacionados ao sistema imune no cortex
pré-frontal (FILLMAN et al., 2013) e temporal (WU et al., 2012) bem como no hipocampo
(HWANG et al., 2013) de pacientes com esquizofrenia. Estudos evidenciaram um aumento de
IL-1, IL-6 e TGF-B1 em pacientes esquizofrénicos tanto no periodo do primeiro episodio
psicético quanto na fase aguda, e normalizagdo subsequente pelo tratamento com antipsicéticos
(MILLER etal., 2011). Esses efeitos anti-inflamatérios dos antipsicéticos sobre os marcadores
periféricos sdo acompanhados por uma capacidade de reduzirem a ativagdo microglial no SNC
(MONJI; KATO; KANBA, 2009). Alem disso, as citocinas IL-12, IFN-y, TNF-a e receptor
soltvel de IL-2 estdo aumentadas em pacientes em primeiro surto psicético, ainda néo tratados,
e em pacientes com doenca cronica nos periodos de agravamento sintomético, sendo, portanto
consideradas marcadores de traco da esquizofrenia (MILLER et al., 2011).

O estresse e/ou a infeccdo ativam a resposta inflamatoria resultando na producéo de
citocinas inflamatorias. Estas citocinas podem desencadear a ativagdo da via das quinureninas

através da estimulacdo da enzima indolamina 2,3-dioxigenase (IDO). Assim, o triptofano é
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recrutado para via das quinureninas ao inves de ser metabolizado em serotonina, isso vai
resultar na deplecdo de monoaminas, caracteristica marcante da depressdo. Uma vez que a via
das quinureninas é desencadeada, o &cido quinurénico nos astrécitos e o acido quinolinico na
micrdglia sdo sintetizados (JO et al., 2015). A hiperativacdo microglial, por sua vez, secreta
mais citocinas pré-inflamatorias, como TNFa, IL-1, IL1-6 ¢ IFNy (MEYER; SCHWARZ;
MULLER, 2011) . O 4cido quinolinico contribui para a ativacdo do receptor NMDA e inibe a
recaptacdo de glutamato, resultando em glutamato extracelular excessivo, o que leva a
peroxidacdo lipidica, excitotoxicidade, neurodegeneracdo e depressdo. O acido quinurénico,
por sua vez, promove o bloqueio do receptor colinérgico a7-nicotinico e reduz a liberagdo de

glutamato e dopamina, contribuindo, portanto para a esquizofrenia (NAJJAR et al., 2013).

Estresse e/ou

" infecgdo
0 i
1
1
v
Serotonina Triptofano =
« Inflamacdo
Via serotonérgica
ativacio de IDO : 1‘ A
@ <------cmcmmeceeecoa- 4 <
Depressao l
l Via das Quinureninas
|
I P
Microéglia pr -\
_ s = :;' = &
) QOQ 4cido
= 09 \ quinelinico™ .
& = . ) o Y
A ) == ‘ ' * | Microglia
Inibe a recaptagio de glutamato | Astrécito
2) (] - Virus
'. Glutamato ' 4 Citocinas A
o oM excesso Serotonina
) ® o Agonista NMDA Triptofano
Antago.msta NMDA ° Peroxidacio lipidica IDO )
Bloqueio de a7-nAChR Excitotoxicidade KMO >
l Dopamina KATs =
i Glutamato o
Acido quinurénico @
Acido quinolinico ©
i Estimulagao -——
Inibicao

Fig.2: Ativacdo da via das quinureninas por estresse e/ou infeccdo. Modificado de Jo et al., 2015.

Além dos marcadores cerebrais, a presenca de marcadores periféricos também suportam
a hipétese neuroinflamatdria da esquizofrenia, ja que diversos estudos sugerem que as
alteracdes imunoldgicas no sistema nervoso central (SNC) podem originar-se da ativagédo

imunoldgica periférica (KIRCH et al., 1985, 1992). Desde que o aumento da permeabilidade
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da barreira hematoencefélica foi descrito na esquizofrenia, € plausivel que os mediadores pro e
anti-inflamatorios possam entrar no cérebro a partir da periferia ou possam escapar dele para a
circulacdo sistémica em certos cenarios neuropatologicos (URANOVA et al., 2010). Assim, as
citocinas periféricas podem desregular a funcéo cerebral através do eixo hipotalamo - hipofise
- adrenal (HPA), promovendo mudangas de humor, comportamento e cognicdo (WATANABE;
SOMEYA; NAWA, 2010).

Contudo, a utilidade dos marcadores imunologicos para o diagnostico e progndstico da
esquizofrenia ainda ndo foi estabelecida (TOMASIK et al., 2016). Isto porque o sistema
imunoldgico é dindmico e sensivel as mudangas, e, além disso, existem fatores como:
predisposicdo genética, fatores de risco ambiental, fases da doenca e efeitos colaterais da
medicacgdo antipsicotica que interferem nessa questdo (TOMASIK et al., 2016).

Até o momento, o exato mecanismo pelo qual mudancas imunes conduzem a
esquizofrenia permanece incerto (KELLER et al., 2013). Uma hip6tese descreve que células
microgliais ativadas no SNC liberam citocinas pro-inflamatérias que levam a alteracGes neurais
(neurogénese e degradacéo) que contribuem para o patofisiologia da esquizofrenia (MONJI,
KATO; KANBA, 2009). Outra teoria postula que polimorfismos em genes que suportam a
funcdo imunoldgica influenciam o sistema microvascular do cérebro em relacdo a estimulos
ambientais ou pré-natais (ANDERSON; MAES, 2013; HANNINEN et al., 2007; HANSON;
GOTTESMAN, 2005). Por ultimo, foi proposto um desequilibrio na resposta imune celular de
Th1 e Th2 com uma resposta dominante para Th2 em pessoas com esquizofrenia (SCHWARZ
etal., 2001).

1.2.5. Hipdtese neurodesenvolvimental

A hipétese neurodesenvolvimental da esquizofrenia vem ganhando destaque. Ela
propBe que, embora a fase mais grave da doenca geralmente ocorra no periodo da adolescéncia
e inicio da fase adulta, suas raizes encontram-se nas fases precedentes do desenvolvimento do
cérebro (MEYER; MACCABE, 2016).

Esta hipotese estabelece que os genes relevantes envolvidos no desenvolvimento do
cérebro sdo suscetiveis as interacdes gene-ambiente, principalmente durante o segundo
trimestre da gestacdo, o que leva a interrupcéo de trajetdrias do desenvolvimento cerebral, a
desorganizacdo do sistema limbico e a desequilibrios neuroquimicos, por exemplo,
dopaminérgicos (WEINBERGER, 1995). Assim, diversos insultos que ocorrem durante as

fases iniciais de neurodesenvolvimento podem prejudicar a maturacdo cerebral tardia pos-natal
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através da ativagdo de circuitos neurais patolégicos durante a adolescéncia ou idade adulta
jovem, acarretando um aumento da vulnerabilidade a esquizofrenia (FATEMI; FOLSOM,
2009; NESTLER; HYMAN, 2010).

Estudos com autdpsia e neuroimagem suportam essa hipotese (LIU et al., 2017;
TRZESNIAK et al., 2011). Anomalias na citoarquitetura neuronal sdo observadas no cérebro
de pacientes com esquizofrenia, como a auséncia de proliferacdo glial, sugerindo que os danos
durante o desenvolvimento do cérebro contribuem para a fisiopatologia deste transtorno
particular (SCHNIEDER; DWORK, 2011).

Dessa forma, nas ultimas duas décadas, as pesquisas se direcionaram para a realizacao
de modelos neurodesenvolvimentais de esquizofrenia, que visam identificar processos
etioldgicos em que o cérebro, apds eventos desencadeantes especificos, se desenvolve em um
"cérebro tipo esquizofrenia™ ao longo do tempo (MEYER; FELDON, 2012a). Nesse sentido, 0
desafio imune neonatal, particularmente, gerou avancos substanciais, uma vez que pode imitar
longitudinalmente varios aspectos comportamentais e neurobiol6gicos desse transtorno
(MEYER et al., 2008).

1.2.6. Estresse oxidativo e esquizofrenia

Ultimamente, as pesquisas sobre marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo na
esquizofrenia e outras formas de doenga mental cronica vém crescendo exponencialmente. O
namero de estudos mencionando estresse oxidativo, oxidacao, inflamacgdo, ou inflamatérias
aumentou rapidamente na Ultima década para cerca de 300 artigos em 2015, comparados a
aproximadamente 3 a 4 artigos por ano antes de 1990 (SAWA; SEDLAK, 2016).

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) ocorrem quando hd um desequilibrio na
producdo de energia dos organismos eucariotos via mitocondria, cujos processos incluem a
fosforilacdo oxidativa/sintese de ATP, oxidacdo de acidos graxos e aminoacidos e o Ciclo de
Krebs. Esse desequilibrio no metabolismo promove a geracdo de subprodutos téxicos como
superdxido (O2") e radicais de hidroxila que sdo propensos a causar danos no DNA, enzimas,
proteinas, entre outros componentes celulares (KOGA; SERRITELLA; SEDLAK, 2016).

O estresse oxidativo ocorre, portanto, quando ha um desequilibrio entre a manifestacao
sistémica de EROs e a capacidade do organismo para elimina-las (WATKINS; ANDREWS,
2016). Quando desreguladas, as enzimas capazes de eliminar as EROs, entre elas: catalase,
superdxido dismutase (SOD), tiorredoxina, e outras enzimas que utilizem a glutationa como co-

fator, acabam favorecendo ao aumento de doencgas em que o estresse oxidativo e a inflamacéo
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ocorrem, incluindo as doencgas neurodegenerativas (KOGA; SERRITELLA; SEDLAK, 2016).
Isto ocorre porque o processo inflamatorio e o estresse oxidativo estdo intensamente
interligados, ja que para acabar com as doencas infecciosas o sistema imunolégico produz
quantidades letais de EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERN) (QUINN; AMMONS;
DELEO, 2006). Além disso, moléculas oxidativas ativam muitos mediadores inflamatérios
(STEULLET etal., 2016).

Existem multiplas linhas de pesquisa evidenciando o aumento do estresse oxidativo em
pessoas com esquizofrenia, seja atraves da mensuracdo de compostos oxidantes e antioxidantes
(glutationa, SOD, catalase), de moléculas relacionadas ao estresse oxidativo, de produtos da
oxidacdo (malonaldeido, mensurado pelas substancias reativas ao 4acido tiobarbitdrico
(TBARYS)) ou através de estudos pré-clinicos e clinicos com antipsicoticos e outras drogas (AL-
ASMARI; KHAN, 2014; COUGHLIN et al., 2013; KOGA; SERRITELLA; SEDLAK, 2016).

Um dos fatores que suportam a implicacdo da desregulacdo do sistema redox na
fisiopatologia da esquizofrenia sdo estudos relatando que na esquizofrenia ocorre uma
diminuigdo de compostos antioxidantes e aumento de compostos oxidantes. Estudos post-
mortem usando espectroscopia de ressonancia no cérebro de esquizofrénicos mostrou uma
diminuicdo de glutationa no liquido cefalorraquidiano e no cortex pré-frontal (GAWRY LUK
et al.,, 2011; YAO; LEONARD; REDDY, 2006). Polimorfismos genéticos da glutationa,
incluindo o gene de glutamato-cisteina ligase, também tém sido associados a esquizofrenia
(TOSIC et al., 2006). Por outro lado, ha um efeito benéfico de drogas precursoras da glutationa
como a N-Acetilcisteina (NAC) em pacientes esquizofrénicos (BERK et al., 2008a; CARMELI
etal., 2012; LAVOIE et al., 2008).

A glutationa é o principal antioxidante celular e é sintetizada e metabolizada através do
ciclo gama-glutamil (Fig. 3) (MEISTER; ANDERSON, 1983). A reacdo de cisteina com
glutamato catalisada pela enzima y-glutamilcisteina ligase (GCL) forma o dipeptideo v-
Glumilcisteina, o qual se combina com a glicina numa reacdo catalisada pela glutationa
sintetase (GS) para a geracdo do tripeptideo tiol y-Glutamato-cisteina-glicina, comumente
conhecido como glutationa ou GSH. Nota-se que GSH regula sua prépria sintese através da
inibicdo de GCL por feedback negativo, o que significa que, nenhum GSH adicional é

sintetizado quando sua concentracdo de tecido é normal (SHUNGU, 2012).
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Fesdback negatvo

Fig. 3. Sintese de Glutationa. Traduzido de Shungu (2012).

Nas células, a glutationa pode encontrar-se em uma conformagdo monomérica, também
chamada de glutationa reduzida (GSH), na forma dimérica, também denominada de glutationa
oxidada e ainda sob a forma de glutationa conjugada. A glutationa encontrada
predominantemente nos tecidos saudaveis é a forma reduzida (RODRIGUES NETO, 2010),
capaz de remover metabdlitos reativos através da sua conjugacdo com os mesmos (MEISTER,
1974).

No entanto, a glutationa reduzida apresenta dificuldade em atravessar a maioria das
membranas celulares, inclusive a barreira hematoencefalica, por isso, a suplementacdo direta
com GSH ndo provoca aumento suficiente nos seus niveis corticais ou intracelulares
(ZEEVALK; RAZMPOUR; BERNARD, 2008). Ja a cisteina, em contrapartida, é capaz de
atravessar tanto a barreira hematoencefalica quanto a maioria das membranas celulares (BERK
et al., 2008a, 2008b).

1.3.Sinalizagdes celulares na esquizofrenia
Os mecanismos moleculares precisos subjacentes a esquizofrenia ainda ndo sdo
totalmente conhecidos. Evidéncias crescentes mostram que a esquizofrenia é uma desordem
poligénica resultante de uma interacdo entre fatores genéticos e ambientais (TSUANG, 2000).
H& também evidéncias de que as vias de sinaliza¢do intracelulares desempenham um papel
importante na patogénese da esquizofrenia (COYLE; DUMAN, 2003).
A via de sinalizacdo da Akt esta intimamente relacionada com o desenvolvimento e
funcdo do SNC (BEAULIEU; GAINETDINOV; CARON, 2007). Akt, também conhecida
como proteina quinase B (PKB), é um serina/treonina proteina quinase descoberta em 1991
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(BELLACOSA et al., 1991) que esta envolvida em diversos processos celulares, como sintese
proteica, metabolismo de glicose, proliferagéo celular, sobrevivéncia celular, migragéo de
células e plasticidade neural (ZHENG et al., 2012).

Estudos com amostras cerebrais post-mortem de pacientes com esquizofrenia, com
modelos animais e andlises genéticas revelaram distdrbios nas vias da sinalizacdo da Akt na
esquizofrenia, levando a hipotese de que as alteracBes de sinalizagdo de Akt podem ser
importantes no patogénese da esquizofrenia (BEAULIEU; GAINETDINOV; CARON, 2007).
Sabe-se que a baixa expressdo de Akt tem sido relacionada com neurodegeneracao, enquanto a
ativagdo de Akt protege contra a morte neuronal (LEE et al., 2006). A regulacéo da fosforilagéo,
ou seja, da ativacdo da Akt é realizada por fosfoinositideo 3-quinase, conhecida como PI3K.
Uma vez fosforilada a Akt, por sua vez, fosforila GSK3, causando a sua inibicdo (BEAULIEU
et al., 2011). Dessa forma, em contraste com a Akt, GSK-3 é constitutivamente ativa,
necessitando de fosforilagdo por quinases, como Akt para inativd-lo (FREYBERG;
FERRANDO; JAVITCH, 2010).

Além da inativacdo de GSK-3 a Akt ativada fosforila diversos substratos que
eventualmente promovem multiplas respostas biologicas. Esses substratos incluem: promotor
de morte associado a Bcl-2 (Bad), 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), mTOR, NF-kB e
CREB (LOPICCOLDO et al., 2008). Como mostra a Figura 4, as drogas antidepressivas ativam
a via da Akt através da sua acdo em receptores serotonérgicos e por facilitar a atividade de
BDNF. Os antipsicoéticos atipicos sdo antagonistas dos receptores de serotonina (5HT2A) e de
dopamina (D2). A ativacdo desses receptores de monoaminas provoca a ativacdo ou inibicao
de Akt, PKC (proteina quinase C) ou Erk (quinase regulada por sinal extracelular) através de
diferentes vias de sinalizagdo. Estas cascatas de sinalizacdo regulam direta ou indiretamente a
expressao génica e a neuroplasticidade que tém impacto na regulacdo do humor (LI; FRYE;
SHELTON, 2012).
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Fig. 4: Vias de sinalizagdo da Akt (LI; FRYE; SHELTON, 2012).

Evidéncias acumuladas de estudos farmacoldgicos estdo mudando o foco da
fisiopatologia da esquizofrenia da dopamina para glutamato e GABA (SADOCK, 2016).
Modelos animais baseados na administragdo aguda e cronica de antagonistas dos receptores
NMDA tém mostrado uma diminui¢do na expressao de parvalbumina (PV), uma proteina de
ligacdo ao célcio expressa em uma subclasse de interneurdnios gabaérgicos (ABDUL-MONIM;
NEILL; REYNOLDS, 2007). Os interneurénios gabaérgicos PV-positivos sdo neurdnios
gabaérgicos que formam sinapses inibitorias com o corpo celular ou 0 segmento inicial do
axonio de neurénios glutamatérgicos piramidais, constituindo uma rede celular capaz de
sincronizar o estado excitatorio de grande nimero de neurdnios piramidais (BARTOS; VIDA,;
JONAS, 2007).

Na formacdo hipocampal, a PV esta localizada em uma populacdo de células que
formam um grupo heterogénico de neurdnios ndo piramidais, particularmente uma populagéo
de interneur6nios inibitérios com alta taxa de disparo e elevado metabolismo oxidativo
(HEIZMANN, 1993). O papel da PV nessas células & manter as concentragdes intracelulares

de célcio em equilibrio, evitando assim a neurotoxicidade produzida pelo excesso de ions célcio



31

(BAIMBRIDGE; CELIO; ROGERS, 1992). Desta forma, uma redugdo na expresséo cerebral
de PV poderia resultar em maior susceptibilidade a doencas neuroldgicas. De fato, niveis
reduzidos de PV tém sido verificados em transtornos neuropsiquiatricos como a epilepsia,
esquizofrenia e transtorno bipolar (PANTAZOPOULOQOS et al., 2007).

1.4. A importancia do prédromo na esquizofrenia

Cada vez mais os estudos tém evidenciado que o curso da esquizofrenia nem sempre
apresentard um progndstico pobre e um dano no funcionamento social e ocupacional inevitavel,
pois 0 andamento deste distdrbio ndo é fixo, mas sim multavel. A avaliacdo dos fatores de risco
tem mostrado que muitos destes podem ser reversiveis, sendo a avaliacdo, portanto, considerada
como parte do tratamento para limitar os prejuizos (MCGORRY; GOLDSTONE, 2011).

Desde entdo ha um interesse especifico na intervencdo precoce, pois evidéncias
sucessivas apontam que o prognéstico da doenca pode melhorar significativamente quando
diagnosticada e tratada previamente (YUNG et al., 2008). Em funcéo disso, nos ultimos 20 anos
as pesquisas relacionadas a esquizofrenia focaram-se no periodo diretamente anterior o
primeiro episddio psicotico (PEP), quando se manifestam as caracteristicas psicoticas
subclinicas (SOMMER et al., 2016), ou seja, no prédromo. Os principais sinais prodrémicos
sdo: ansiedade, humor deprimido, isolamento social e alterac6es do sono, e ocorrem naqueles
pacientes que desenvolverdo quadros psicéticos (MOCHCOVITCH, 2015). Nesse periodo, 0s
pacientes estdo em estado mental de "risco ultraelevado™ (do inglés, “ultra high-risk™), e
apresentam sintomas psicéticos com intensidade, frequéncia ou duracdo insuficientes para
receberem o diagndstico de uma psicose (SOUZA et al., 2013).

De acordo com Yung et al., (2008) os critérios de identificacdo de pacientes com risco
ultraelevado, ou seja, que estejam com risco imediato de sofrerem o PEP, sdo: sintomas
psicoticos positivos subliminares/ atenuados; sintomas psicoticos autolimitados, curtos e com
resolucdo espontanea e histdria familiar de transtorno psicotico em parentes de primeiro grau.
Embora os sintomas negativos ndo estejam entre os critérios propostos, estudos com pacientes
em risco ultraelevado observaram déficits substanciais em dominios cognitivos e pouca
interacdo social em jovens com sintomas psicoticos atenuados (ADDINGTON; HEINSSEN,
2012; BORA et al., 2014). Entretanto, o maior desafio ainda é a identificacdo do prodromo, por
isso critérios especificos sdo necessarios para excluir os casos falso-positivos e, assim, evitar
tanto o estigma associado com o diagndéstico deste disturbio quanto o tratamento desnecessario
(MCGORRY; GOLDSTONE, 2011).



32

Um estudo com duracdo de um ano com 49 pacientes em risco ultraelevado para o
desenvolvimento da esquizofrenia mostrou que a taxa de transi¢do para o desenvolvimento de
psicose completa foi de 40,8% (YUNG et al., 2003), seguido por 35% em um estudo de dois
anos com 291 pacientes em prodromo (CANNON et al., 2008), e de 16% em um estudo com
duracgéo de 2 anos e 292 pacientes (YUNG et al., 2008). A razédo para essa reducdo da transigcéo
do estagio do prodromo para psicose pode ser devido a deteccdo precoce e, portanto, uma
intervencdo mais efetiva ou ao grande numero de pacientes em risco ultraelevado falso-
positivos (YUNG et al., 2007).

Na realidade, o sucesso na identificacdo dos pacientes em risco ultraelevado tem
facilitado o avanco nas pesquisas associadas a biologia do inicio da psicose, incluindo variaveis
neurobioldgicas, neurocognitivas e psicopatologicas. Além disso, tem promovido a
implementacdo de intervencdes especificas que sejam capazes de melhorar, atrasar ou prevenir
0 inicio da psicose nessa populagdo, objetivando o tratamento do prejuizo sintomatico e
funcional (MCGORRY; GOLDSTONE, 2011).

1.5. Modelo animal de “dois desafios”

A exposicdo a infeccdo no periodo neonatal e o trauma psicoldgico ocorrido na
puberdade configuram dois fatores de risco ambientais implicados na etiologia de distdrbios
neuropsiquiatricos, como esquizofrenia (BROWN, 2011), autismo (ATLADOTTIR et al.,
2012) e transtorno bipolar (PARBOOSING et al., 2013). Entretanto, ainda encontram-se
ausentes as evidéncias epidemioldgicas que mostrem o impacto cumulativos desses desafios
ambientais na vulnerabilidade as desordens psiquiatricas cronicas (GIOVANOLI; WEBER,;
MEYER, 2014). Assim, modelos pré-clinicos tém mostrado as consequéncias de exposi¢des
combinadas de ativagdo imune pré-natal e estresse na puberdade, o chamado modelo de “dois-
desafios” (GIOVANOLI et al., 2013).

infecgao / estresse social, isolamento,
ativagao imune drogas de abuso, etc.
fase pré/perinatal infincia precoce  puberdade adolescéncia inicio da vida adulta sintomas
genes

Figura 5: Modelo de “dois-desafios”. O primeiro desafio (composto de fatores genéticos e ambientais) torna o
individuo mais suscetivel ao segundo desafio, alterando o desenvolvimento do cérebro. O segundo desafio (fator
ambiental) leva ao inicio real da desordem. Imagem obtida e modificada a partir de Jiang et al., 2013.
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O modelo de dois desafios proposto por Keshavan e Hogarty (1999) trabalha a hipotese
neurodesenvolvimental, na qual o prejuizo no desenvolvimento durante dois periodos criticos
combinados (fase de desenvolvimento precoce cerebral e a adolescéncia) levam a sintomas
associados com a esquizofrenia. De acordo com este modelo, o primeiro “desafio” seriam 0s
insultos no desenvolvimento precoce, que podem levar a disfuncéo de redes neurais especificas
que representam sinais e sintomas pré-mérbidos observados em individuos que mais tarde
desenvolveriam esquizofrenia.

O segundo “desafio” ocorre na adolescéncia, quando a eliminac¢do excessiva de sinapses
e perda de plasticidade pode explicar o surgimento dos sintomas (KESHAVAN, 1999). A
vulnerabilidade do periodo da adolescéncia ocorre devido aos processos neuromaturacionais
gue ocorrem nesta fase, como o aumento da atividade do eixo HPA, assim como um declinio
normativo no volume de matéria cinzenta cortical, que desempenham um papel importante na
expressao clinica da esquizofrenia (FEINBERG, 1982). Por isso, a exposi¢cdo a eventos
traumaticos durante a adolescéncia parece aumentar o risco de psicose (MAYNARD et al.,
2001).

O modelo animal de dois desafios utiliza a injecdo de padrées moleculares associados
a patdgenos ou PMAPs (do inglés “Pathogen-associated molecular pattern” ou “PAMPs”),
como a particula viral mimética polyinosinic:polycytidylic acid (Poly (I:C)), administrada
durante o periodo inicial de desenvolvimento animal para mimetizar a infeccdo pré-natal
(GIOVANOLLI et al., 2013), ou o chamado primeiro desafio. O uso da poly(l:C), um analogo
sintético do RNA viral de cadeia dupla, tem gerado um grande impacto sobre o0s pesquisadores
que se concentram na base neurodegenerativa e neuroimunolégica de disturbios cerebrais
humanos complexos, como a esquizofrenia (MEYER; FELDON, 2012b). Poly(l:C) leva a
ativacdo de citocinas pré-inflamatorias através da ativacdo de receptores Toll-like 3, imitando
a resposta de fase aguda de uma infeccéo viral (MACEDO et al., 2012; WANG et al., 2004).
Estudo prévio mostrou alteracdes comportamentais e pré-inflamatdrias relacionadas aos
sintomas do tipo esquizofrenia em ratos adultos submetidos ao desafio imune viral por poly(I:C)
guando administrada do 5° ao 7° dia p6s-natal (RIBEIRO et al., 2013).

Entre gémeos monozigoticos a taxa de concordancia da esquizofrenia é de
aproximadamente 50%, o que indica que apesar de ambos compartilharem 100% do genoma,
hd uma chance de 50% de um irmdo ser saudavel e o outro ser afetado (CARDNO;
GOTTESMAN, 2000). Isso também significa que deve haver outros fatores ambientais que
aumentam significativamente a predisposicdo de anomalias comportamentais e doencas

mentais (Fig. 6) (EHRENREICH, 2017). Um desses fatores de risco implicados nas doengas
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mentais € a lesdo cerebral traumética. Esta hipotese foi confirmada por um estudo dinamarqués
com 113.906 individuos que tinham sofrido um trauma neuroldgico. De fato, lesdo cerebral
entre 11 e 15 anos de idade é um forte preditor para o subsequente desenvolvimento de

esquizofrenia, depressdo e transtorno bipolar (ORLOVSKA et al., 2014).
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Fig. 6: Fatores de risco ambientais e desordens mentais (EHRENREICH, 2017)..

1.6. Tratamento farmacoldgico da esquizofrenia
Antes de 1950 ndo havia drogas para o tratamento da esquizofrenia. Desta forma, a
terapia utilizada era feita por choque elétrico, terapia do coma insulinico e leucotomia pré-
frontal (SWAYZE, 1995). A descoberta da clorpromazina no inicio dos anos 1950 e
desenvolvimento da clozapina no final dos anos 1960 representaram dois grandes marcos no
farmacoterapia da esquizofrenia (MIYAMOTO et al., 2008). Os antipsicéticos tipicos, 0s quais



35

incluem fenotiazinas (iniciando com a clorpromazina), as butirofenonas (haloperidol), e as
tioxantinas, sdo bastante efetivos na redugdo dos sintomas positivos (alucinagdes e delirios) em
uma grande proporcao de pacientes, (TANDON; NASRALLAH; KESHAVAN, 2010), embora
20 a 30% dos pacientes ndo mostrem melhora nos sintomas positivos quando utilizam
antipsicoticos (STEEDS; CARHART-HARRIS; STONE, 2015). Em relagdo aos sintomas
negativos e cognitivos da esquizofrenia, considerados os mais debilitantes j& que dificultam a
progressao ocupacional, esses medicamentos tém eficacia reduzida (CHAN, 2017). Um quinto
a um terco dos pacientes diagnosticados com esquizofrenia ndo respondem aos antipsicoticos
prescritos, e sdo considerados resistentes ao tratamento, intolerantes ao tratamento, ou apenas
respondem parcialmente (MIYAMOTO et al., 2012). Para esses pacientes a clozapina tem sido
a droga mais extensivamente estudada ja que ela é o unico antipsicotico aprovado pelo FDA
para pacientes resistentes (CONLEY; KELLY, 2001). A clozapina ndo pode ser utilizada como
um farmaco de primeira escolha devido a restricGes legais que surgem com o alto risco de
indugéo de agranulocitose (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O primeiro indicio da acédo celular das drogas antipsicéticas tipicas surgiu da anéalise
de seus efeitos colaterais. Estes farmacos tém maior afinidade pelos receptores dopaminérgicos
D2. O bloqueio desses receptores no nucleo estriado cerebral determina o surgimento de
sintomas parkinsonianos agudos, os chamados efeitos extrapiramidais que contribuem para o
surgimento de distonias e discinesias tardias, sinais cronicos relacionados ao uso de
antipsicoticos que comprometem a adesdo do paciente ao tratamento.

Os antipsicaticos atipicos foram elaborados para serem mais eficazes no tratamento de
pacientes refratarios e na diminuicdo do comportamento suicida, bem como para evitar 0s
efeitos motores secundarios a curto e longo prazo. Assim, foram desenvolvidos mais
medicamentos da classe dos atipicos, como risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprazidona e
amisulpride (LIEBERMAN, 1996; TANDON; NASRALLAH; KESHAVAN, 2010).

Resultados de estudos em grande escala, comparando a eficacia das drogas tipicas
contra drogas atipicas na esquizofrenia parecem indicar que as drogas de atipicas ndo sao mais
eficazes do que as tipicas e ndo estdo associadas com melhores resultados cognitivos ou sociais
(KEEFE et al., 2007; LIEBERMAN, 2007). No entanto, alguns estudos relatam que 0s
antipsicoticos de segunda geracdo favorecem a adesdo do paciente ao tratamento quando
comparados aos de primeira, uma vez que € menor a incidéncia de sintomas extrapiramidais
(LAHON et al., 2012).
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1.7. N-Acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) é uma droga comumente usada como agente mucolitico e
antidoto de intoxicacdes por paracetamol (DEKHUIJZEN; VAN BEURDEN, 2006). Ela
também é utilizada como protetor renal em nefropatia induzida por contraste (QUINTAVALLE
et al., 2013), como agente preventivo para fibrilacdo atrial (LIU; XU; FAN, 2014) e como
terapia adjuvante na infeccdo por HIV (DE ROSA et al., 2000). Devido a sua atividade como
precursora da cisteina e por ser considerada segura e biodisponivel, a NAC vem sendo cada vez
mais investigada como uma droga potencialmente eficaz na elevacdo de GSH cortical (DEAN;
GIORLANDO; BERK, 2011).

No entanto, o espectro das atividades quimicas e bioquimicas da NAC é amplo e néo
estd totalmente compreendido, pois evidéncias de pesquisas clinicas e médicas ainda sdo
contraditorias (MINARINI et al., 2017). Por exemplo, se utilizada na auséncia ou em excesso
de estresse oxidativo a NAC pode se auto-oxidar e atuar como pro-oxidante (CHAN; RICHES;
WHITE, 2001). Isso pode ocorrer devido ao processo de feedback negativo envolvido na sintese
de GSH, onde sugere-se que o potencial beneficio da NAC ocorra no tratamento de doencas
onde déficits de GSH ja sdo documentados, como a esquizofrenia e outras doencas
neurodegenerativas, pois nesses casos é improvavel que a sintese de GSH seja inibida por
feedback negativo (SHUNGU, 2012). Outra possivel explicacdo para esse efeito pré-oxidante
da NAC é a sua facil interacdo com ferro. Neal e colaboradores (1998) sugerem que o0s ions de
ferro livre liberados na inflamagdo, em contato a NAC levam a formacdo de perdéxido de
hidrogénio, radical hidroxila e radicais sulfidrilas. Segundo Childs e colaboradores (2001) isso
ocorre porque o ferro € um metal de transicdo que tende a sequestrar os sitios ativos de
antioxidantes hidrossolUveis desestabilizando-o0s quimicamente.

Na esquizofrenia, NAC tem sido usada como adjuvante do tratamento convencional,
demonstrando efeito benéfico na reducdo dos sintomas negativos e dos sintomas depressivos
no distarbio bipolar (DEAN; GIORLANDO; BERK, 2011). Estudos sugerem que a NAC tem
uma variedade de outros mecanismos que podem ser determinantes para o tratamento da
esquizofrenia, como a agdo sobre as citocinas inflamatdrias. H& evidéncias de que a NAC foi
capaz de reduzir os niveis de IL1-f e TNF-a em modelo animal de isquemia (CHEN et al.,
2008; KHAN et al., 2004). Beloosesky (2012) evidenciou que o tratamento com NAC em ratas
prenhas desafiadas com LPS preveniu o aumento de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1 e
IL-6, na prole. Esse potencial da NAC em reduzir a neuroinflamagdo pode se dar através da
inibicdo das células inflamatorias do cérebro, como a microglia (MASU et al., 1993). As células

microgliais sdo macrdfagos cerebrais que podem ser ativados por citocinas produzindo, entao,



37

mediadores inflamatorios, induzindo o estresse oxidativo e promovendo a neurotoxicidade
(RAJKOWSKA; MIGUEL-HIDALGO, 2007).

Além da sua atuacdo na inflamacdo, NAC modula 0s neurotransmissores
glutamatérgicos e dopaminergicos (SAMUNI et al., 2013). Isso ocorre pela sua capacidade de
atuar no trocador cistina/glutamato, também chamado de “trocador XCT” ou sistema Xc,
localizado predominantemente nos astrdcitos cerebrais e considerado um elemento chave no
controle de glutamato extracelular (BERK et al., 2013). O trocador cistina/glutamato funciona
transportando a cisteina extracelular, gerada a partir de NAC, para dentro da célula enquanto o
glutamato intracelular € transportado para fora da célula. Este glutamato livre estimula os
receptores glutamatérgicos metabotrdpicos inibidores, mGIluR2/3, em terminais nervosos pré-
sinapticos, que regulam negativamente a liberacdo vesicular de glutamato, inibindo, assim, a
excitotoxicidade (Fig. 7) (DEAN; GIORLANDO; BERK, 2011; MINARINI et al., 2017). A
interacdo reciproca entre dopamina e glutamato no cérebro aumentou o interesse em modelos
de distarbios psiquiatricos. NAC influencia a liberacdo de dopamina em terminais pré-

sinapticos através da regulacdo da neurotransmissdo glutamatérgica (BAKER et al., 2002).

Neurotransmitter Modulation

Yt

L cystine

metabotropic
glutamate receptor

dopamine release

Glial Cell

Fig. 7: Trocador cistina/glutamato (DEAN; GIORLANDO; BERK, 2011)

Estudos indicam que a NAC pode modular processos fisiopatolégicos envolvidos em
condigdes psiquidtricas, incluindo a neurogénese. A NAC é capaz de promover a neurogénese
tanto diretamente, aumentando as proteinas neuroprotetoras, tais como o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), quanto indiretamente, reduzindo a apoptose através do aumento

de proteinas anti-apoptoticas, tais como Bcl-2 (BERK et al., 2013).
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Berk e colaradores (2008b) testaram a seguranca e eficicia da NAC através de um
estudo com 140 pacientes esquizofrénicos que foram submetidos a um tratamento com
2000mg/dia de NAC durante 24 semanas. O estudo mostrou moderados efeitos benéficos. No
ambito pré-clinico, estudos com a NAC mostraram a sua capacidade de reestabelecer o
equilibrio do sistema redox durante as fases iniciais de desenvolvimento, o que pode atenuar 0s
efeitos adversos do estresse na maturacao do cérebro de roedores (POWELL; SEJNOWSKI,
BEHRENS, 2012), além de restaurar fenotipos de déficit cognitivo ou social induzidos pelo
isolamento social precoce (JIANG; COWELL; NAKAZAWA, 2013), ou impedir o
desenvolvimento destes fenotipos induzidos por leséo hipocampal neonatal (CABUNGCAL et
al., 2014).

1.8. Influéncia do género na esquizofrenia

Ultimamente, quando se trata de inicio do surto psicético, severidade dos sintomas e
desfecho da esquizofrenia, tem-se mencionado a diferenga de género sob a hip6tese de que os
hormdnios sexuais também exercem um papel na etiologia e tratamento da esquizofrenia
(GOGOS et al., 2015).

A observacao inicial sobre as diferencas de sexo na esquizofrenia foi que a primeira
hospitalizagdo ocorre em uma idade mais jovem em homens em comparagdo com as mulheres
(HAFNER et al., 1991b). Assim, o inicio do surto psicético ocorre entre 18 e 24 anos nos
homens, enquanto que nas mulheres ocorre cerca de 4 anos mais tarde (ERANTI et al., 2013).
Entretanto, apenas mulheres com esquizofrenia sofrem um segundo pico de surto, geralmente
aos 45 a 50 anos de idade (HAFNER et al., 1993), e o curso da doenga nas mulheres é menos
severo quando comparado com os homens (OCHOA et al., 2012). Outras diferencas de sexo ja
relatadas sdo que as mulheres apresentam menos sintomas graves do tipo negativos, porém mais
sintomas dos tipos positivos e afetivos, além de terem uma resposta mais favoravel ao
tratamento com antipsicotico (BEGEMANN et al., 2012).

A hipdtese estipulada para as diferencas de género citadas € de que os horménios
esteroides gonodais sdo capazes de desempenhar um papel protetor nas mulheres contra o
desenvolvimento da esquizofrenia (COHEN et al., 1999). Dessa forma, os picos de surto
esquizofrénico que ocorrem na mulher pouco depois da puberdade e depois da transicdo da
menopausa podem ser definidos por niveis de estrogénio flutuantes, especificamente estradiol,
que é o hormonio primario do sexo feminino (SEARLES; MAKAREWICZ; DUMAS, 2017).

O estrogeno exerce seus efeitos através de duas classes de receptores distintas: receptores
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nucleares o e B, e receptores acoplados a proteina G, sendo 0 GPR30 o principal desta classe
(KASTENBERGER; LUTSCH; SCHWARZER, 2012). Também chamado de GPER1, o
receptor acoplado a proteina G sensivel ao estrogeno é expresso em multiplas regides do SNC
dos ratos, incluindo cortex pré-frontal (CPF), hipocampo e substancia negra (BRAILOIU et al.,
2007; MARUYAMA et al., 1998).

Entretanto sua localizacdo celular tem sido controversa, pois estudos sugerem que ele
estd expresso na membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi (EVANS
et al., 2016). No entanto, 0 GPR30 também é encontrado na membrana plasmatica das células
do hipocampo e hipotalamo, indicando que a sua ligacdo pode ter efeitos diretos sobre a
transmissdo neuronal nestas regides cerebrais (WATERS et al., 2015).

Os efeitos da ativacdo da via de GPR30 ndo sdo totalmente elucidados, mas evidéncias
sugerem que a modulacéo positiva de adenilato ciclase e consequentemente AMPc é mediado
pela estimulagdo da proteina Gas (EVANS et al., 2016). Por sua vez, a estimulacdo da proteina
Gi/o produz a liberagdo da subunidade Gy que ativa tanto a ERK1/2 como o mTOR, ambos
através de uma complexa via que envolve a trans-ativacdo do receptor do fator de crescimento
epidermal (EGFR) e a ativacdo da via PI3K/Akt (Fig. 8) (FILARDO; THOMAS, 2005).

Fig. 8: Vias de sinalizagdo ativadas pelo GPR30 e por receptores classicos de estrogenos. Estrégeno endégeno sdo
ativadores nao selecionados dos trés receptores de estrogénio conhecidos, ERa, ERB e GPR30. O estrogeno (E2)
ativa os receptores de estrdgeno nucleares (ER) que modulam a funcéo de outras classes de fatores da transcri¢do
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(FT) através das interagdes da proteina-proteina. Estrégeno, tamoxifeno, G-1 e compostos relacionados sdo
permeaveis e conseguem alcangar os receptores de estrogenos localizados intracelularmente. A estimulacéo de
GPR30 ativa proteinas G, que desencadeiam multiplos efeitos, resultando na producgdo de AMP ciclico (CAMP),
mobilizacdo de célcio e ativagdo de metaloproteinases de matriz (MMPs) leva a liberacdo de HB-EGF que pode
transativar receptores de fator de crescimento epidermal (EGFRs). A ativacdo de EGFR provoca multiplos eventos
incluindo ativagdo de MAPKSs e PI3K/AKt, o que resulta na expressdo de fatores de transcri¢do. Figura traduzida
de Prossnitz and Barton, 2011.
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Para transtornos cronicos e incapacitantes como a esquizofrenia, a prevencdo é
particularmente importante (MORGAN et al., 2014). Isto porque had um grande desafio com a
ndo adesdo ao tratamento e com o risco relacionado ao dano iatrogénico dos antipsicéticos
(SCOTT, 2016). Além disso, pacientes que se encontram no estagio prodrémico apresentam
sintomas psicéticos por uma média de até 2 anos antes do inicio do tratamento (SARPAL et al.,
2017). Essa longa duragdo da psicose ndo tratada estd associada a mudangas cerebrais
estruturais, a deficits cognitivos que irdo ocorrer no primeiro episddio de psicose e a um pior
prognostico da doenga (BORA et al., 2017).

Assim, acumulam-se provas sugerindo que a intervencao psicossocial e farmacoldgica
precoce pode ser benéfica para atrasar ou prevenir o aparecimento de psicose (FUSAR-POLI
etal., 2012). No entanto, atualmente, ndo existe um tratamento estabelecido para os sujeitos em
estado mental de "risco ultraelevado™ para a psicose. Particularmente, 0 uso de antipsicoticos
para a prevencao da psicose é controverso e os riscos e beneficios potenciais associados ao seu
uso no prédromo permanecem incertos (MIYAKE et al., 2016).

Tendo em vista a falta de tratamentos eficazes e seguros preconizados para a fase
prodrdmica da esquizofrenia, potenciais agentes neuroprotetores tém sido testados. A NAC tem
se mostrado uma estratégia segura e eficaz para a esquizofrenia cronica (BERK et al., 20083;
BULUT et al., 2009; LAVOIE et al., 2008). O uso da NAC na psiquiatria fornece tanto uma
oportunidade de uma nova terapia preventiva como uma possivel chave para elucidar
marcadores da patofisiologia desta desordem (BERK et al., 2013). No entanto, ndo se sabe ao
certo através de quais mecanismos a NAC esta exercendo seus efeitos (DEAN et al., 2011).

Uma das razdes para o baixo surgimento de potenciais novos antipsicoticos na clinica é
0 poder preditivo ndo confidvel dos modelos animais da esquizofrenia. A capacidade de realizar
investigagBes comportamentais, eletrofisioldgicas e neuroquimicas na auséncia de intervengdes
cirurgicas ou de drogas que confundam, configura uma das principais vantagens do modelo
neurodesenvolvimental sobre os modelos farmacoldgicos ou de lesdo da esquizofrenia (JONES
etal., 2011).

Assim, o modelo de “dois desafios”, considerado um modelo neurodesenvolvimental,
foi utilizado nesse estudo, tendo em vista o0 mesmo ter validade de face (homologia
sintomatica), de constructo (o0 modelo é capaz de replicar a neurobiologia tedrica e a patologia)

e validade preditiva (0 modelo é capaz de mostrar a resposta farmacoldgica esperada, ou a falta
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dela, sob o tratamento com antipsicdticos conhecidos ou com potenciais novas terapias
adjuvantes) (JONES et al., 2011).

Historicamente, o estudo da diferenca de sexo no cérebro e no comportamento ndo tem
sido considerado de grande importancia para a neurociéncia (MCCARTHY; NUGENT; LENZ,
2017). Os mecanismos funcionais que configuram as diferencas sexuais aparentes na
sintomatologia, idade de inicio e resposta ao tratamento permanecem incertos em estudos
humanos (HILL, 2016). Por isso, faz-se necessario o estudo com modelos animais que fornecam
embasamento para estas questdes fundamentais sobre a fisiopatologia da esquizofrenia. Vale
destacar que, até 0 momento, ndo ha estudos abordando a influéncia sexual e o possivel efeito
neuroprotetor da NAC em modelo de esquizofrenia de “dois desafios” combinando o desafio
imune neonatal com poly(l:C) e o estresse na puberdade.

Nesse contexto, pretende-se com este trabalho defender a tese de que a NAC, um
composto com propriedades antioxidantes, é capaz de prevenir 0s sintomas comportamentais e
neuroguimicos do tipo esquizofrenia em ratos que sofreram desafio imune neonatal induzido
pela particula viral poly(l:C) e passaram por eventos estressores durante a puberdade,
evidenciando as possiveis influéncias do sexo no efeito deste farmaco. Esperamos, portanto,
gue nossos resultados contribuam para a compreensdo das alteracGes neurobiologicas
subjacentes a exposicdo de ocorréncias e as diferencas de sexo na esquizofrenia, bem como

contribua para a prevencao da esquizofrenia.
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar a influéncia do sexo sobre altera¢cbes comportamentais e neuroquimicas e o

efeito preventivo da administragdo da NAC durante a periadolescéncia de ratos submetidos ao

modelo de esquizofrenia induzido por desafio imune neonatal por particula virus-simile

combinado a estresse na adolescéncia.

3.2. Objetivos Especificos

Capitulo I:

Avaliar a influéncia do sexo nos sintomas esquizofreniformes do tipo positivo, negativo
e cognitivo de animais submetidos a estimulacéo imune neonatal do 5° ao 7° dia de vida
ou a eventos estressores na fase peripuberal sozinhos ou combinados, ou seja, um ou
dois desafios;

Determinar alteracfes oxidativas nos animais submetidos aos modelos de um ou dois

desafios.

Capitulo I1:

Estudar a influéncia do sexo nas alteracbes comportamentais e oxidativas de animais

submetidos ao modelo de dois desafios e tratados com NAC na adolescéncia.

Capitulo 1lI:

Determinar as alteracdes na expressdo de proteinas hipocampais intracelulares
relacionadas a esquizofrenia: Akt-fosforilada/total, parvalbumina, GPR30, NR2B-
fosforilado/total, a7-nAChR em animais expostos ao modelo de dois desafios e

submetidos ao tratamento preventivo com NAC.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Ratos Wistar machos e fémeas, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara, foram mantidos em uma sala com temperatura controlada (23 £ 1° C), com
alimentos e agua ad libitum e com ciclos claro/escuro de 12/12 horas. Com trés meses de idade
as fémeas foram colocadas para acasalamento e aquelas que ficaram prenhas foram separadas
em caixas individuais. As fémeas eram acompanhadas diariamente até o dia do parto, que foi
denominado dia pés-natal 0 (DPNO). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
Animal (CEUA-UFC) sob nimero 01/15 e os experimentos foram conduzidos de acordo com

as normas internacionais de uso de animais em experimentacao.

4.2.Drogas

Polyinosinic:polycytidylic (Poly(I:C)) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) foi diluido em
salina para uma concentracdo de 2 mg/kg de peso e administrado em um volume de 0,1 mL/10g
de peso. N-acetilcisteina (NAC) (Sigma-Aldrich, St Gallen, Suica) foi diluida em agua potavel
para as concentracfes de 110 mg/kg e 220 mg/kg e fornecida através da via oral com agulha

curva de gavagem para ratos em um volume de 0,1 mL/10g de peso.

4.3. Protocolo Experimental

Do 5° ao 7° dia pos-natal (DPN5-7) os neonatos receberam uma inje¢do por dia de salina
via intraperitoneal (i.p) ou poly(l:C) 2mg/kg (i.p), correspondendo ao primeiro “desafio”. A
administracdo de poly(l:C) teve o intuito de provocar o desafio imune neonatal nestes animais
para que, assim, pudéssemos verificar os sintomas esquizofreniformes negativos, cognitivos e
positivos posteriormente.

No DPN21 os animais foram desmamados e separados por género e grupo de maneira
que cada grupo contivesse um “n” de 10 a 15 animais oriundos de pelo menos seis proles
diferentes. O modelo experimental contou com um total de 20 grupos (Tabela 2).
Posteriormente, no periodo de DPN30-59, esses animais foram tratados com agua potavel, ou
NAC 110 mg/kg ou NAC 220 mg/kg e submetidos ou ndo ao protocolo de estresse que
correspondeu ao segundo “desafio” (Fig. 9). No 60° dia de vida (DPN60) os animais foram
submetidos aos testes comportamentais e no DPNG61 eles eram eutanasiados por decapitagéo.

As seguintes areas cerebrais foram dissecadas, pesadas e armazenadas em temperatura de — 70°
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C até o dia dos ensaios: corpo estriado (CE) e cortex pré-frontal (CPF) para avaliacdo das

respostas oxidativas e hipocampo (HC) para avaliagdo dos marcadores neuroquimicos.

O DPNG60 em ratos corresponde ao periodo da adolescéncia tardia em humanos e é

considerado critico para os individuos com alto risco de desencadear psicose aguda quando

desafiados com eventos estressantes da vida (PRUESSNER et al., 2011). Tendo em vista que o

tratamento com a NAC tem caréter preventivo, ndo foi testada nenhuma droga antipsicotica, ja

que estas atuam apenas quando o disturbio ja estd manifestado, ndo tendo efetividade no

prédromo.
Sexo Primeiro desafio Tratamento Segundo desafio
(DPN5-7) (DPN30-59) (DPN40-48)

MeF Salina Agua -
MeF Salina Agua Estresse
MeF Salina NAC110 -
MeF Salina NAC220 -
MeF Poly(I:C) Agua -
MeF Poly(I:C) Agua Estrese
MeF Poly(1:C) NAC110 -
MeF Poly(1:C) NAC220 -
MeF Poly(1:C) NAC110 Estresse
MeF Poly(l:C) NAC220 Estresse

Tabela 2: Divisdo dos grupos experimentais. DPN: dia pds-natal, M: machos, F: fémeas, NAC: N-acetilcisteina.
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Fig. 9. Protocolo experimental. DPN: dia pds-natal. NAC: N-acetilcisteina (Fonte: Do préprio autor).

4.4. Exposicédo a estimulos estressores

O estresse no periodo da adolescéncia inicial foi induzido em determinados grupos
através de um protocolo de estresse sub-crénico variavel, que corresponde a cinco sessdes de
eventos estressores intercalados, em dias alternados, do 40° ao 48° dia de vida (segundo
“desafio”) (GIOVANOLI et al., 2013). Esse periodo é compativel a idade de 12 a 18 anos em
seres humanos (SEMPLE et al., 2013). Os cinco eventos estressores foram aplicados
adicionalmente ao tratamento com agua, NAC110 ou NAC220 na seguinte ordem: 1. Choque
no pé (DPN40); 2. Imobilizacdo (DPN42); 3. Nado forcado (DPN44); 4. Privacdo de agua
(DPN46); 5. Imobilizagdo (DPN48).

DPN40: Chogue elétrico no pé: Os ratos sofreram 3 estimulos de choques de intensidade de

3mA durante 1 segundo, separados por 3 minutos de descanso, no aparelho de Esquiva Passiva
(INSIGHT equipamentos cientificos — Brasil modelo EP- 104-MC). A sessdo terminou com um

periodo adicional de 3 minutos, no qual ndo houve estimulo de choque.

DPN42: Imobilizacdo: Cada animal foi mantido em um tubo de pléastico fosco (didmetro: 6 cm,

comprimento: 13 cm) por 45 min. Os tubos contensores tem furos (2 mm de diametro), de modo



47

a facilitar o fornecimento de oxigénio. Ao final do procedimento os animais foram

imediatamente devolvidos para suas gaiolas.

DPN44: Nado forcado: Os animais foram submetidos a duas sessGes de nado forcado, cada

uma com duracéo de 5 minutos. Para isso, eles foram colocados individualmente em cilindros
de acrilico (50 cm de altura, 18 cm de didmetro) contendo 30 centimetros de profundidade de
agua a temperatura ambiente. As sessdes foram separadas por um intervalo de 5 minutos.
Terminadas as sessdes, 0s ratos eram secos com uma toalha e imediatamente levados de volta

para suas gaiolas.

DPN46: Privacdo de dgua: Os animais sofreram uma privacdo de agua durante 16 horas. Para

1SS0, N0 46° dia 0s animais eram transferidos para gaiolas individuais e tiveram suas garrafas de
agua retiradas as 16:00 horas. As garrafas eram colocadas novamente e 0s animais voltavam
para suas gaiolas originais as 8:00 horas do dia seguinte (47° dia). Os animais tiveram livre

acesso a comida durante todo o periodo de privagdo de &gua.

DPNA48: Imobilizacdo: Os animais sofreram o mesmo estimulo estressor aplicado no dia 42.

4.5. Determinagdes Comportamentais

4.5.1. Interacdo Social

O aparato do teste consiste em uma caixa de acrilico 60 x 40 cm dividida em trés
camaras (Fig.10). Os animais foram capazes de mover-se entre as camaras através de uma
pequena abertura (6 x 6 cm) em divisores. Nas camaras das extremidades havia uma gaiola de
ferro, uma com um animal desconhecido e do mesmo sexo (cAmara social) e outra vazia (cdmara
oposta). Os animais testes foram colocados na camara central, cada um teve um tempo de 5 min
de exploragéo na caixa (RADYUSHKIN et al., 2009). Foi medido o tempo que o animal passou
em cada uma das trés camaras e a interacdo social foi definida como: (o tempo gasto na camara

social) — (o tempo gasto na cAmara oposta).
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¢~ camara social —»e— camara central —»¢— camara oposta —»

\ animal teste I 1

animal desconhecido

Fig 10. Prototipo e aparato utilizado para o teste de Interacdo Social (Fonte: Do préprio autor).

4.5.2. Inibigdo Pré-Pulso

Esse teste foi utilizado para determinar déficits no filtro sensério motor, um
endofenotipo da esquizofrenia (TURETSKY et al., 2007). A Inibicdo Pré-Pulso (IPP) é
caracterizada pela reducdo do reflexo de sobressalto a um estimulo acustico intenso (pulso),
quando imediatamente precedido por um estimulo de menor intensidade (pré-pulso)
(HOFFMAN; ISON, 1980; SWERDLOW et al., 2008).
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Pulso . Resposta

20N

Pré-pulso Pulso ' Resposta
Fig. 11. Inibi¢do pré-pulso (IPP) é a diminuicéo da resposta de sobressalto quando o estimulo de sobressalto
eliciador, o pulso, é precedido por um estimulo sensorial mais fraco, o pré-pulso (KOHL et al., 2013).

A reacdo corporal dos ratos a um estimulo acustico, no presente trabalho, foi
monitorada em uma camara (INSIGHT equipamentos cientificos — Brasil modelo EP-175)
montada em uma caixa fechada ventilada.

Os animais foram colocados em um contensor (16,0 x 8,0 x 8,0 cm) consistido de
barras de aco inoxidavel de 3,0 mm de didmetro com espacamento de 0,8 centimetros de
distdncia. 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 calibracdo foram realizados antes dos
experimentos para garantir sensibilidades equivalentes das plataformas de resposta ao longo do
periodo de teste.

A sessdo de testes comecgou ao colocar um animal no contensor para a aclimatacéo,
este procedimento consistiu em uma exposi¢do de 5 minutos ao ruido de fundo (65 dB). Ap6s
o0 periodo de aclimatacdo os animais foram apresentados a uma série de 10 estimulos de treino
(pulso sozinho - 120 dB, 50 ms de duragédo), 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 (KINKEAD et al., 2006).
Consistiu de 50 ensaios pseudorandomizados dividido em cinco blocos diferentes, apresentados
com um intervalo inter-estimulos de 20s: 10 apresentac6es de Pulso sozinho (P) (120dB, 40ms
de duragdo); 10 apresentac¢des de cada intensidade de pré-pulso (PP) (70, 75 e 80 dB, frequéncia
3000 Hz, 20 ms de duracéo) + intensidade de pulso (P) (com intervalo de 80ms entre pré-pulso

e pulso); e auséncia de estimulo, nesse bloco o animal sé recebe o estimulo de ruido de fundo.
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Foram utilizadas trés intensidades de pré-pulso diferentes para que o teste tivesse
maior veracidade, como se 0 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 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 formula: % IPP = 100 x [P - (PP + P / P)]. Usando esta formula,
um valor de IPP de 0% denota que ndo houve diferenca entre a amplitude da resposta de
sobressalto do pulso sozinho e do pré-pulso + pulso, conseqlientemente, ndo houve IPP (LEVIN
et al., 2011). A amplitude da resposta do sobressalto (ARS) foi determinada como a média dos
10 testes de pulsos sozinho. Esperou-se que o grupo de animais submetidos ao desafio imune
pos natal e aos eventos estressores (controle positivo) apresentasse déficits de IPP neste teste
comportamental e que os animais tratados com a NAC ndo apresentassem alteracdes neste

parametro.

Liiitil
@

Fig. 12. Aparelho de Inibic&o pré-pulso (Fonte: Do préprio autor).

45.3. LabirintoemY

Este teste foi utilizado para avaliar a memdria de trabalho espacial, ou seja, 0
comportamento cognitivo exploratorio, atraves da percepcdo de uma performance de alternacao
espontanea (MAURICE; LOCKHART; PRIVAT, 1996). O labirinto consiste em 3 bracos
idénticos de 45,0 cm de comprimento, 35,0 cm de altura e 10, cm de largura cada convergindo
a um angulo igual de 120°. Cada rato foi colocado na extremidade de um brago e deixado para
explorar 0 ambiente por 8 minutos. A sequéncia dos bracos em que os animais entraram foi
entdo anotada e as informaces analisadas de forma a determinar o nimero de entradas no braco
sem repeticdo. Uma alternacéo foi considerada correta se 0 animal visitou um novo brago e ndo

retornou ao brago anteriormente visitado (exemplo de alternag&o correta: bragos 1,2,3 ou 3,1,2;
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exemplo de alternacéo incorreta: 1,2,1 ou 3,1,3). O nimero maximo de alternagdes foi o total
de nimero de bragos entrados menos dois (n — 2) e a percentagem das alternagées foi calculada
como a razao entre: (nimero de alternagdes corretas/ niUmero maximo de alternagdes) x 100
(DALL’IGNA et al., 2007; YAMADA et al., 1996).

Fig. 13: Teste do Labirinto em Y (Fonte: Do prdprio autor).

4.5.4. Campo Aberto

O aparato utilizado para avaliar a atividade locomotora € o comportamento tipo
ansioso dos animais foi um campo aberto de 50 x 50 cm, com o chéo e paredes pintadas com
uma tinta preta fosca. Como mostrado na Fig. 14, o software Panlab SMART video tracking
system 3.0 foi utilizado para gravar e avaliar o movimento dos ratos. Para isto, a cAmera do
software foi anexada a um suporte elevado acima do aparato, a uma distancia que permitisse
que todas as &reas dos campos abertos fossem visualizadas. O software permitia que dois
animais fossem avaliados a0 mesmo tempo em cada sessdo do teste, ficando um animal em
cada aparato. Seguindo as instrucées do fabricante, nove zonas foram delimitadas virtualmente
para que os seguintes parametros fossem observados: a distancia total percorrida no campo pelo
animal e o nimero de entradas na zona central. Assim, os animais foram colocados no centro
do campo e foi permitido que eles explorassem livremente o cenario por 1 minuto (periodo de
habituacdo) seguidos de mais 5 minutos (periodo do teste) (ARCHER, 1973).
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Fig 14: Avaliacdo da Atividade Locomotora e do Comportamento de Ansiedade através do software SMART
(Fonte: Do préprio autor).

4.6. DeterminagOes do Estresse Oxidativo

4.6.1. Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram avaliados para estimar defesas endégenas contra 0 estresse
oxidativo. O método é baseado na reacdo de reagente de Ellman (DTNB), com grupos tiol
livres. As areas do cérebro foram diluidas em tampédo de 0,02 M de EDTA (10% w / v) e
adicionadas a uma solucéo de acido tricloroacético a 50%. Apos centrifugacdo (3000 rpm/15
min), o sobrenadante do homogeneizado foi recolhido e os niveis de GSH foram determinados
(SEDLAK; LINDSAY, 1968). Resumidamente, as amostras foram misturadas com 0,4 M de
tampdo tris-HCI, pH 8,9 e 0,01 M de DTNB. Niveis de GSH foram determinados por
espectrofotometria a 412 nm, calculada com base numa curva padrdo de glutationa e expressos

como ng de GSH/g de tecido imido.

4.6.2. Nitrito
Para avaliar alteraces na producdo de 6xido nitrico (NO), foram determinados niveis
de nitrito em homogenatos dos cérebros dos animais imediatamente ap0s a decapitacdo em
todos os grupos. Apos centrifugacdo (800 x g/10 min), o sobrenadante do homogeneizado foi
coletado e a producdo ndo foi determinada com base na reacdo de Griess (GREEN;
TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981; RADENOVIC; SELAKOVIC, 2005). 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 proporcéo de 1:1:1:1) foi
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adicionado a 100 pL do sobrenadante do homogenato tecidual e incubado a temperatura
ambiente por 10 min. A curva padrdo foi elaborada com vérias concentracbes de NaNO>
(variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condicdes. Os brancos foram preparados pela
adicdo de 100 pL do reativo de Griess a 100 pL do tampdo usado para 0 homogenato e a

absorbancia foi medida em leitor de microplacas em 560 nm.

4.6.3. Peroxidacgdo lipidica

A peroxidacdo lipidica foi avaliada através da mensuracdo de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (do inglés: thiobarbituric acid reactive substances -TBARS) nos
homogenatos como uma medida de producgéo de espécies reativas de oxigénio (DRAPER et al.,
1993). As amostras foram homogenizadas com tampé&o fosfato de potassio monobéasico 50 mM
pH 7,4, 63uL do homogenato foi misturado a 100 pL de acido percldrico 35%, sendo estas
centrifugadas (7000 rpm/15 min), no qual 150 pL. do sobrenadante foram recuperados e
misturado com 50 puL. de 4cido tiobarbiturico 1,2%, e em seguida, estas amostras foram
aquecidas em um banho de &gua fervente por 30 min. Apds o resfriamento, a peroxidacao
lipidica foi determinada por absorbancia a 535 nm e foi expressa como mmol tecido
malonaldeido (MDA) / mg de proteina (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

4.7.Determinacgdes biomoleculares e neurogquimicas

4.7.1. Expressédo de Akt-fosforilada e Akt-total

A expressdo de Akt-fosforilada e Akt-total foram medidas através de ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Foi utilizado um kit comercial de Elisa (SigmaAldrich, EUA,
Phospho-Akt (pSer473)/pan-Akt ELISA Kit) de acordo com as instrugdes do fabricante onde
foram avaliadas ambas as expressdes na mesma placa e em seguida determinou-se a propor¢éo
de Akt-fosforilada/Akttotal para cada amostra.

Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas a 5x em tampé&o PBS, centrifugadas a
13000 RPM durante 10 minutos e tiveram seus sobrenadantes transferidos para novos
microtubos. Aos sobrenadantes utilizados para dosagem de Akt-fosforilada foram adicionados
o0 tampéo de lisado celular com inibidor de protease em uma proporcao de 60ul do sobrenadante
para 180ul do tampado, para a dosagem de Akt-total a proporcéo foi de 100ul do sobrenadante
para 180ul do tampé&o. As amostras foram enté&o incubadas com agitagéo a 40C por 30 minutos.

A cada pogo da placa foi adicionado 100uL da amostra ou do padréo, a placa foi entdo coberta
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e incubada overnight a 4°C com agitacdo orbital. Apds essa etapa, a placa foi lavada quatro
vezes com tampdo de lavagem e em seguida foram adicionados 100 ul do preparado do
Anticorpo-Anti-phospho-Akt ou 1x-Anti-pan-Akt (1:55) e realizada a incubacdo por 1 hora
com agitacdo em temperatura ambiente. Em seguida repetiu-se as lavagens, adicionou-se 100
ul do anticorpo secundario Anti-Rabbit IgG HRP e incubou-se a placa por mais uma hora em
temperatura ambiente com agitacdo. A placa foi novamente lavada quatro vezes com tampéo
de lavagem e foi adicionado aos pocos 100 ul de Reagente Colorimétrico de TMB, a placa foi
incubada por 30 min em temperatura ambiente, no escuro, com agitacdo. Em seguida adicionou-
se 50 ul da solucdo de parada em cada poco e a leitura foi feita imediatamente em uma
absorbancia de 450nm.

4.7.2. Expressdo proteica de GPR30, parvalbumina, a7-nAChR e NR2B
A quantificagdo da expressdo proteica hipocampal do GPR30, parvalbumina, o7-
nAChR, NR2B total e NR2B fosforilado foi avaliada através da técnica de Western Blotting.
Seguiram-se sequencialmente as seguintes etapas: extracdo de proteinas, dosagem de proteinas
e Western Blotting.

4.7.2.1.Extragdo de proteinas
O hipocampo foi macerado com auxilio de cadinho e pistilo em nitrogénio liquido. O
produto desse processo foi inserido em microtubo contendo 200 pl de tampéo RIPA (25 mM
Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA,; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato
de sodio; 0,1% SDS) e inibidor de protease (SigmaAldrich, EUA, 1uL de inibidor de protease:
100uL de RIPA). Em seguida, as amostras foram vortexadas por 30 segundos, a cada 10 min
por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4°C, 13000 rpm). O pellet foi desprezado e o sobrenadante

(porcéo que contém as proteinas) foi transferido para um novo microtubo.

4.7.2.2. Método Bradford para dosagem de proteinas
A concentracdo de proteinas totais na amostra foi determinada pelo emprego de reagente
de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate - BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA). A ligacdo a proteina ocorre quando a absor¢do maxima da solugéo acida
Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm. Foram pipetados 160 pLL de amostra
e 40 uL de solucdo de Bradford nas placas e a leitura foi feita por espectrofotometro (595 nm),

utilizando-se uma curva de calibragdo de albumina bovina sérica (BSA) de 0,2a 1,0 mg / mL.
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4.7.2.3.Western Blotting

Inicialmente, preparou-se 50 pg de proteina referente a cada amostra, adicionando
tampdo da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS;
0,01% azul de bromofenol) e B-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10 segundos,
aquecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 4°C, 30s). Em seguida,
realizou-se a eletroforese vertical de proteinas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a
60 V nos primeiros 15 min para deposicdo das amostras no fundo do poco e 120 V para o
restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10% para todas as proteinas, com excecdo do gel
para determinagdo de NR2B que foi de 7%, e tampdo de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina;
1% SDS). Ap0s a corrida, efetuou-se a transferéncia por eletroforese das proteinas do gel para
a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100 V por duas horas em
tampdo de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Apds esta etapa, as
membranas foram blogueadas por uma hora em agitacdo constante, para reduzir as ligagoes
inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tampdo salina Tris-HCI
suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20).
Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo trés lavagens por 10 min
cada. Na etapa seguinte, as diferentes membranas foram incubadas, overnight a 4°C sob
agitacdo constante, com os anticorpos primarios Anti-GPR30 (1:1000; Abcam, USA), anti-
parvalbumina (1:1000; Abcam, USA), anti-phosphoNR2B subunidade (pTyr1472) (1:1000;
Sigma, USA) Anti-Nicotinic Acetylcholine Receptor alpha 7 (1:1000; Abcam, USA), e rat anti-
a-tubulin IgG primary antibody (1:4000; Sigma, USA) diluidos em 1% de BSA em TBS-T.
ApOs esta etapa, realizaram-se trés lavagens de 10 min cada com TBS-T. As membranas foram
incubadas com os anticorpos secundarios HRP-goat anti-rabbit 1gG (1:1000; Invitrogen, USA)
ou HRP-goat anti-mouse 1gG (1:1000; Sigma, USA) por duas horas em temperatura ambiente.
Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas 4 vezes, duracdo de 10 min cada, com TBS-
T. Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western
ECL blotting substrate) e as membranas foram agitadas por 5 min. As imagens das bandas
foram capturadas por um sistema de ImageQuant 300 Imager (GE 75 Healthcare, EUA). A

densidade das bandas foi mensurada por meio do software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA).


http://www.abcam.com/g-protein-coupled-receptor-30-antibody-ab39742.html
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4.8. Avaliacdo do peso dos hipocampos
Os hipocampos dos animais, apés dissecados, foram acondicionados em microtubos,
pesados e posteriormente avaliados quanto as diferencas de peso entre 0s grupos/sexos. Apés a

pesagem os mesmos foram mantidos em freezer a -70° C até o dia dos ensaios.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média utilizando o
software SPSS (Versdo 23 para Windows). No Capitulo | deste trabalho os resultados foram
analisados por ANOVA de trés vias seguida por analise de post hoc de compara¢des maltiplas
utilizando o teste de Bonferroni para explorar as interacdes significativas e revelar as diferencas
especificas entre os grupos. Os fatores utilizados para estas analises foram "sexo" (macho e
fémea), “tratamento neonatal” (salina e poly(l:C)) e "estresse na adolescéncia” (eXp0osi¢ao ao
estresse e ndo exposicao ao estresse). No Capitulo 11 do trabalho, os resultados foram analisados
por ANOVA de quatro vias, seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. Além dos fatores
utilizados para analise no Capitulo I, acrescentou-se o fator “droga” (salina, NAC110 e
NAC220) na anélise dos resultados do Capitulo Il. A analise dos resultados do Capitulo 11 foi
realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. Para anélise dos
resultados do teste de IPP foi realizada uma média entre as IPPs das trés intensidades de decibéis

que cada animal foi exposto. O nivel de significancia foi definido em P < 0.05.
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CAPITULO |
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6. CAPITULOI
ESTUDO DE DIFERENCAS DE SEXO E ALTERACOES CEREBRAIS OXIDATIVAS
NO MODELO DE ESQUIZOFRENIA DE DOIS DESAFIOS

6.1.Resultados das alteragdes comportamentais

O teste de IPP foi utilizado para mensurar a fungdo sensorio motor atencional,
prejudicada na esquizofrenia (BRAFF; LIGHT, 2005). A analise de IPP (Fig. 15A) revelou uma
significante interacdo de duas vias entre “sexo” e “tratamento neonatal” [F(1,41)=4.117,
p=0.049] “tratamento neonatal” ¢ “estresse na adolescéncia” [F(1,41)=8.020, P=0.007] sem
interacdo significativa entre os trés fatores. Tanto machos quanto fémeas, quando submetidos
ao poly(Il:C) (machos: P=0.004, fémeas: P<0.0001) ou ao estresse (machos: P=0.001, fémeas
P=0.016) na adolescéncia, apresentaram déficits significativos de IPP quando comparados ao
grupo salina. Apenas nas fémeas foi observado que a exposi¢do aos dois desafios causou
significante déficit de IPP quando comparados ao grupo controle (P < 0.001) e ao grupo
submetido apenas ao estresse (P=0.039). Além disso, fémeas expostas apenas a salina
(P=0.026) ao poly(I:C) sozinho (P=0.003) ou combinado com estresse (P<0.0001)
apresentaram diminuicao significativa de IPP quando comparadas aos machos dos respectivos
grupos de tratamento. A amplitude da resposta de sobressalto (ARS) n&o variou entre 0s grupos,

como mostrado na figura 15B.
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Fig. 15. Efeito do estresse, de poly(l:C) e de poly(l:C) + estresse na média da % de IPP (A) e
na amplitude da resposta de sobressalto (ASR) (B) de ratos machos e fémeas.
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Os ratos eram tratados com salina ou poly(l:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram expostos
ao estresse (E*) ou ndo. As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de three-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P
< 0.0001). AbreviacOes: Sal = salina; DPN = dia p6s-natal; E*: estresse.
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Na avaliacdo da disténcia total percorrida no campo aberto (Fig. 16) houve uma
significante interacdo entre “tratamento neonatal” e ‘estresse na adolescéncia”
[F(1,24)=32.136, P < 0.0001] sem interacao significativa entre os trés fatores. Nesse teste,
machos e fémeas submetidos aos dois desafios apresentaram um significante aumento na
distancia total percorrida quando comparados ao grupo salina, ao grupo salina+estresse
(P<0.0001) e ao grupo poly(l:C) (machos: P=0.001, fémeas: P<0.0001). Vale ressaltar que a
hiperlocomocéo de fémeas expostas aos dois desafios foi 1,5 vezes maior quando comparados

aos machos do grupo respectivo (P=0.002).

Fig. 16. Efeito do estresse, de poly(l:C) e de poly(l:C) + estresse na distancia total percorrida

no campo aberto por ratos machos e fémeas.
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Os ratos eram tratados com salina ou poly(l:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 0s animais eram expostos
ao estresse (E*) ou ndo. As barras representam a média £ E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de three-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P
< 0.0001). AbreviacOes: Sal = salina; DPN = dia pos-natal; E*: estresse.
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No teste do campo aberto também avaliamos o nimero de entradas na zona central
(Fig. 17). Né&o foram verificadas interagdes entre os fatores estudados. Entretanto, observou-se
uma reducdo no numero de entradas na zona central nas fémeas expostas ao poly(l:C) neonatal
(P=0.003), ao estresse na adolescéncia (P=0.039) e aos dois insultos combinados (P=0.044),
quando comparadas ao grupo controle. J& nos machos essa reducdo foi encontrada naqueles
animais submetidos aos dois desafios quando comparados aos submetidos apenas ao estresse
(P=0.05) ou ao controle (P=0.04).

Fig. 17. Efeito do estresse, de poly(l:C) e de poly(l:C) + estresse no nimero de entradas na zona

central do campo aberto por ratos machos e fémeas.
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Os ratos eram tratados com salina ou poly(l:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 0s animais eram expostos
ao estresse (E*) ou ndo. As barras representam a média £ E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de three-way ANOV A seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P
< 0.0001). Abreviac@es: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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Em relacdo a preferéncia social houve uma intera¢do significativa entre “sexo” e
“estresse na adolescéncia” [F(1,50)=8.326, P=0.006]. Um déficit significante na preferéncia
social foi observado em machos expostos ao estresse na adolescéncia quando comparados ao
grupo controle (P=0.030). A combinacdo de poly(l:C)+estresse potencializou esse déficit de
maneira significativa quando comparado aos grupos controle (P<0.0001), sal+estresse
(P=0.002) e poly(l:C) (P<0.0001).

Fémeas submetidas aos dois desafios mostraram uma reducdo na preferéncia social
guando comparadas ao grupo exposto apenas ao segundo desafio, ou seja, ao grupo sal+estresse
(P < 0.043). A comparagdo entre machos e fémeas indicou que machos do grupo
poly(l:C)+estresse apresentaram um significativo prejuizo na interagdo social quando

comparados a fémeas do mesmo grupo (P < 0.011), como mostrado na Fig. 18.

Fig. 18. Efeito do estresse, de poly(l:C) e de poly(l:C) + estresse no tempo de interacdo social

por ratos machos e fémeas.
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Os ratos eram tratados com salina ou poly(1:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram expostos
ao estresse (E*) ou ndo. As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de three-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P
< 0.0001). Abreviages: Sal = salina; DPN = dia p6s-natal; E*: estresse.
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Em relagdo a memoria de trabalho foi observada uma interagdo significativa entre os
trés fatores avaliados: “sexo”, “tratamento neonatal” e "estresse na adolescéncia” [F
(1,47)=10.307, P=0.002]. Nesse teste, a exposicdo apenas ao estresse ndo causou alteracéo
comportamental em machos e fémeas quando comparados ao grupo controle ndo estressado
(salina). Quando administrada em machos, poly(I:C) promoveu uma diminuicdo da
porcentagem de alternacdes corretas se comparados aos grupos salina e salinat+estresse (P <
0.0001). Por outro lado, a combinacédo dos dois desafios reduziu a porcentagem de alternacdes
corretas em animais machos e fémeas quando comparados aos grupos controle e sal+estresse
no caso dos machos (P=0.0015), e aos grupos controle, sal+estresse e poly(l:C) no caso das
fémeas (P < 0.0001). A comparacdo entre machos e fémeas mostrou uma redugdo na memoria
de trabalho de machos submetidos apenas ao primeiro desafio (grupo poly(l:C)) quando

comparados a fémeas do mesmo grupo (P < 0.0001) (Fig.19).

Fig. 19. Efeito do estresse, de poly(l:C) e de poly(l:C) + estresse na porcentagem de alternacdes

corretas no teste do Labirinto em Y pelos ratos machos e fémeas.
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Os ratos eram tratados com salina ou poly(l:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 0s animais eram expostos
ao estresse (E*) ou ndo. As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de three-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P
< 0.0001). Abreviaces: Sal = salina; DPN = dia p6s-natal; E*: estresse.
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6.2. Resultados das altera¢des oxidativas cerebrais

A analise dos niveis de GSH no CPF revelou uma interacdo significativa entre
“estresse na adolescéncia” e “tratamento neonatal” [F(1,30) =39.647, P < 0.0001]. Nesta area
cerebral os niveis do antioxidante GSH foi aproximadamente trés vezes menor em machos e
fémeas expostos ao estresse, poly(l:C) e poly(l:C)+estresse quando comparados ao grupo
controle (P < 0.0001) (Fig. 20A). No CE observou-se uma interacdo significativa entre os trés
fatores: "sexo", “tratamento neonatal” e "estresse na adolescéncia” [F(1,30)=12.742, P=0.001].
Fémeas expostas ao estresse, ao poly(l:C) e ao poly(l:C)+estresse apresentaram niveis de GSH
aproximadamente cinco vezes menor que fémeas do grupo controle (P < 0.0001). Na
comparacao entre 0s sexos salienta-se que os niveis de GSH no CE de fémeas do grupo controle

foi quase trés vezes maior do que seus homologos machos (P<0.0001) (Fig. 20B).
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Fig. 20. Efeito do estresse, de poly(l:C) e de poly(l:C) + estresse nos niveis de GSH no cortex
pré-frontal (A) e corpo estriado (B) de ratos machos e fémeas.
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Os ratos eram tratados com salina ou poly(1:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram expostos
ao estresse (E*) ou ndo. As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de three-way ANOV A seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P
< 0.0001). Abreviages: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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Em relacdo aos niveis de nitrito, uma interagdo significante entre “estresse na
adolescéncia” e “tratamento neonatal” foi observada no CPF [F(1,26) =11.686, P=0.002].
Niveis aumentados de nitrito foram detectados tanto nos ratos machos (P=0.001) quanto nas
fémeas (P=0.001) expostos a combinacdo de poly(l:C)+estresse, sendo esse aumento
significativo em relacdo aos grupos controle, estresse e poly(l:C) de ambos os sexos,
respectivamente (P=0.005) (Fig. 21A). No CE nédo foram detectadas interagcOes significantes
entre os fatores estudados. Nessa area cerebral, fémeas submetidas aos dois desafios
apresentaram niveis significantemente maiores de nitrito quando comparadas aos grupos salina,
estresse (P<0.0001) e poly(l:C) (P=0.002) (Fig.21B).
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Fig. 21. Efeito do estresse, de poly(l:C) e de poly(l:C) + estresse nos niveis de contetudo de
nitrito no cdrtex pré-frontal (A) e corpo estriado (B) de ratos machos e fémeas.
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Os ratos eram tratados com salina ou poly(1:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram expostos
ao estresse (E*) ou ndo. As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de three-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P
< 0.0001). Abreviaces: Sal = salina; DPN = dia p6s-natal; E*: estresse.
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Ndo foram encontradas interagOes significantes entre os fatores nas anélises de
peroxidacdo lipidica no CPF e CE. Ratos machos (P=0.007) e fémeas (P=0.009) pertencentes
aos grupos poly(I:C) apresentaram niveis elevados de TBARS no CPF quando comparados aos
controles de cada sexo, respectivamente. Nas fémeas submetidas aos dois desafios, quando
comparadas ao controle, esse aumento foi aproximadamente 6 vezes maior (P=0.001).
Observou-se também um aumento de TBARS nos machos do grupos poly(l:C)+estresse quando
comparados ao grupo controle (P=0.014) e ao grupo apenas estressado (P=0.007) e em fémeas
poly(l:C)+estresse quando comparadas ao grupo apenas estressado (P=0.001) (Fig.22A). No
CE, a peroxidacdo lipidica mostrou-se aumentada em machos dos grupos poly(l:C)+estresse
(P=0.026) e poly(l:C) (P=0.017) quando comparados ao controle e em fémeas submetidos a
poly(l:C)+estresse (P=0.045) e poly(l:C) (P=0.038) quando comparados ao controle (Fig.22B).
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Fig. 22. Efeito do estresse, de poly(l:C) e de poly(l:C) + estresse nos niveis de peroxidacdo
lipidica mensurados através da quantidade de TBARS no cortex pre-frontal (A) e corpo estriado

(B) de ratos machos e fémeas.
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Os ratos eram tratados com salina ou poly(l:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram expostos
ao estresse (E*) ou ndo. As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de three-way ANOV A seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P
< 0.0001). AbreviagOes: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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6.3. Discussao

Nossos resultados mostraram que o desafio imune neonatal com poly(l:C), combinado
ou ndo com estresse na adolescéncia, provocou alteracbes comportamentais e oxidativas em
regides cerebrais especificas em ratos machos e fémeas. Observamos que machos e fémeas
quando expostos apenas ao primeiro desafio com poly(l:C) apresentaram déficits de inibicdo
pré-pulso (fémeas com maiores déficits que os machos), prejuizo na memdria de trabalho
(apenas os machos) e aumento do comportamento tipo ansioso (apenas fémeas), acompanhados
por uma diminui¢do dos niveis de GSH no CPF (ambos os sexos), CE (apenas fémeas) e
aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica no CPF e no CE (ambos 0s sexo0s). J& a exposi¢ao
apenas ao segundo desafio sozinho (estresse na adolescéncia) causou déficit de IPP em ambos
0S $ex0s, aumento do comportamento tipo ansiosos (apenas fémeas) e um prejuizo social nos
machos, acompanhados por uma reducéo nos nives de GSH no CPF de ambos 0s sexos e no
CE das fémeas.

Apds exposicdo aos dois desafios as seguintes mudancas foram observadas: déficits
de IPP (apenas em fémeas), hiperlocomocéo (fémeas com uma hiperlocomog¢do maior que 0s
machos), aumento do comportamento tipo ansioso (ambos 0s sexos) prejuizo social (machos
com um maior prejuizo que as fémeas) e déficits na memoria de trabalho (ambos os sexos).
Ocorreram também mudancas oxidativas: reducéo dos niveis de GSH no CPF (ambos 0s sexos)
e no CE (apenas fémeas) e aumento dos niveis de nitrito (no CE essa mudanca sé foi observada
nas fémeas) e aumento de peroxidacao lipidica (ambos os sexos). Esses resultados podem
refletir uma tendéncia para o desenvolvimento de piores sintomas “positivos” tipo esquizofrenia
em fémeas submetidas a apenas um desafio (com poly(l:C)) e aos dois desafios, enquanto que
0s machos expostos aos dois desafios apresentam piores sintomas ‘“negativos” tipo
esquizofrenia.

A ARS ¢ a resposta reflexa observada apds a apresentacdo de um estimulo sonoro
subito alto (pulso). A IPP refere-se ao processo pelo qual a apresentacdo de um estimulo
acustico fraco (pré-pulso) imediatamente antes do pulso reduz a ASR, demonstrando desse
modo, como proposto, o papel do filtro sensério-motor (GRAHAM, 1975).

Tanto pacientes homens quanto mulheres com esquizofrenia apresentam déficits de
IPP (BRAFF et al., 2005), mas em nossa condi¢édo de experimental observamos que as fémeas
do grupo poly(l:C) + estresse apresentaram deficits mais pronunciados de IPP, ou seja, um
maior prejuizo no filtro sensério-motor, quando comparadas com o0s machos. Resultado

semelhante foi encontrado em um estudo de diferenca de sexo na esquizofrenia através de um
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modelo animal com exposicdo pre-natal a poly(l:C), onde as ratas fémeas especificamente
mostraram mais déficits de IPP que os machos (VORHEES et al., 2015). Entretanto, um estudo
com camundongos revelou um resultado contrario, com a exposi¢éo ao poly(l:C) no 9° dia de
gestacdo levando a um piora na IPP da prole de machos em comparagéo as fémeas (O’LEARY
etal., 2014).

Além disso, observamos que, quando expostos somente ao estresse na adolescéncia,
machos e fémeas apresentaram deficits de IPP. Um estudo com modelo animal de transtorno
de estresse pos-traumatico por exposicao a predador sugeriu que os déficits de IPP observados
podem ter sido induzidos pela liberacdo do horménio corticotrofina (BAKSHI et al., 2012).
Tem sido sugerido que as diferencas sexuais encontradas especialmente no teste de IPP refletem
as diferencas hormonais, principalmente em relacao ao estrégeno (KOCH, 1998). Sabe-se que
0 estrogeno influencia a atividade neuroquimica e dopaminérgica no ndcleo accumbens, area
que tem desempenhado um papel critico na IPP de ratos (SWERDLOW et al., 1992) e de seres
humanos (KUMARI et al., 1999).

Vale ressaltar o fato de que, no nosso estudo, 0s animais machos expostos ao estresse
na adolescéncia ou a poly(l:C) apresentaram quase o mesmo nivel de reducdo de IPP quando
expostos aos dois insultos conjuntamente, enquanto as fémeas expostas a poly(l:C) + estresse
apresentaram niveis de IPP reduzidos quando comparadas as submetidas apenas ao estresse.
Isto significa que, nas fémeas, o déficit na funcdo sensdério-motora promovido pelos insultos
tem carater aditivo. Importante comentar que as fémeas controles apresentaram menores niveis
de IPP do que os machos. De fato, mulheres saudaveis exibem significativamente menos IPP
gue homens (SWERDLOW et al., 1993).

A ARS é aumentada em situacdes de medo/estresse tanto em ratos quanto em humanos
(KOCH; SCHNITZLER, 1997). Em nosso estudo ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as ARS dos grupos experimentais de ambos os sexos. Isso significa que 0s
déficits encontrados em relacdo aos resultados de IPP devem-se aos prejuizos no filtro sensorio-
motor desses animais, € ndo sao devidos as respostas ao medo ou estresse.

Observamos também que as fémeas do grupo poly(l:C) + estresse apresentaram um
padréo de atividade locomotora mais intenso do que os machos, o que pode ser sugestivo de
piores sintomas tipo positivos em fémeas expostas aos dois desafios. O inicio do surto
posteriormente, as exacerbacdes sintomaticas nos periodos menstruais, € 0 aumento da
incidéncia apds a menopausa entre as mulheres sugerem que os hormoénios sexuais podem ser

0s responsaveis por essa diferenga de sexo (SEEMAN, 2012a, 2012b).
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Sabe-se que as respostas a eventos estressores estdo intimamente ligadas ao
desenvolvimento de disturbios de ansiedade (SAPOLSKY, 2000). Observamos que as fémeas
expostas a um desafio sozinho (poly(l:C) ou estresse) ou aos dois desafios combinados
apresentaram uma piora no comportamento tipo ansioso observado através da reducdo do
namero de entradas na zona central do campo aberto, enquanto nos machos essa reducgéo so foi
encontrada no grupo dois desafios. Resultados semelhantes foram observados em um estudo
utilizando modelo animal de esquizofrenia por isolamento social, onde ratas fémeas, mas nao
0S machos, apresentaram menos entradas na zona central quando comparados aos controles
(POWELL et al., 2002).

Ressaltamos que somente 0s machos mostraram um prejuizo na interacdo social e na
memoria de trabalho quando submetidos apenas ao estresse e apenas ao poly(l:C) neonatal,
respectivamente. Esses resultados confirmam o que dizem as pesquisas, que as fémeas precisam
de mais exposicdo a eventos estressantes do que os machos para desencadear os sintomas
negativos da esquizofrenia (ALMEIDA; KESSLER, 1998; MYIN-GERMEYS et al., 2004).
Parece, portanto, que as mulheres com esquizofrenia apresentam maior resiliéncia do que 0s
homens para lidar com situagdes de estresse e que elas precisam de maiores fatores de risco do
que os homens para desenvolver psicose (OCHOA et al., 2012). Além disso, 0s machos
expostos aos dois desafios combinados apresentaram um prejuizo maior na interacdo social
guando comparados as fémeas. Essa diferenca sexual comportamental também pode ser vista
no estudo de Ratnayake e colaboradores (2014) onde ratos machos tratados com poly(l:C) pré-
natal mostraram interacéo reduzida com um rato estranho.

Sintomas “cognitivos” tipo esquizofrenia, avaliados através do teste de labirinto em
Y, foram observados em machos expostos a um desafio com poly(l:C) e em machos e fémeas
submetidos aos dois desafios. Um modelo animal neurodesenvolvimental semelhante ao nosso,
em que as ratas gravidas eram tratadas com lipopolissacarideo (LPS) no 19° dia de gestacdo,
mostrou que o reconhecimento espacial no Morris water maze foi prejudicado na prole do sexo
masculino, mas ndo na prole de sexo feminino (LANTE et al., 2007). Ou seja, assim como em
nosso estudo, a exposi¢do ao desafio imune neonatal sozinho promoveu prejuizo cognitivo
apenas nos machos, 0 que sugere que 0s estes sejam mais sensiveis ao desafio neonatal em
relacdo ao prejuizo na memoria de trabalho.

Dessa forma, nossos resultados comportamentais em relacdo aos grupos poly(l:C) +
estresse parecem estar de acordo com as substanciais diferencas de sexo observadas

clinicamente na esquizofrenia, com as mulheres tendendo a apresentar mais sintomas psicoticos
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positivos e afetivos, e 0s homens tendendo a apresentar mais sintomas negativos (CHOI et al.,
2009).

O estresse oxidativo € um mecanismo bem conhecido e implicado hd muito tempo na
patogénese da esquizofrenia (YAO; LEONARD; REDDY, 2006). Além disso, as vias
oxidativas (por exemplo, GSH e peroxidacdo lipidica) sdo conhecidas por serem influenciadas
pelo sexo (BAYIR et al., 2004; CASTAGNE; CUENOD; DO, 2004). Para testar esta hipotese,
determinamos os niveis de GSH, nitrito e peroxidacdo lipidica em areas cerebrais relacionadas
a sintomas positivos e negativos/cognitivos nos seres humanos, respectivamente, o CE
(KAPUR; MIZRAHI; LI, 2005) e CPF (PERLSTEIN et al., 2001; WIBLE et al., 2001).

Em nosso estudo, GSH, o composto antioxidante mais abundante presente em células
de mamiferos, foi diminuido em ratos expostos ao estresse, ao poly(l:C) neonatal e ao poly(l:C)
+ estresse. Experimentos anteriores mostraram que o estresse causado por imobilizacdo em
roedores induziu a geracao de espécies reativas de oxigénio e diminuiu as defesas antioxidantes
enddgenas (LIU; WANG; MORI, 1994). A diminuicdo dos niveis de GSH é uma alteracdo
cerebral importante observada tanto em modelos animais da esquizofrenia (MONTE et al.,
2013; RIBEIRO et al., 2013) quanto em estudos post-mortem de pacientes esquizofrénicos
(YAO; LEONARD; REDDY, 2006). A biossintese de GSH estd sob o controle direto dos
receptores NMDA (BAXTER et al., 2015). Um estudo anterior mostrou que a ativacdo pré-
natal de receptores de toll-like 3 por poly(l:C) resultou em niveis diminuidos de GIuN1, uma
proteina associada ao receptor NMDA, no cérebro da prole no dia pos-natal 21 (FORREST et
al., 2012). De fato, a hipofuncdo do receptor NMDA é outra alteracdo cerebral importante
observada na esquizofrenia (COYLE et al., 2010).

Em nossos resultados, a diminui¢do dos niveis GSH no CPF foi observada em machos
e fémeas expostos ao poly(l:C) neonatal, ao estresse e ao poly(l:C)+estresse. Estudos prévios
sugerem que niveis reduzidos de GSH na porcdo medial do cortex pré-frontal podem estar
relacionados a sintomas negativos em pacientes esquizofrénicos (MATSUZAWA et al., 2008).
Os déficits no teste de interagdo social, responsavel por simular os sintomas negativos, foram
observados em machos e fémeas submetidos aos dois desafios (sendo nos machos um resultado
mais proeminente), e em machos expostos apenas ao estresse. Tanto o0 resultado
comportamental quanto o bioguimico corroboram a teoria de que os sintomas negativos estao
mais relacionados ao sexo masculino (CHOI et al., 2009).

Entretanto, em relacdo aos parametros de GSH no CE, houve um déficit apenas nas
fémeas expostas a cada um dos desafios sozinhos e aos dois desafios juntamente. Levando em

consideracdo que o CE esta mais relacionado aos sintomas positivos da esquizofrenia (KAPUR;
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MIZRAHI; LI, 2005) e extrapolando os resultados de GSH para os testes comportamentais,
observamos que as fémeas mostraram um prejuizo maior na atividade locomotora e no reflexo
sensorio motor, ambos parametros utilizados para simular os sintomas positivos. Novamente,
os resultados obtidos aqui corroboram com a correlacdo entre sintomas positivos € 0 sexo
feminino.

No CE, as fémeas do grupo controle mostraram niveis de GSH elevados quando
comparados aos machos. De fato, diferentes autores propdem que ratas Wistar fémeas
produzem menos EROs que os machos (BORRAS et al., 2003; JANG et al., 2004).
Experimentos realizados por Vifia e colaboradores (2005) mostraram que niveis de glutationa
mitocondrial em ratos machos eram de aproximadamente a metade dos niveis encontrados nas
fémeas. Primeiramente eles sugeriram que 0 estrégeno poderia ter um efeito protetor em
diminuir os danos oxidativos e aumentar as defesas antioxidantes das fémeas. Entretanto, ao
realizarem mais experimentos eles concluiram que o estradiol ndo atuou como antioxidante,
mas aumentou a expressdo de genes que codificam enzimas antioxidantes como a superoxido
desmutase que tem o manganés no seu centro reativo (Mn-SOD) e a glutationa peroxidase
(GPx), ambas enzimas mitocondriais.

A menor producgdo de radicais livres mitocondriais pelas fémeas também pode ser
explicada por diferencas no consumo de oxigénio mitocondrial, ja que os animais pequenos
(fémeas) podem consumir mais oxigénio por grama do que animais maiores (machos) (SANZ
et al., 2007). Embora pesquisadores tenham discutido extensivamente diferencas sexuais na
estrutura e funcdo do cérebro humano (GONG et al., 2009; GONG; HE; EVANS, 2011),
diferengas de sexo especificas dentro dos circuitos estruturais ligados ao CE permanecem
amplamente desconhecidas principalmente devido as limitacGes das abordagens anteriores para
analisar dados de imagens por tensor de difuséo (LEI et al., 2016).

Por décadas o nitrito foi considerado fisiologicamente inerte, hoje sabe-se que ele
representa um reservatorio estavel que pode ser reduzido a 6xido nitrico (NO) bioativo e a
outras espécies reativas de nitrogénio (LUNDBERG; WEITZBERG; GLADWIN, 2008). Sabe-
se que o NO pode reagir com moléculas como o anion superoxido e formar espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs). Estas ERNs podem modificar macromoléculas biolégicas desempenhando
um papel crucial na morte celular mediada (PATEL et al., 1999). Dessa forma, mensuramos o
nitrito com o objetivo de analisar indiretamente os niveis de NO.

Primeiramente observamos que os niveis de nitrito aumentaram no CPF de machos e
fémeas expostos a poly(l:C) + estresse e que esses grupos mostraram déficits no teste do

labirinto em Y. A relevancia desta observacdo € que o CPF é uma area do cérebro envolvida
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com o desempenho da memoria de trabalho e funcdo executiva (PHENSY et al., 2017).
Percebemos também uma relagdo no fato de que somente as fémeas submetidas aos dois
desafios mostraram aumento dos niveis de nitrito no CE, uma area cerebral tem sido relacionada
a psicose (HOWES; KAPUR, 2009), e maiores prejuizos nos testes de atividade locomotora e
IPP, utilizados para avaliar os sintomas tipo positivos.

Outro resultado interessante observado foi que os niveis de contetdo de nitrito nos
animais submetidos aos dois desafios eram inversamente proporcionais aos niveis de GSH
destes mesmos grupos. Em um contexto patoldgico, o excesso de ativacdo da éxido nitrico-
sintase induzida (iNOS) produz quantidades elevadas de NO e do anion superdxido que resulta
na geracdo de peroxinitrito, que por sua vez danifica moléculas alvo, incluindo proteinas, GSH,
mitocondrias e DNA (LEZA et al., 2015).

A peroxidacdo lipidica, por sua vez, é o processo metabdlico pelo qual as EROs
resultam na deterioragdo oxidativa dos lipidios. Isso pode afetar significativamente a estrutura
e funcdo da membrana celular (VALKO et al., 2007). Encontramos um aumento na peroxidagéo
lipidica no CE e CPF de machos e fémeas expostos a poly(l:C) + estresse, bem como ao
poly(1:C) neonatal sozinho. No entanto, nds ndo observamos influéncias sexuais em niveis de
peroxidacgdo lipidica no CPF e no CE. Um estudo na mesma linha mostrou que camundongos
machos e fémeas expostos a poly(l:C) neonatal, seguido por estresse por contensdo na
adolescéncia apresentaram alteracfes oxidativas, principalmente no CPF (DESLAURIERS et
al., 2014). Uma das diferencas entre este trabalho e 0 nosso é que Deslauriers e colaboradores
ndo dividiram os animais machos e fémeas em grupos separados. Sugere-se que insultos
ambientais pré e/ou pds-natais interajam com fatores genéticos especificos para produzir
estresse oxidativo e aumentar o risco de disfuncdo cerebral neurodesenvolvimental a longo
prazo (JIANG; COWELL; NAKAZAWA, 2013).

Até o momento, nenhum estudo sobre o modelo animal de esquizofrenia por dois
desafios tinha avaliado as consequéncias de poly(l:C) neonatal como o primeiro desafio e
ninguém havia investigado as influéncias sexuais sobre o desenvolvimento de alteragdes tipo
esquizofrenia neste modelo. Observamos que as maiores alteragbes comportamentais e
oxidativas ocorreram em animais expostos a poly(l:C) + estresse. De fato, os fatores de risco
precoces e tardios ndo sdo simplesmente aditivos, em vez disso, a hipotese preconiza que 0
primeiro desafio aumenta a vulnerabilidade do individuo para os efeitos do segundo desafio
(BUUSE; GARNER; KOCH, 2003).

Geralmente o modelo animal original de esquizofrenia por dois desafios é baseado na

exposicdo materna a uma dose fisiologicamente relevante de poly(1:C) no nono dia gestacional,
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considerada como o primeiro desafio, seguida por eventos estressores na fase peripuberal como
um segundo desafio (GIOVANOLI et al., 2013). No entanto, o cérebro dos roedores ainda
encontra-se em desenvolvimento e maturacdo significativa no inicio da vida pos- natal
(SEMPLE et al., 2013).

Por isso, nesse estudo decidiu-se por introduzir o primeiro desafio durante a vida
neonatal, a fim de simular um desafio imune que, traduzido para os seres humanos, representa
o fim do terceiro trimestre da gravidez (SEMPLE et al., 2013), considerado um periodo
vulneravel para disturbios de desenvolvimento, uma vez que o acometimento de infeccOes
virais nessa fase da gestacdo humana esta associada a um risco aumentado para a psicose na
prole quando adulta (BUKA et al., 2008). O periodo pds-natal 5-7 em roedores é equivalente
ao inicio do terceiro trimestre da gravidez em humanos, ja que o intervalo de 36 a 40 semanas
da gestacdo humana corresponde aos dias pds-natais 7 a 10 em roedores (SEMPLE et al., 2013).

Em relacdo as diferencas sexuais, estudo recente do nosso grupo de pesquisa mostrou
que ratos adultos machos e fémeas submetidos a um primeiro desafio neonatal com quetamina
apresentaram alteraces comportamentais e oxidativas que se assemelham as diferencas de sexo
na esquizofrenia. No caso das fémeas, as alteracdes variavam de acordo com a fase do ciclo
estral em que elas se encontravam (BORELLA et al., 2015). Estas descobertas somaram

evidéncias quanto ao papel protetor do estrogénio na esquizofrenia (KULKARNI et al., 2001).
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CAPITULO II
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7. CAPITULO Il
ESTUDO DA N-ACETILCISTEINA COMO POSSIVEL ESTRATEGIA DE
PREVENCAO PARA ALTERACOES COMPORTAMENTAIS E OXIDATIVAS NO
MODELO DE ESQUIZOFRENIA DE DOIS DESAFIOS

7.1 Resultados das alteragdes comportamentais

Analisando os resultados do teste de IPP, percebeu-se uma interacao de trés vias entre
“sex0”, “tratamento neonatal” e “droga” [F(2,154)=3.697, P=0.027]. Ndo houve diferencas
significativas entres os animais machos e fémeas tratados com sal + NAC110 ou sal + NAC220
guando comparados ao controle (Fig.23A). Foi observado que as fémeas dos grupos poly(l:C)
+ estrese + NAC110 e poly(l:C) + estrese + NAC220 mostraram um aumento significativo na
funcdo sensério motora quando comparadas as fémeas submetidas aos dois desafios
(P<0.0001).

Resultados semelhantes foram encontrados nas fémeas tratadas com poly(I:C) + ambas
as doses de NAC quando comparadas as que receberam poly(l:C) neonatal (P<0.0001). Em
relacdo aos machos, tanto aqueles pertencentes ao grupo poly(l:C) + NAC110 (P=0.023) quanto
os do grupo poly(l:C) + estresse + NAC110 (P=0.002) apresentaram um déficit de IPP quando
comparados as fémeas dos grupos respectivos. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre machos submetidos a um (poly(1:C)) ou dois desafios (poly(l:C) + estresse)
comparados aos animais destes grupos sendo que tratados com ambas as doses de NAC
(Fig.23B).
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Fig. 23. Efeito da NAC110 e NAC220 na média da % de IPP de animais submetidos a nenhum
desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E*) (B).
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Os animais eram tratados com salina ou poly(I:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados foi
feita através de ANOVA de quatro vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001,
****P < 0.0001). Abreviagdes: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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Quanto ao parametro de distancia total percorrida avaliado pelo teste do campo aberto
houve uma interacdo de duas vias entre os fatores “estresse na adolescéncia” e “droga”
[F=(2,147)=14.871, P<0.0001]. Observou-se um aumento significativo da distancia total
percorrida pelas fémeas do grupo sal + NAC220 quando comparadas aos machos do mesmo
grupo (P=0.0031). No entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas entres o0s
animais machos e fémeas tratados com sal + NAC110 ou sal + NAC220 quando comparados
ao controle (Fig. 24A).

Houve um reducéo significativa da atividade locomotora de machos e fémeas dos
grupos poly(l:C) + estresse + NAC110 e poly(l:C) + estresse + NAC220 quando comparados
aos grupos poly(l:C) + estresse de cada sexo respectivo (P<0.0001). Nos machos e fémeas dos
grupos poly(l:C) + NAC110 ou poly(l:C) + NAC220 ndo foram observadas diferencas
significativas quando comparados aos animais tratados apenas com poly(l:C) neonatal
(Fig.24B).
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Fig. 24. Efeito da NAC110 e NAC220 na distancia total percorrida pelos animais submetidos a
nenhum desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E¥) (B).
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Os animais eram tratados com salina ou poly(I:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados foi
feita através de ANOVA de quatro vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001,
****P < (0.0001). Abreviagdes: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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Em relacdo ao pardmetro nimero de entradas na zona central, também avaliado pelo
teste de campo aberto, verificou-se uma interagdao de duas vias entre “tratamento neonatal” e
“droga” [F(2,97)=4.954, P=0.009]. Verificou-se uma reducdo significativa no ndmero de
entradas na zona central dos machos do grupo sal + NAC220 quando comparados com 0
controle (P=0.040). Nao observamos diferencas significativas entre as fémeas tratadas com sal
+ NAC110 ou NAC220 quando comparadas ao controle (Fig.25A).

Foi observado um aumento significativo do nimero de entradas na zona central de
fémeas do grupo poly(l:C) + NAC220 quando comparadas aos machos do grupo respectivo
(P=0.041). Resultado semelhante foi encontrado nas fémeas tratadas com poly(l:C) + NAC110
quando comparadas as fémeas do grupo poly(l:C) (P=0.026). Nos machos, a maior dose de
NAC quando administrada no grupo tratado com poly(l:C) neonatal promoveu uma diminui¢do
significativa do nimero de entradas na zona central quando comparados aos grupos salina
(P=0.03), com poly(l:C) neonatal e poly(l:C) + NAC110 (P=0.026) (Fig. 25B).
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Fig. 25. Efeito da NAC110 e NAC220 no nimero de entradas na zona central do campo aberto
pelos animais submetidos a nenhum desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios

(poly(l:C) + E*) (B).
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Os animais eram tratados com salina ou poly(l:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A anélise dos resultados foi
feita através de ANOVA de quatro vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001,
****pP < 0.0001). AbreviacGes: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.



85

Em relacdo ao teste de Interacdo Social, houve uma interacdo de duas vias entre
“tratamento neonatal” e “droga” [F(2,208)=6.117, P=0.003] e de trés vias entre “sexo”,
“estresse na adolescéncia” e “droga” [F(2,208)=3.170, P=0.044]. Verificamos que machos
tratados com salina+NAC110 mostraram um aumento significativo na interacdo social quando
comparados as fémeas do mesmo grupo (P=0.039). Entretanto, quando comparados aos
controles, machos e fémeas tratados apenas com NAC110 ou NAC220 ndo apresentaram
diferencas significativas (Fig.26A).

Foi observado um aumento da interacdo social em machos expostos aos dois desafios
+ NAC110 ou NAC220 quando comparados aos machos do grupo dois desafios sem tratamento
(P<0,0001). No entanto, apenas as fémeas grupo poly(l:C) + estresse + NAC220 (P=0.037),
mostraram aumento significativo da interacdo social quando comparadas ao grupo dois desafios
sem tratamento. J& quando comparadas ao grupo poly(l:C)+NAC220, essas fémeas mostraram
diminuicdo significativa da interacdo social (P=0.049). Foi observado um aumento significativo
da interacdo social das fémeas dos grupos poly(l:C)+NAC110 (P=0.026) e poly(I:C)+NAC220
(P=0.011) quando comparadas as fémeas dos grupo tratado apenas com poly(l:C)
neonatalmente. Ndo foram evidenciadas diferencas significativas entre machos dos grupos
poly(l:C) + NAC110 ou poly(l:C) + NAC220 quando comparados aos machos tratados apenas
com poly(l:C) neonatal (Fig.26B).
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Fig. 26. Efeito da NAC110 e NAC220 na interagdo social de animais submetidos a nenhum
desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E*) (B).
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Os animais eram tratados com salina ou poly(I:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média = E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A anélise dos resultados foi
feita através de ANOVA de quatro vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001,
****pP < 0.0001). AbreviacGes: Sal = salina; DPN = dia p6s-natal; E*: estresse.
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A anélise do teste de Labirinto em Y pela Anova de 3 vias revelou uma significante
interacdo de duas vias entre “tratamento neonatal” e “droga” [F(2,198)=15.705,P<0.0001] e
entre “estresse na adolescéncia” e “droga” [F(2,198)=4.384, P=0.014]. Primeiramente, ndo
identificamos diferencas significativas entres os animais machos e fémeas tratados com sal +
NAC110 ou sal + NAC220 quando comparados ao controle (Fig. 27A). Neste teste, fémeas dos
grupos poly(l:C) + estresse + NAC110 ou NAC220 apresentaram aumento significativo da
porcentagem de alternacdes corretas quando comparadas as fémeas do grupo poly(l:C) +
estresse (P<0.0001).

Além disso, as fémeas tratadas com poly(l:C) + NAC110 (P=0.050) ou NAC220
(P=0.041) também mostraram um aumento significativo na porcentagem de alternagdes
corretas quando comparadas as fémeas tratadas apenas com poly(l:C) neonatal. Em relacéo aos
machos, ambas as doses de NAC foram capazes de reverter de maneira significativa o déficit
de memdria de trabalho causado por poly(l:C) sozinho ou por poly(l:C)+estresse (P<0.0001)
(Fig. 27B).
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Fig.27. Efeito da NAC110 e NAC220 na % de alternacdes corretas (Labirinto em Y) de animais
submetidos a nenhum desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E")
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Os animais eram tratados com salina ou poly(I:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados foi
feita através de ANOVA de quatro vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001,
****P < (0.0001). Abreviagdes: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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7.2. Resultados das alteragdes oxidativas cerebrais

A analise dos niveis de GSH no CPF revelou uma interacdo significativa entre
“tratamento neonatal” e “droga” [F(2,78) =9.038, P < 0.0001]. Nesta area cerebral os niveis do
antioxidante GSH reduziram significativamente quando os machos (P=0.01) tratados com
salina + NAC220 e fémeas (P<0.0001) tratados com salina + ambas as doses de NAC220 foram
comparados com os controles (Fig.28A). Entretanto, observou-se um aumento significativo de
GSH de fémeas submetidas a poly(l:C) + NAC110 quando comparados aquelas submetidas
apenas a poly(l:C) (P=0.042). Quando comparadas as fémeas do grupo poly(l:C) + NAC110,
as fémeas do grupo dois desafios + NAC110 apresentaram uma queda nos niveis de GSH
(P=0.017) (Fig. 28B).

No CE observou-se uma interacdo significativa entre os trés fatores: "sexo",
“tratamento neonatal” e “droga” [F(2,78)=9.983, P<0.0001]. Fémeas tratadas com salina +
ambas as doses de NAC mostraram uma diminuicédo significativa nos niveis de GSH quando
comparadas ao controle (P<0.0001) (Fig. 29A). Entretanto, quando tratadas com poly(l:C)
neonatal + NAC110 houve um aumento significativo de GSH nesta area cerebral quando
comparou-se ao grupo poly(l:C) (P=0.018).

Observou-se uma reducdo nos niveis de GSH das fémeas expostas aos dois desafios +
NAC110 quando comparadas as expostas ao poly(l:C)+NAC110 (P=0.004) e ao controle

(P=0.013). Nos machos ndo foram verificadas diferencas estatisticas significativas (Fig.29B).
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Fig. 28. Efeito da NAC110 e NAC220 nos niveis de GSH no cortex pré-frontal de animais

submetidos a nenhum desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E")
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Os animais eram tratados com salina ou poly(l:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A anélise dos resultados foi
feita através de ANOVA de quatro vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001,
****pP < 0.0001). AbreviacGes: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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Fig. 29. Efeito da NAC110 e NAC220 nos niveis de GSH no corpo estriado de animais
submetidos a nenhum desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E")
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Os animais eram tratados com salina ou poly(I:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados foi
feita através de ANOVA de quatro vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001,
****P < 0.0001). Abreviagdes: Sal = salina; DPN = dia pos-natal; E*: estresse.
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Em relacdo aos niveis de nitrito, uma interacdo significante entre “estresse na
adolescéncia” e “droga” foi observada no CPF [F(2,62)=16.897, P<0.0001]. N&o foram
observadas diferencas significativas entre machos e fémeas tratados com salina + ambas as
doses de NAC quando comparados aos controles (Fig. 30A). Niveis diminuidos de nitrito foram
detectados tanto nos ratos machos quanto nas fémeas expostos a combinagéo de poly(l:C) +
estresse + ambas as doses de NAC, sendo essa reducdo significativa em relagdo aos grupos
poly(l:C) + estresse de ambos os sexos (P<0.0001) (Fig. 30B).

No CE houve uma significante interacdo de trés vias entre “sexo”, “tratamento
neonatal” e “estresse na adolescéncia” [F(1,60)=4.274, P=0.043]. Ndo foram observadas
diferengas significativas entre machos e fémeas tratados com salina + ambas as doses de NAC
guando comparados aos controles (Fig. 31A). Nessa area cerebral, fémeas submetidas aos dois
desafios + ambas as doses de NAC apresentaram niveis significantemente menores de nitrito
quando comparadas as fémeas dois desafios ndo tratadas (P<0.0001). Nos machos, essa

diferenca significativa so foi observada com a menor dose de NAC (P=0.008) (Fig. 31B).
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Fig. 30. Efeito da NAC110 e NAC220 nos niveis de Nitrito no cortex pré-frontal de animais
submetidos a nenhum desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E")
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Os animais eram tratados com salina ou poly(I:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A anélise dos resultados foi
feita através de ANOVA de quatro vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001,
****pP < 0.0001). AbreviacGes: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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Fig. 31. Efeito da NAC110 e NAC220 nos niveis de Nitrito no corpo estriado de animais
submetidos a nenhum desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E")
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expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados foi
feita através de ANOVA de quatro vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001,
****P < 0.0001). Abreviagdes: Sal = salina; DPN = dia pos-natal; E*: estresse.
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Em relacdo a anélise de peroxidacgdo lipidica no CPF, foi observada uma interacéo de
duas vias entre “tratamento neonatal” e “droga” [F(2,80)=21.178, P<0.0001]. O tratamento com
NAC mostrou um aumento dos niveis de TBARS em machos (P<0.0001) e fémeas (NAC110:
P=0.004, NAC220: P<0.0001) tratados com salina quando comparados aos controles (Fig.
32A). Machos e fémeas (P<0.0001) submetidos aos dois desafios e tratados com NAC110
(machos: P=0.01) e NAC220 (machos: P=0.002) apresentaram uma reducdo nos niveis de
TBARS quando comparados aos expostos aos dois desafios sem tratamento. Diminuicéo
semelhante foi observada nos machos e fémeas tratados com poly(l:C) + NAC110 (P=0.002) e
poly(l:C) + NAC220 (fémeas: P=0.002, machos: P<0.0001) quando comparados aos tratados
apenas com poly(l:C) neonatal (Fig. 32B).

Em relacdo ao CE houve uma intera¢ao de duas vias entre “tratamento neonatal” e
“droga” [F(2,77)=14.356, P<0.0001]. Nao foram observadas diferencas significativas entre
machos e fémeas tratados com salina + ambas as doses de NAC quando comparados aos
controles (Fig. 33A). As fémeas dos grupos dois desafios + NAC110 (P=0.048) e NAC220
(P=0.044) mostraram uma reducao significativa na peroxidacao lipidica quando comparadas as
fémeas expostas aos dois desafios ndo tratadas. Machos submetidos apenas a poly(l:C) + ambas
as doses de NAC (P<0.0001) apresentaram diminui¢do de TBARS quando comparados aos
machos submetidos apenas a poly(l:C).

Fémeas poly(l:C) + NAC110 (P<0.0001) e fémeas poly(l:C) + NAC220 (P=0.001)
também mostraram diminuicdo significativa de TBARS quando comparadas as fémeas
poly(l:C). Por ultimo, houve um aumento de peroxidacdo lipidica quando aos animais
submetidos ao primeiro desafio + NAC era acrescido o segundo desafio, demonstrado através
das seguintes diferencas significativas: Fémeas: poly(l:C) + NAC110 versus poly(l:C) +
estresse + NAC110 (p=0.001), poly(l:C) + NAC220 versus poly(l:C) + estresse + NAC220
(p=0.005); Machos: poly(l:C) + NAC110 versus poly(l:C) + estresse + NAC110 (p=0.004),
poly(I:C) + NAC220 versus poly(l:C) + estresse + NAC220 (p=0.002) (Fig. 33B).
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Fig. 32. Efeito da NAC110 e NAC220 nos niveis de TBARS no cortex pré-frontal de animais
submetidos a nenhum desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E")

(B).

A Cortex pré-frontal
© 200 -
£ _u.u_l
g 1
(@]
= 150~ |
o
wn (@)
x E
a <1007 - [ sal
F s EE sal+ NAC110
(D)
s 504 Sal+ NAC220
°
£
2 o
Machos Fémeas
B Cortex pré-frontal
*k*k*k
< 5001 I_f_ ok
£
2
o 400
> I
» 2 300- Sal
x E Bl Poly(l:C)
5 S EE Poly(IiC) + NAC110
200 4
F s [ Poly(l:C) + NAC220
[¢)]
S oo- M coyc)+ET
o B2 poiy(1:c) + ET+ NAC110
E 2 poiy(1:c)+ E'+ NAC 220
N o-

Machos Fémeas
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expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=10-15 animais/grupo). A analise dos resultados foi
feita através de ANOVA de quatro vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001,
****pP < 0.0001). AbreviacGes: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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Fig. 33. Efeito da NAC110 e NAC220 nos niveis de Nitrito no corpo estriado de animais
submetidos a nenhum desafio (A) a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E")
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****pP < 0.0001). AbreviacGes: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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7.3. Discussao

Nossos resultados mostraram que a administracdo de NAC durante a fase da
periadolescéncia de machos e fémeas preveniu parcialmente as anormalidades
comportamentais e oxidativas do tipo esquizofrenia induzidas pelo modelo de dois desafios.
Observamos uma influéncia do sexo nos efeitos da NAC na avaliagdo de algumas alteracfes
comportamentais induzidas pelos desafios. Neste contexto, fémeas expostas ao poly(l:C) +
estresse foram prevenidas das alteracdes na inibicdo pré-pulso quando tratadas com NAC.
Machos e fémeas submetidos aos dois desafios e tratados com NAC foram prevenidos das
alteragbes na memoria de trabalho, na atividade locomotora e na interagdo social. Nos
parametros oxidativos, observamos uma prevencao nas alteracbes nos niveis de nitrito e da
peroxidacdo lipidica no CPF (ambos os sexos) e CE (apenas fémeas) de animais submetidos
aos dois desafios.

Dessa forma, nossos resultados sugerem que o efeito preventivo da NAC é dependente
do sexo em algumas situacoes especificas ja que foram encontradas interacdes de trés vias entre
sexo, droga e tratamento neonatal, e sexo, droga e estresse na adolescéncia. Assim, diferencas
hormonais entre machos e fémeas durante a maturacao peripuberal parece ter uma influéncia
na efetividade do tratamento com NAC em prevenir alteracdes comportamentais e bioquimicas
a longo prazo, com as fémeas respondendo melhor, em algumas situacdes, a este antioxidante
do que os machos. Corroborando nossos resultados, dados clinicos e experimentais sugerem
que as fémeas tem um melhor potencial antioxidante do que os machos (BHATIA et al., 2012).
Esses estudos indicam que existe uma aparente associa¢do entre 0 sexo e 0 estresse oxidativo,
onde as mulheres parecem ser menos suscetiveis ao estresse oxidativo (KANDER; CUI; LIU,
2017).

Nas fémeas, o efeito benéfico da NAC na deficiéncia de IPP é consistente com 0
efeito benéfico dessa droga revelado em outros modelos animais que capturam anormalidades
nesses dominios comportamentais, como por exemplo o estudo de Chen e colaboradores (2010)
gue mostrou que a NAC amenizou significativamente os déficits de IPP observados em ratos
knockout para o receptor metabotrépico de glutamato (mGIuR5), considerado um modelo que
induz anomalias comportamentais relevantes para a esquizofrenia baseados na reducdo da
funcdo glutamatérgica.

Com relacdo ao efeito da NAC na atividade locomotora, fémeas e machos expostos
aos dois desafios e tratados com ambas as doses de NAC apresentaram uma reducdo da
atividade locomotora quando comparados aos animais dois desafios ndo tratados. Ou seja, NAC
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preveniu os sintomas positivos tipo esquizofrenia nesses animais. Estudo prévio mostrou que
NAC foi capaz de prevenir a hiperlocomogéo observada em ratos tratados com metanfetamina,
uma droga associada a esquizofrenia (FUKAMI et al., 2004; LI et al., 2014). J& os animais
tratados com poly(1:C) e NAC mantiveram o mesmo nivel de atividade locomotora que aqueles
submetidos apenas a poly(l:C), niveis estes semelhante aos dos controles. Parece, portanto, que
o fator determinante tanto para a expressdo do sintoma quanto para a resposta & NAC é a
associacdo entre os dois desafios. Esses dados validam o modelo de dois desafios, o qual afirma
que o primeiro desafio ndo vai resultar em manifestacdes clinicas, mas sim deixa o individuo
mais vulneravel a um futuro segundo desafio (FEIGENSON; KUSNECOV; SILVERSTEIN,
2014).

Em nosso estudo, a administracdo pré-sintomatica de NAC ndo levou a resultados
comportamentais adversos em animais controles que foram expostos a nenhum, a apenas um
ou aos dois insultos ambientais. Com excecdo dos resultados obtidos na avaliagdo do nimero
de entradas na zona central do campo aberto, onde foi observado que a maior dose de NAC
promoveu uma piora no comportamento tipo ansioso de machos submetidos a nenhum insulto
ou ao desafio imune pés-natal com poly(l:C). O teste do campo aberto esta bem validado para
mensurar 0 comportamento tipo ansioso nos roedores (HALENE et al., 2009). A zona central
do campo aberto é uma érea aberta bem iluminada e considerada pelo animal um ambiente
potencialmente perigoso (SHEPHERD et al., 1994). Assim, a diminuicdo do numero de
entradas na zona central do campo aberto pelos machos tratados com a maior dose de NAC
significa que os mesmos passaram mais tempo percorrendo a periferia do campo aberto,
caracteristica de ansiedade denominada tigmotaxia (OUHAZ et al., 2015). Nossos resultados
reforcam estudos prévios que mostraram que especificamente no teste de campo aberto ratos
machos exibem mais ansiedade do que ratas fémeas ao examinar o parametro da tigmotaxia
(KOKRAS; DALLA, 2014).

Estudo semelhante recente utilizando o modelo de ativacdo imune pré-natal no 9°
dia de gestacdo e o estresse na puberdade do 30° ao 40° dia de vida da prole mostrou que a
administracdo da NAC através da dgua durante o periodo do estresse falhou em prevenir o
comportamento tipo ansioso (HERRMANN; GIOVANOLI; ELISABETSKY, 2016).
Entretanto, em nosso estudo as fémeas tratadas com poly(l:C) e a menor dose de NAC
mostraram melhora no comportamento tipo ansioso. Quanto a ensaios clinicos, ha uma escassez
nesse tipo de estudo controlado relacionando as potenciais aplicagdes de NAC no tratamento
da ansiedade, o que torna dificil discutir o efeito da NAC neste transtorno (MINARINI et al.,
2017).
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Quanto ao teste de interacdo social percebemos que os machos submetidos ao desafio
imune com poly(l:C) e tratados com ambas as doses de NAC ndo mostraram uma melhora
significativa na interacdo social. Esses resultados corroboram estudo recente que, de maneira
semelhante, ndo mostrou resultado significativo em relacdo a interacdo social de camundongos
machos tratados de maneira subaguda com uma dose de 100mg/kg de NAC (SANTOS et al.,
2017). Parece, portanto, que o comportamento ansioso previamente relatado contribuiu para a
pobre interacdo social observada nos machos desse grupo. Entretanto, quando submetidos aos
dois insultos e tratados com NAC houve uma melhora no comportamento de interacdo social,
sendo que nas fémeas essa melhora s6 foi observada com a maior dose de NAC. Estudo recente
mostrou que o tratamento com NAC preveniu os déficits de interacdo social induzidos na prole
de ratas prenhas desafiadas imunologicamente com quetamina (PHENSY et al., 2017).

Observamos que ambas as doses de NAC foram capazes de prevenir déficit na
memoria de trabalho em machos e fémeas causado pelo desafio imune neonatal sozinho ou
combinado com o estresse. Um estudo utilizando modelo de desafio imune pré-natal com LPS
mostrou que o tratamento com NAC as ratas prenhas, na dose de 500mg/kg/dia, promoveu uma
melhora na memdria de trabalho dos filhotes, sugerindo que esta droga pode ser clinicamente
usada mesmo apos episddios imuno-inflamatorios (LANTE et al., 2008).

O estresse psicossocial tem sido cada vez mais associado ao estresse oxidativo e as
vias inflamatorias. Ratos socialmente isolados no inicio da vida desenvolvem déficits na
inibicdo pré-pulso, memoria de reconhecimento, comportamento social e citocinas anti-
inflamatdrias, efeitos que poderiam ser revertidos pelo tratamento combinado de clozapina e
NAC (MOLLER et al., 2013).

Em relagdo ao estresse oxidativo nossos resultados mostraram que em animais
submetidos a nenhum desafio, ou seja, tratados apenas com salina, NAC promoveu um prejuizo
nos niveis do antioxidante GSH no CE e CPF de fémeas (ambas as doses) e no cértex pré-
frontal dos machos (apenas a maior dose). Esses resultados podem ser explicados pelo
mecanismo de feedback negativo na sintese de GSH, que faz com que este metabdlito, em altas
concentrages, iniba a enzima glutamato-cisteina ligase (GCL) (GRIFFITH, 1999). O efeito
protetor de NAC, portanto, se d4 em contextos metabdlicos carentes de GSH, ou seja, se GSH
ja é abundante, a inibicdo da sintese de mais glutationa por este mecanismo auto-regulatorio
culminara na auséncia dos efeitos protetores de NAC mediados por GSH (RUSHWORTH,;
MEGSON, 2014). De fato, um estudo com voluntarios saudaveis mostrou que o tratamento oral
com NAC durante seis semanas nas doses de 1.6 e 2.4g por dia reduziu em 48% os niveis de
glutationa (KLEINVELD; DEMACKER; STALENHOEF, 1992).
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Curiosamente, a NAC ndo aumentou os niveis de GSH de animais que foram
submetidos aos dois insultos. Provavelmente isso pode ter ocorrido pelo fato de que o modelo
de dois desafios proporcionou um déficit de GSH em excesso, o qual a NAC ndo foi capaz de
reverter. No entanto, quando submetidos apenas ao desafio imune com poly(l:C) a menor dose
de NAC preveniu os déficits de GSH nas duas areas cerebrais estudadas, apenas nas fémeas.
Assim, consideramos que 0 estresse € um fator relevante para que a NAC ndo consiga exercer
seu papel de doadora da cisteina e, portanto, precursora de GSH. Em nosso protocolo
experimental ndo foi delimitado um grupo apenas submetido ao estresse e tratado com NAC.
Portanto, estudos posteriores precisam ser realizados para compreendermos melhor o papel dos
eventos estressores sozinhos na fase da periadolescéncia e sua relagdo com a acdo antioxidante
da NAC. O fato de que a NAC s0 teve acdo benéfica nas fémeas pode ser explicado pelo efeito
protetor benéfico que o estrdégeno exerce sobre o estresse oxidativo (NICKELSON et al., 2012).

Observamos que NAC promoveu uma reducdo nos niveis de nitrito no CPF e CE de
machos (apenas a menor dose no CE) e fémeas (ambas as doses). Esses resultados condizem
com os estudos que propdem que NAC é capaz de modular a producdo de NO através de um
efeito inibitorio sobre iINOS, muito provavelmente agindo em um dos eventos que levam a
indugéo da enzima. A administragdo de NAC em animais desafiados por LPS promoveu uma
reducado nos niveis plasmaticos de nitrito/nitrato e nitrosil hemoglobina (NO-hb) (BERGAMINI
et al., 2001). Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram gque animais submetidos
ao poly(l:C) neonatal apresentam aumento progressivo, entre a adolescéncia e idade adulta, de
iINOS em éareas cerebrais relevantes para a esquizofrenia (RIBEIRO et al., 2013).

Em relagdo aos niveis de peroxidacgdo lipidica, quando os animais eram expostos ao
desafio imune neonatal com poly(l:C) e tratados com NAC na fase peri-puberal houve uma
reducdo nos niveis de peroxidacdo lipidica de machos e fémeas, quando comparadas aos
animais expostos apenas ao desafio imune. Estudos sugerem que a NAC atua através de
diferentes vias metabolicas subjacentes a patofisiologia de varias desordens psiquiatricas e
neuroldgicas e, por isso, pode gerar diferentes respostas (DEEPMALA et al., 2015). Efeitos da
NAC semelhantes aos encontrados em nosso estudo foram observados em outras desordens
psiquiatricas. Em um modelo animal de mania a administragdo combinada de antioxidantes
(NAC e deferoxamina) preveniu o aumento da peroxidacéo lipidica (ARENT et al., 2015).
Além disso, o tratamento com NAC inibiu a peroxidacdo lipidica e aumentou a atividade de
GSH em modelo de doenga de Alzheimer (HUANG et al., 2010). Em estudos clinicos, a NAC
promoveu uma melhora na desregulacdo do sistema redox em pacientes esquizofrénicos
(CARMELI et al., 2012).
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Interessantemente, ao tratarmos com NAC os animais submetidos apenas a salina
verificamos um aumento da peroxidacéo lipidica no CPF de machos e fémeas. Provavelmente
isso pode ter ocorrido pelo fato de que o suplemento com NAC em animais que possuem niveis
normais de GSH promoveu a ativacdo do trocador cistina/glutamato, fazendo com que
ocorresse uma saida de glutamato dos astrécitos. Esse glutamato, em excesso, ativara 0s
receptores do tipo NMDA, promovendo um influxo de calcio e, portanto, um aumento da
peroxidacdo lipidica e dano celular (DEAN; GIORLANDO; BERK, 2011).

Observamos que ao suplementarmos com NAC os animais submetidos aos dois desafios
observamos uma melhora nos niveis de nitrito e TBARS, em relagdo aos animais submetidos
aos dois desafios e ndo tratados. Entretanto, verificou-se que as fémeas expostas aos dois
desafios e tratadas com ambas as doses de NAC apresentaram maiores niveis de peroxidacao
lipidica no CE quando comparadas as fémeas expostas apenas ao desafio imune e tratadas com
NAC. Isso sugere que o estresse seja um fator delimitador que ndo permite que a NAC exerca
seu papel de antioxidante em sua totalidade. De fato, os antioxidantes podem atuar de forma
diferente, dependendo do estado redox do organismo e do meio celular, de modo que eles agem
tanto como um antioxidante ou como um pré-oxidante (HARVEY et al., 2008; MOLLER;
SWANEPOEL; HARVEY, 2015). A este respeito, a localizacdo da geracdo das EROs, a
espécie gerada e a abundancia relativa de antioxidantes endégenos na localidade sdo exemplos
de fatores determinantes vitais do sucesso ou fracasso de um antioxidante administrado para
ajudar a prevenir danos celulares (RUSHWORTH; MEGSON, 2014).

Observamos que no teste de IPP, que avalia sintomas positivos de esquizofrenia, as
fémeas responderam melhor ao tratamento com o antioxidante NAC. De fato, j4 é bem
conhecido que as mulheres respondem melhor aos antipsicéticos do que os homens, inclusive
exigindo menores doses desses medicamentos (SEEMAN; LANG, 1990), isso pode ser devido
as propriedades do estrogeno em melhorar a eficdcia dos antipsicoticos na esquizofrenia
(HAFNER et al., 1991a). Por outro lado, machos e fémeas, foram prevenidos das alteracdes em
memoria de trabalho, interacdo social e hiperatividade induzidos pela exposi¢do a um ou dois
desafios. De maneira geral, a prevencdo das alteracbes comportamentais pela NAC foi

acompanhada da prevencéo de alteracdes nos niveis de nitrito e peroxidacéo lipidica.
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CAPITULO 1
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8. CAPITULO Il
ESTUDO DAS VIAS NEUROQUIMICAS DA ESQUIZOFRENIA

8.1.Resultados da avaliacao de Akt-fosforilada/total

Na avaliagdo da ativacdo hipocampal da Akt ndo houve interacdo entre os fatores,
entretanto verificou-se uma diminuicéo significativa nos niveis da Akt-fosforilada/Akt-total nos

controles fémeas quando comparados aos controles machos (P=0.009) (Fig. 34).

Fig. 34. Efeito da NAC110 e NAC220 na fosforilagdo da Akt no hipocampo de animais
submetidos a um desafio (poly(l:C)) ou a dois desafios (poly(l:C) + E").
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expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=5 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita
através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P <
0.0001). Abreviac0es: Sal = salina; DPN = dia pés-natal; E*: estresse.
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8.2.Resultados da avaliacdo da expressédo proteica do receptor GPR30

Na avaliagéo da expressdo hipocampal do receptor GPR30 ndo houve interacao entre os fatores,
entretanto verificou-se uma diminuicdo significativa na expressdo de GPR30 nos animais
machos submetidos aos dois desafios e tratados com NAC220 quando comparados as fémeas
respectivas (P=0.019). Observamos também um aumento de GPR30 quando as fémeas expostas
aos dois desafios eram tratadas com NAC220 (P=0.004) (Fig. 35).

Fig. 35. Efeito da NAC220 na expressdo de GPR30 no hipocampo de machos e fémeas

submetidos a poly(l:C) + estresse.
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Os animais eram tratados com salina ou poly(I:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=5 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita
através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P <
0.0001). Abreviagdes: Sal = salina; DPN = dia p6s-natal; E*: estresse.
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8.3.Resultados da avaliacdo da expressdo proteica de NR2B fosforilado/ total

Na avaliacdo da expressao hipocampal do receptor NR2B ativado, ou seja, fosforilado
em relacdo ao NR2B total ndo houve interacdo entre os fatores nem diferencas significativas

entre os grupos (Fig. 36).

Fig. 36. Efeito da NAC220 na expressdo de NR2B fosforilado no hipocampo de machos e
fémeas submetidos a poly(l:C) + estresse.
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Os animais eram tratados com salina ou poly(I:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=5 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita
através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P <
0.0001). Abreviagdes: Sal = salina; DPN = dia p6s-natal; E*: estresse.
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8.4.Resultados da avaliagdo da expressao proteica de parvalbumina

Na avaliagdo da expressao hipocampal de PV ndo houve interacdo entre os fatores,
entretanto verificou-se um aumento significativo dessa proteina em fémeas submetidas aos dois
desafios e tratadas com NAC220 quando comparadas aos respectivos machos (P=0.018) e as

fémeas expostas aos dois desafios ndo tratadas (P=0.45) (Fig. 37).

Fig. 37. Efeito da NAC220 na expressdo de parvalbumina no hipocampo de machos e fémeas

submetidos a poly(l:C) + estresse.

-~ - - .
b - Parvalbumina

e w. = P . @&-tubulina

[ sal
M poyc)+ET
Poly(I:C) + E'+ NAC220

Parvalbumina
(expressao relativa)

-
NN\
T

Macho Fémea

Os animais eram tratados com salina ou poly(I:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=5 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita
através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P <
0.0001). Abreviagdes: Sal = salina; DPN = dia p6s-natal; E*: estresse.
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8.5.Resultados da avaliacdo da expresséo do receptor a7-nAChR

Na avaliacdo da expressdo hipocampal de a7-nAChR houve uma interacdo de duas
vias [F(1,20)= 26.353, P<0.0001], com um aumento significativo da expressao proteica de a7-
nNAChR nas fémeas submetidas aos dois desafios e tratadas com NAC220 quando comparadas
aos respectivos machos, as fémeas expostas aos dois desafios ndo tratadas (P<0.0001) e ao
controle (P=0.001). Verificou-se que a expressdo de a7-nAChR nas fémeas controles é
significativamente menor do que nos machos (P=0.023). Além disso, os machos submetidos
aos dois desafios + NAC220 mostraram uma menor expressdo de a7-nAChR quando
comparados aos expostos apenas aos dois desafios sem tratamento (P=0.032) e ao controle
(P=0.003) (Fig. 38).

Fig. 38. Efeito da NAC220 na expressdo de a7-nAChR no hipocampo de machos e fémeas
submetidos a poly(l:C) + estresse.
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Os animais eram tratados com salina ou poly(I:C) 2mg/kg (i.p) no DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=5 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita
através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P <
0.0001). Abreviac0es: Sal = salina; DPN = dia pds-natal; E*: estresse.
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8.6.Resultado da avaliacdo do peso do hipocampo

Na avaliacdo do peso do hipocampo observamos que houve uma interacdo de duas
vias [F(1,39)=47.76, P<0.0001], com um aumento significativo do volume hipocampal das
fémeas controles (P<0.0001), desafiadas (P=0.01) e desafiadas e tratadas com NAC (P=0.04)

qguando comparadas aos machos destes grupos respectivos (Fig.39).

Fig. 39. Efeito da NAC220 no volume do hipocampo de machos e fémeas submetidos a

poly(1:C) + estresse.
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Os animais eram tratados com salina ou poly(l:C) 2mg/kg (i.p) nho DPN5-7. No DPN40-48 os animais eram
expostos ao estresse (E*) ou ndo. No DPN30-59 os animais eram tratados com agua, NAC 110mg/kg ou NAC
220mg/kg (v.0). As barras representam a média + E.P.M (n=5 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita
através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. (*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P <
0.0001). Abreviagdes: Sal = salina; DPN = dia pés-natal; E*: estresse.
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8.7.Discussao

Em relacdo ao estudo das vias de sinalizagdo neuroguimicas observamos que as fémeas
tratadas apenas com salina apresentaram uma menor fosforilagdo de Akt e uma menor
expressdo de a7-nAChR do que os machos. Além disso, fémeas do grupo poly(l:C) + estresse
+ NAC220 apresentaram niveis maiores de expressao de GPR30, PV e a7-nAChR quando
comparadas aos machos deste grupo. Vale ressaltar que as fémeas submetidas aos dois desafios
e tratadas com NAC também mostraram um aumento de PV ¢ a7-nAChR quando comparadas
as fémeas expostas aos dois desafios, mas néo tratadas. Quanto aos machos, houve uma reducgéo
na expressao do receptor o7-nAChR naqueles submetidos aos dois desafios + NAC220, quando
comparamos aos submetidos apenas aos dois desafios, mas ndo tratados. Em relacdo a ativacdo
da subunidade NR2B do receptor NMDA né&o foram identificadas alteragdes significativas.

Essas diferencas sexuais encontradas podem ser explicadas pelo desenvolvimento
cerebral distinto entre os sexos. A mielinizacdo neuronal ocorre mais cedo no cérebro
femininos, assim como o estabelecimento de conexdes neurais e a lateralizagdo das fungdes
cerebrais (TAYLOR, 1969). Isso resulta em maior maturidade relativa de cérebros femininos
ao nascimento e subsequente menor vulnerabilidade ao trauma potencial do processo de
nascimento (SEEMAN; LANG, 1990). Além disso, as propriedades neuroprotetoras do
estrogeno pode parcialmente explicar a influéncia do sexo clinicamente (RAO; KOLSCH,
2003).

Estudos sugerem que as concentracdes de Akt total e Akt fosforilada estdo diminuidas
no CPF e HC na esquizofrenia (EMAMIAN, 2012), enquanto outros estudos ndo evidenciaram
mudancas nas concentracGes de Akt no CPF de pacientes com esquizofrenia (AMAR et al.,
2008; IDE et al., 2006). Em nossos resultados ndo houve alteracdo significativa dos niveis de
fosforilagcdo de Akt entre 0s grupos experimentais, exceto entre os controles machos e fémeas,
onde os machos mostraram uma maior ativacao de Akt em relacdo as fémeas.

Ja e bem conhecido que o estradiol ativa Akt em neurdnios através do receptor de IGF-
1 e da interacdo de receptores de estrogeno e PI3BK (CARDONA-GOMEZ et al., 2004). No
cérebro, o tratamento com estradiol aumenta fosforilacdo de Akt no hipocampo de ratas fémeas
ovariectomizadas e no estriado de camundongos machos da linhagem C57BI/6 (D’ASTOUS et
al., 2006; ZNAMENSKY et al., 2003). Isso sugere que a ativacdo de Akt pode ser um
importante efeito das a¢des do estradiol no cérebro (SPENCER et al., 2008).
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No entanto essa ativacdo depende do ciclo estral, assim como mostrou Spencer e
colaboradores (2008), onde a Akt foi ativada em toda formacdo hipocampal dorsal de
camundongos fémeas durante a fase do proestro, na qual o estradiol encontra-se elevado, mas
ndo na fase do diestro. Em nosso estudo néo foi avaliado o ciclo estral das ratas fémeas, dessa
forma, sugere-se que possivelmente as fémeas desde grupo estavam na fase do ciclo onde o
estrogeno ndo se encontra elevado.

A regulacdo da sinalizacdo da via Akt/GSK3 pelos receptores dopaminérgicos tem
importantes influéncias modulares em algumas func6es do receptor NMDA (CHEN et al.,
2007). Foi relatado que a atividade de GSK3 regula a expressdo e funcdo de NR2B (LI et al.,
2009). Um estudo recente mostrou que a modulacéo positiva de NR2B promove a fosforilacdo
de Akt (SHEN et al., 2016). A relevancia dessa informacéo é que em nosso estudo ndo foram
encontradas diferencas significativas na ativacao tanto de Akt quanto de NR2B. Além disso,
quando comparadas aos machos do grupo controle, as fémeas deste grupo mostraram tanto uma
reducdo significativa na ativacdo de Akt quanto uma tendéncia na reducdo da ativacdo de
NR2B.

Desde que a via da PI3K/Akt tem sido mostrada como sendo a maior sinalizagdo
consequente da estimulacdo de GPR30 pelo estrogénio (KOGANTI, 2015), investigamos a
expressao do receptor GPR30 em nosso modelo. Em nossos resultados observamos uma
diferenca sexual entre os grupos submetidos aos dois desafios e tratados com NAC, com as
fémeas apresentando maior expressdo de GPR30 do que os machos. Na mesma linha que nossos
resultados, autores mostraram que os niveis de GPR30 em ratos machos eram comparaveis ao
das fémeas em metaestro, mas consideravelmente menores que 0s niveis vistos nas fémeas em
proestro e estro (SPARY et al., 2013). Dessa forma, essa diferenca sexual na expressdo de
GPR30 em nosso estudo pode ter ocorrido pela influéncia dos niveis de estrogeno circulante
entre machos e fémeas. Outro resultado encontrado foi de que NAC preveniu a diminuicao da
expressdao de GPR30 observada nas fémeas expostas aos dois desafios. Um estudo recente
sugere que o efeito antioxidante do 17p-estradiol é reforgado na presenga de NAC, identificado
através da neuroprotecdo dos neurénios dopamineérgicos in vivo (BOTSAKIS et al., 2016).

Em modelos animais de esquizofrenia a NAC tem sido utilizada com sucesso para
prevenir as mudancas na expressao dos interneurénios parvalbumina (PVIs) (CABUNGCAL
et al., 2014), que acredita-se que sdo o centro de muitas mudancgas na rede cerebral de pacientes
esquizofrénicos (LEWIS et al., 2012). Por isso, resolvemos avaliar o efeito do nosso modelo e
do tratamento com a NAC na expressao desses interneurénios. Observamos que o modelo de

dois desafios ndo promoveu uma reducdo significativa da expressdo hipocampal de PV. Um
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estudo utilizando um modelo esquizofrenia por dois desafios semelhante ao nosso, com
diferengas apenas na espécie (a deles foram camundongos) e na ativa¢do imune com poly(l:C)
(a deles foi realizada no 9° dia de gestacdo), mostrou que poly(l:C) e estresse interagiram
sinergicamente para causar um déficits na expressdo de PV no giro denteado ventral, embora
nem a exposic¢ao Unica nem a combinada desses fatores mudaram a expressdo de PV em outras
regides da formagéo hipocampo (GIOVANOLI; WEBER; MEYER, 2014). Esses resultados
acrescentam a literatura em crescimento, sugerindo que a parte ventral do hipocampo é mais
vulneravel do que a parte dorsal em relacdo as mudangas na expressdao de PV ap0s exposicao
aos estressores do desenvolvimento tais como o desafio imune pré-natal intenso (MEYER et
al., 2008), inibigdo de neurogénese fetal (LODGE; BEHRENS; GRACE, 2009), ou aumento
do estresse oxidativo durante a maturacédo peripubertal (CABUNGCAL et al., 2013).

O efeito causal do estresse oxidativo na integridade dos PVIs é fortemente apoiado
pelo fato de que o estresse oxidativo induz o déficit de PVI na parte ventral do hipocampo, mas
nédo na dorsal (STEULLET et al., 2010). Em nosso estudo, o tratamento com NAC preveniu a
diminuicdo de PV em fémeas submetidas aos dois desafios. De fato, o efeito protetor de
antioxidantes na expressdo de PV ja foi amplamente estudado em varios modelos animais
como: ratos submetidos ao isolamento social e tratados com o antioxidante apocinina
(SCHIAVONE et al., 2009); ratos tratados com ketamina e com apocinina (BEHRENS et al.,
2007); ratos knockout para GCLM e tratados com NAC (CABUNGCAL et al., 2013).

Vale ressaltar que em nosso estudo esse aumento de PVIs foi significativamente maior
nas fémeas quando comparadas aos machos, o que vai ao encontro dos resultados demonstrados
por Wu e colaboradores (2013) onde a expressao de PV hipocampal aumenta gradualmente
durante o desenvolvimento de camundongos fémeas, enquanto que 0os machos ndo mostraram
quaisquer mudancas significativas na expressdo PV. Esta diferenca de sexo sugere um papel
dos hormanios esteroides sexuais na regulacao do desenvolvimento de PVIs no hipocampo.

O a7-nAChR ¢ conhecidamente expresso em menores quantidades em cérebros pos-
morte de pacientes esquizofrénicos (DE LUCA et al., 2004). As regibes cerebrais de menor
expressao, comparadas aos controlos psiquiatricos, incluem as envolvidas no processamento de
informacdes sensoriais, como o hipocampo (FREEDMAN et al., 1995). Em nosso estudo, as
fémeas controles mostraram uma menor expressdo de a7-nAChR do que os machos. Esse
resultado ndo era esperado, ja que ha evidéncias de que a expressao cerebral de nAChRs pode
ser induzida pelo estradiol (CENTENO et al., 2006). Diferentemente do nosso estudo, Koylu e
colaboradores (1997) observaram niveis basais mais elevados de nAChRs no cerebelo de ratas

fémeas em comparacdo com machos (Koylu et al., 1997). Esses resultados se assemelham aos
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encontrados nas avaliacOGes da ativacdo de Akt e da expresséo de NR2B, onde as fémeas
controles apresentaram menores niveis destas proteinas do que os machos. Mais uma vez
sugerimos que provavelmente as fémeas destes grupos encontravam-se em uma fase do ciclo
estral onde o estrogeno ndo se encontra elevado. Néo € de hoje que se sabe que durante a fase
do ciclo estral de proestro, quando h&a um pico de estradiol e progesterona, hd muitas mudangas
fisiologicas, como por exemplo: aumentos na atividade fisioldgica (KAWAKAMI;
TERASAWA; IBUKI, 1970), plasticidade (TERASAWA; TIMIRAS, 1968), potenciacdo de
longo prazo (WARREN et al., 1995), e densidade sinaptica (GOULD et al., 1990) no
hipocampo, que nédo séo vistos durante as fases de metaestro e diestro do ciclo (caracterizadas
por uma diminuicdo em estradiol e progesterona em relagdo ao proestro) (FRYE; PETRALIA;
RHODES, 2000).

Entretanto, as fémeas responderam melhor a NAC, ja que aquelas submetidas aos dois
desafios e tratadas com NAC mostraram um aumento de a7-nAChR quando comparadas as
fémeas controles, as fémeas desafiadas ndo tratadas e aos machos desafiados tratados com
NAC. Os agonistas seletivos de a7-nAChR tem mostrado um efeito positivo em diversos
modelos animais de cognicdo (BOESS et al., 2007; YOUNG et al., 2009). Alem disso, o0
tratamento com o agonista nicotinico PNU-282987 promoveu uma melhora na funcéo sensorio-
motora (BODNAR et al., 2005), na memoria (REDROBE et al., 2009) e na atividade
locomotora de ratos (VICENS et al., 2013). Isso sugere que o efeito benéfico nos parametros
comportamentais observados em fémeas pode ter se dado pela remodelacdo neuronal dos
receptores o7-NAChR. Observamos também que nos machos desafiados e tratados com NAC
houve uma piora na expressao de a7-nAChR. De fato, as diferengas nas vias de nicotina entre
roedores machos e fémeas podem resultar diretamente dos diferentes niveis neuroesterdides
corticais entre 0s sexos ou da translocacdo nuclear diferencial de receptores de esterdides. A
progesterona tem sido relatada como um fator influenciador direto na funcdo do receptor
nicotinico através de modulacao alostérica negativa de receptores de nicotina (BERTRAND et
al., 1991; VALERA; BALLIVET; BERTRAND, 1992).

Vale ressaltar que em nossa pesquisa as fémeas expostas aos dois desafios e tratadas
com NAC tiveram um aumento na expressao de a7-nAChR e PV. Esses resultados corroboram
estudos que mostraram menor expressdo de PV em camundongos a7-nAChR knockout
(ADAMS et al., 2008; FERNANDES et al., 2006).

O hipocampo é uma estrutura do I6bulo temporal medial de mamiferos que esta
implicada na formag&o de memorias episodicas e espaciais e no controle da emocao (KANDEL,

2012). Varias linhas de pesquisa mostraram que existem anomalias funcionais e estruturais no
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hipocampo de pacientes com esquizofrenia, incluindo uma redugéo no volume hipocampal,
alteracdo nas conexdes sinapticas e mudancas nos receptores de neurotransmissores
(HARRISON, 2004). Entre os muitos reguladores enddgenos da funcdo hipocampal, o
estrogénio e progesterona se destacam por sua relevancia para a saude humana e doencgas. Em
seres humanos, o humor, a cognicdo e a ativacdo do hipocampo oscilam em resposta a
circulagdo dos niveis de esterdides ovarianos durante todo o ciclo menstrual (ROSENBERG;
PARK, 2002). Similarmente, em ratos e camundongos, a fase do ciclo estral modula a
excitabilidade hipocampal e alguns comportamentos dependentes do hipocampo (KOROL et
al., 2004; SCHARFMAN et al., 2003). Supomos, portanto, que h&a uma relacdo entre esta area
cerebral e o estrégeno, e, por esse motivo, as dosagens neuroquimicas deste capitulo foram
realizadas apenas no hipocampo, no sentido de tentar atrelar os resultados aqui encontrados as
diferencas de sexo.

Nesse contexto, realizamos a comparagdo do peso desta area cerebral medido apés a
dissecacdo da mesma e observamos que as fémeas dos trés grupos experimentais avaliados
neste capitulo apresentaram um hipocampo de maior tamanho do que os machos. Esses
resultados corroboram os vistos em humanos, com as mulheres mostrando um hipocampo mais
largo bilateralmente do que os homens (LENROOT; GIEDD, 2010). Além disso, seguem a
mesma linha sugerida por Andrade e colaboradores (2000), que mostraram que a formacéo
hipocampal pode ser sensivel aos efeitos estruturais e organizacionais dos esteroides gonadais.
Esses dados podem, em parte, explicar o porqué do aumento da expressdo dos receptores
GPR30, a7-nAChR e de PV nas fémeas quando comparadas aos machos.

Assim, fornecemos aqui evidéncias de que a NAC esta associada a uma remodelagdo
dos circuitos cerebrais, especialmente nas fémeas, através do aumento da expressdo dos
receptores GPR30, a7-nAChR e de PV, 0 que pode estar potencialmente vinculado as alteragdes
comportamentais envolvidas nesse modelo. Os diferentes resultados entre 0s sexos aqui
encontrados podem ser embasados pela influéncia do género na maturacéo cerebral (GEDDES,
2015) com evidéncias sugerindo que machos e fémeas tem diferentes susceptibilidades as
perturbacdes cognitivas induzidas pelo estresse (MARKHAM; MULLINS; KOENIG, 2013).
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9. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos da NAC nas diferengas de sexo
observadas em machos e fémeas em resposta & um modelo animal neurodesenvolvimental de
esquizofrenia por “dois desafios”.

Aqui, fornecemos evidéncias de padrdes de comportamento especificos do sexo de
ratos expostos aos dois desafios, 0s quais sdo analogos aos sintomas da esquizofrenia adulta,
com machos apresentando maior prejuizo social quando comparados com as fémeas, sendo esta
alteracdo comportamental associada a sintomas tipo esquizofrenia "negativos"”
(ELLENBROEK et al., 2000), enquanto as fémeas apresentaram maiores déficits de IPP e
hiperlocomocéo, 0 que mimetiza sintomas tipo esquizofrenia "positivos" (VAN DEN BUUSE,
2010), além de mudancas oxidativas no estriado, uma area do cérebro associada com sintomas
positivos da esquizofrenia (VALKO et al., 2007). Ambos 0s sexos apresentaram déficit
cognitivo.

Quanto ao efeito neuroprotetor da NAC, observamos que esta droga preveniu 0s
sintomas tipo positivos, negativos, cognitivos, além de ter promovido uma melhora nos niveis
de peroxidacdo lipidica e nitrito de ambos 0s sexos. Assim, nossos resultados fornecem mais
um ponto de apoio para o redirecionamento de farmacos considerados seguros para serem
utilizados na fase do prédromo da esquizofrenia, na tentativa de prevenir o aparecimento do
primeiro episodio psicotico e melhorar os sintomas que aparecem nessa fase.

Entretanto, a NAC nédo apresentou um efeito positivo em relacdo a ansiedade nos
animais submetidos aos dois desafios, e, apesar de ser uma droga antioxidante, ndo aumentou
o0s niveis de GSH em animais submetidos aos dois insultos (exceto nas fémeas submetidas ao
desafio imune e ao tratamento com a menor dose de NAC). Além disso, quando utilizada em
animais saudaveis, NAC promoveu uma reducdo dos niveis de GSH e um aumento da
peroxidacao lipidica em ambos 0s sexos e uma piora no comportamento tipo ansioso de machos.
Esses dados reforcam a necessidade de selecionar com cautela e precisdo os individuos que
eventualmente serdo submetidos ao tratamento preventivo com NAC.

Quanto a influéncia do sexo, observamos que as fémeas expostas apenas ao desafio
imune neonatal responderam melhor ao tratamento com NAC do que os machos deste grupo,
como observado nos testes de IPP, interacdo social, nimero de entradas na zona central e niveis
de GSH. Em relacdo aos animais submetidos aos dois desafios, observamos que as fémeas

tambem responderam melhor & NAC do que os machos, resultados vistos no teste de IPP e na
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expressdo de proteinas celulares relacionadas a esquizofrenia, com as fémeas tratadas com NAC
apresentando melhores niveis de expressao do receptor estrogénico GPR30, de parvalbumina e
de a7-nAChR, quando comparadas aos machos. Além disso, as fémeas mostraram um
hipocampo maior do que os machos. Esses resultados provavelmente denotam a protecdo do
estrogeno contra a perda de células nervosas e a preservacdo da conectividade neuronal, que
pode ser crucial para atrasar o aparecimento da esquizofrenia (COHEN et al., 1999).
Acreditando na eficacia do estrogeno como um potencial foco terapéutico para o
tratamento de transtornos com base neuroinflamatoria, como a esquizofrenia, pretendemos
realizar estudos posteriores para compreendermos melhor 0s mecanismos de interacéo entre 0s
receptores estrogénicos, em especial 0 GPR30, e possiveis farmacos que atuem sobre ele, no
sentido de colaborar para um futuro tratamento alternativo baseado em estrogénio que possa ser
utilizado tanto em mulheres quanto em homens, sem causar nestes Ultimos os efeitos

feminilizantes deste hormoénio.
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10. CONCLUSAO

Concluimos neste estudo que machos e fémeas apresentaram diferentes resultados
comportamentais e neuroquimicos em resposta ao modelo de dois desafios e ao tratamento com
NAC. Esses achados podem estar associados as alteragdes nos niveis hormonais de estrogeno
entre machos e fémeas, acrescentando, portanto, evidéncias ao estudo da influéncia do sexo em
esquizofrenia pelo uso de modelos animais baseados no desafio neonatal com Poly(l:C) e
estresse na peripuberdade. Dessa forma, nossos resultados apontam para uma forte interacéo
entre desafio imune na fase neonatal e eventos estressores na adolescéncia contribuindo para o
desenvolvimento de alteragdes comportamentais tipo esquizofrenia na idade adulta, os quais
podem ser prevenidos, em parte, pelo tratamento com a NAC, mostrando que 0 uso deste
antioxidante pode ser uma alternativa interessante para a conducédo de pesquisas com modelos
animais com validade translacional em psiquiatria. Finalmente, nosso estudo pode estimular e
orientar o desenho de pesquisas que abordem novas metas para intervencdes sexo-especificas

(preventivas ou terapéuticas) na esquizofrenia.
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11. LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar de todas as provas pré-clinicas apresentadas aqui, este trabalho teve algumas limitagdes

e, portanto, algumas questdes ainda devem ser elucidadas no futuro:

1.

Nos avaliamos os parametros comportamentais no PND60, que corresponde ao inicio
da fase adulta dos animais, entretanto, sabe-se que os sintomas da esquizofrenia
aparecem mais precocemente em homens do que em mulheres. Dessa forma, a avaliacéo
comportamental deve ser feita em duas fases da vida, na peri-adolescéncia, antes do
tratamento com a NAC e na fase adulta, ap6s o tratamento com a NAC, no sentido de
testar se esta droga, quando utilizada no prédromo, realmente promove uma melhora
nesses sintomas e se ha diferencas na manifestacdo dos sintomas entre machos e fémeas

dependendo da fase da vida.

Avaliamos se o0 possivel efeito protetor da NAC poderia dever-se a sua capacidade
antioxidante, ou de influenciar na fisiopatologia da esquizofrenia através das hipoteses
glutamatérgica (avaliacdo da expressdo de NR2B), colinérgica (avaliacdo da expressdo
de a7-nAChR), gabaérgica (avaliacdo da expressao de PVIs) ou da sinalizacéo celular
pela via da Akt, entretanto, ndo avaliamos parametros inflamatérios. A mensuracéo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-6, IL13 e TNFa deve ser feita no sentido de
responder o seguinte questionamento: O modelo de dois desafios promove um aumento
dos marcadores pré-inflamatorios? Seriaa NAC capaz de promover uma melhora nesses

parametros?

Na avaliacdo das diferencas sexuais, mensuramos a expressao do receptor de estrogeno
GPR30 em ambos o0s sexos. Entretanto, para tentar elucidar melhor o efeito dos
horménios em cada alteracdo comportamental e bioquimica os niveis hormonais de

machos e fémeas assim como a determinacgéo do ciclo estral das ratas deve ser feita.
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