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RESUMO

A esquizofrenia ¢ um transtorno neurodesenvolvimental desencadeado por fatores ambientais
como infec¢des virais em periodos iniciais da vida. Neste contexto, o modelo animal induzido
pela ativagdao imune neonatal, pelo virus mimético Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly(I1:C))
como um primeiro desafio, contribuindo para a vulnerabilidade da prole ao desenvolvimento
de anormalidades neuroimunes e comportamentais, associado ao estresse na puberdade, como
um segundo desafio tem ganho evidéncia nos ultimos anos. Estudos apontam que, ao atenuar
reacoes inflamatérias ocasionadas pelo estresse na adolescéncia, ¢ possivel prevenir a
esquizofrenia. Sabe-se que os acidos graxos poli-insaturados ®-3 (6mega-3), podem reduzir
sintomas da esquizofrenia, apresentando-se como uma boa estratégia na prevencao de psicose
em individuos com risco elevado para o transtorno. Mediante as propriedades neuroprotetoras
do 6mega-3, o presente estudo buscou avaliar os efeitos deste acido graxo, bem como a
influéncia do sexo, sobre alteragdes comportamentais e oxidativas em animais submetidos ao
modelo de esquizofrenia por desafio imune neonatal, combinado a estresse na adolescéncia.
Camundongos Swiss, machos e fémeas, foram divididos em 4 grupos apds o nascimento. O
Poly(I:C) foi administrado durante os dias pos-natais (DPN) 5, 6 e 7, uma vez ao dia (2 mg/Kg,
1.p.). Do DPN35 ao DPN43, os animais foram submetidos a eventos estressores imprevisiveis.
A administracdo de acidos graxos poli-insaturados ®-3 ocorreu do DPN30 ao DPN 60. Os testes
de inibigdo pré-pulso (IPP), interag¢do social e labirinto em Y, conduzidos entre os DPNs 70 e
72, avaliaram, respectivamente, as alteragdes comportamentais relacionadas aos sintomas
positivos, negativos e cognitivos da esquizofrenia. Em busca de alteragdes neurobioldgicas da
esquizofrenia, foram analisados os niveis de glutationa reduzida (GSH), nitrito e substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em 4reas cerebrais e no sangue dos animais quando
adultos. As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste
de Tukey. O nivel de significancia foi definido como P < 0,05. Os resultados mostraram que
machos e fémeas, submetidos aos dois desafios, apresentaram déficits consideraveis de IPP,
interagdo social e memoria de trabalho. O 6mega-3 preveniu, em ambos os sexos, estes déficits.
Quanto aos parametros de estresse oxidativo, verificou-se que as fémeas do grupo salina
apresentaram niveis elevados de GSH no cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC), corpo
estriado (CE) e plasma, em comparagdo aos machos. Fémeas submetidas aos dois desafios
exibiram niveis reduzidos de GSH no CPF, CE e plasma. No que se referem aos niveis de nitrito,
constatou-se que o dmega-3 preveniu, em fémeas submetidas ao modelo de dois desafios, 0
aumento dos niveis de nitrito no CPF, HC e CE. Machos submetidos ao desafio imune neonatal,
combinado a estresse na adolescéncia, apresentaram niveis elevados de nitrito no plasma, em
comparagdo ao grupo salina. O 6mega-3 preveniu, de forma significativa, o aumento dos niveis
de TBARS no CPF, HC e CE de machos submetidos ao modelo de dois desafios. Observou-se,
ainda, que o 6mega-3 preveniu, em fémeas submetidas aos dois desafios, 0 aumento dos niveis
de TBARS no plasma. Os resultados sugerem que este acido graxo poli-insaturado se apresenta,
portanto, como uma alternativa acessivel e eficaz na prevencao de alteragdes comportamentais
e oxidativas relacionadas a esquizofrenia.

Palavras-chave: Esquizofrenia. Acidos graxos dmega-3. Diferenca de sexo. Desafio imune
neonatal. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Schizophrenia is a neurodevelopmental disorder triggered by environmental factors, such as
viral infections in early stages of life. In this context, an animal model induced by neonatal
immune activation has gained evidence in recent years, with the Polyinosinic-polycytidylic acid
mime virus (Poly(I:C)) as a first challenge, contributing to the vulnerability of offspring to the
development of neuroimmune and behavioral abnormalities associated with stress in the
puberty as a second challenge. Studies indicate that by attenuating inflammatory reactions
caused by stress in adolescence, it is possible to prevent schizophrenia. It is known that omega-
3, a long-chain polyunsaturated fatty acid, can reduce symptoms of schizophrenia and is a good
strategy in preventing psychosis in individuals at high risk for the disorder. Based on the
neuroprotective properties of omega-3, the present study evaluated the effects of this fatty acid
and the influence of sex on behavioral and oxidative changes in animals submitted to the
schizophrenia model induced by neonatal immune challenge, combined with adolescence
stress. Swiss mice, male and female, were divided into 4 groups after birth. Poly(I:C) was
administered in postnatal days (PND) 5, 6 and 7 once a day (2 mg/Kg, i.p.). From PND35 to
PND43, the animals were submitted to unpredictable stress events. Administration of n-3
polyunsaturated fatty acids occurred from PND30 to PND60. Pre-pulse inhibition (PPI), social
interaction, and Y maze tests, conducted between PND70 and PND72, evaluated the behavioral
changes associated to the positive, negative and cognitive symptoms of schizophrenia,
respectively. Reduced glutathione (GSH), nitrite and thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) were investigated in brain areas and in the blood of the animals as adults in the search
for neurobiological alterations of schizophrenia. Statistical analyzes were performed by two-
way ANOVA, followed by the Tukey test. Significance level was defined as P < 0.05. The
results showed that male and female mice, submitted to both challenges, presented considerable
deficits in IPP, social interaction and working memory. Omega-3 prevented these deficits in
both sexes. Regarding the parameters of oxidative stress, the female saline group presented high
levels of GSH, in comparison to male. Females submitted to both challenges exhibited reduced
levels of GSH. Regarding nitrite levels, it was verified that omega-3 prevented, in females
submitted to the two-hit model, the increase of nitrite levels in the prefrontal cortex (CPF),
hippocampus (HC) and striatum (ST). Males submitted to neonatal immune challenge,
combined with stress in adolescence, presented high levels of plasma nitrite in comparison to
the saline group. Omega-3 significantly prevented the increase of TBARS levels in CPF, HC
and EC of males submitted to the two-hit model. It was also observed that omega-3 prevented,
in females submitted to both challenges, the increase of plasma TBARS levels. The results
suggest that this polyunsaturated fatty acid is therefore an accessible and effective alternative
in the prevention of behavioral and oxidative alterations related to schizophrenia.

Keywords: Schizophrenia. Omega-3 fatty acids. Difference of sex. Neonatal immune
challenge. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esquizofrenia

Descrita como a doenga psiquiatrica mais grave, a esquizofrenia ¢ reconhecida
desde a antiguidade, havendo registros assirios na Mesopotamia (JESTE et al., 1985). Todavia,
a psicose foi considerada, até o século XIX, apenas como uma forma de loucura. Neste periodo,
0s psiquiatras eram denominados alienistas, sendo a psiquiatria desprezada pela classe médica
e temida pela populagdo (KAPLAN, 2008).

Durante o encontro da Associagcdo Alema de Psiquiatria, em 24 de abril de 1908, o
psiquiatra suico Eugen Bleuler, diretor do Hospital Psiquiatrico Burgholzli localizado em
Zurique, ministrou uma palestra intitulada Die Prognose der Dementia Praecox
(Schizophreniegruppe) (KUHN, 2004). Nesta ocasido, ouviu-se, pela primeira vez no contexto
psiquidtrico, o termo esquizofrenia, o qual foi utilizado de forma inédita por Bleuler, em artigo,
no ano de 1910 e em livro, no ano de 1911 (KAPLAN, 2008).

Segundo Stierlin (1967), as razdes pelas quais Eugen Bleuler introduziu o termo
esquizofrenia sdo diversas. A expressao deriva do grego cléassico, sendo formada por duas
palavras; schizein, que significa divisdo, e phren, originalmente atribuida ao diafragma e, mais
tarde, a alma, espirito e mente. O termo era, portanto, evocatorio e permitia adjetivacao. Deste
modo, Bleuler humanizou o conceito.

A esquizofrenia, bem como o transtorno de personalidade esquizotipica e outras
desordens psicoticas, ¢ definida mediante anormalidades em um ou mais dos seguintes
dominios: delirios, alucinagdes, pensamento e/ou discurso desorganizado, comportamento
motor anormal ou grosseiramente desorganizado, incluindo catatonia, e sintomas negativos
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Delirios sdao crengas fixas que ndo se alteram mediante indicios conflitantes. O
conteudo deste sintoma abrange uma variedade de temas, com caracteristicas persecutorias,
referenciais, somaticas, religiosas e de grandeza. As alucina¢des, em contrapartida, sdo
experiéncias relacionadas a percep¢do que ocorrem sem estimulos externos (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Embora as alucinagdes auditivas sejam as mais
comuns, estas manifestacdes podem ocorrer em qualquer esfera sensorial (TANDON;
NASRALLAH; KESHAVAN, 2009). Trata-se, portanto, de sintomas vivos e claros que
apresentam a for¢a e o impacto das percepgdes normais, ndo havendo controle voluntério

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).
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Classificam-se os sintomas da esquizofrenia em positivos, os quais refletem
alteracdes do funcionamento normal e abrangem delirios, alucinagdes, paranoia e agitagao;
negativos, que exprimem deficits no funcionamento e incluem isolamento social, embotamento
afetivo e falta de motivagdo; e cognitivos, os quais exprimem deficits na aprendizagem,
memoria, atengdo e¢ fungdes executivas (FERVAHA et al., 2014; TANDON et al., 2013).
Embora os atuais tratamentos visem prioritariamente os sintomas positivos, tendo efeitos
modestos nos sintomas negativos e cognitivos, considera-se relevante a busca por novas
estratégias de tratamento que enfoquem sintomas negativos e cognitivos (ORELLANA;
SLACHEVSKY, 2013).

Em geral, as caracteristicas desse transtorno mental, considerado devastador,
aparecem na adolescéncia ou inicio da fase adulta, de forma abrupta ou insidiosa. No entanto,
a maioria dos individuos apresenta um lento e gradual desenvolvimento de uma variedade de
sinais e sintomas clinicamente relevantes. Além disso, a maioria destes pacientes morre mais
cedo, cerca de uma década, em comparagdo com a populagdo em geral (LAURSEN; MUNK-
OLSEN; VESTERGAARD, 2012).

O elevado indice de mortalidade na esquizofrenia esta mais fortemente associado a
comorbidades, como alteragdes metabolicas e cardiovasculares, do que a fatores
reconhecidamente relacionados a distarbios psiquiatricos, como suicidio ou homicidio
(ANNAMALAI; KOSIR; TEK, 2017). Ganho de peso, diabetes, sindrome metabolica, bem
como doencas cardiovasculares e pulmonares, sdo mais comuns em individuos com
esquizofrenia do que na populacdo em geral. Atribui-se o aumento do risco para doencas
cronicas aos medicamentos, estilo de vida, tabagismo e dieta, além do desinteresse por praticas
referentes a manutengdo da saude, como exames de rotina e exercicios fisicos (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Estudos apontam que as taxas de incidéncia de esquizofrenia variam de 7,7 a 43,0
por 100.000 pessoas (MCGRATH et al., 2004; SAHA; CHANT; MCGRATH, 2008). Acredita-
se que, ao longo da vida, a prevaléncia da esquizofrenia esteja entre 0,3% e 0,7%, embora haja
variagdo quanto a raga/etnia, entre paises, assim como origem geografica para imigrantes e seus

descendentes (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

1.2 Fisiopatologia da esquizofrenia

Determinantes genéticos e fatores ambientais ocorridos na vida fetal, sobretudo no

final do primeiro e inicio do segundo trimestre da gestagdo, ocasionam alteracdes de longo
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prazo no desenvolvimento e funcionamento cerebral na adolescéncia e idade adulta
(JOHNSTONE et al., 1976). Inimeros fatores ambientais, dentre os quais hipoxia perinatal,
hemorragia intraventricular (JOHNSTONE et al., 1976), diabetes, hemorragia durante a
gestacdo, conflito serologico, baixo peso ao nascer, parto pré-termo (HAUSER, 2007) e
infecgdes virais (LEWIS, 2001) podem prejudicar o desenvolvimento do sistema nervoso
central (SNC) (WOJCIAK; REMLINGER-MOLENDA; RYBAKOWSKI, 2016).

Estudos apontam que o uso de canabinoides na adolescéncia eleva, em quatro vezes,
o risco de esquizofrenia (HAUSER, 2007). Quanto aos fatores ambientais, destacam-se,
também, a migragdo (CANTOR-GRAAE; PEDERSEN, 2007) e a urbaniza¢cdo (PEDERSEN;
MORTENSEN, 2006).

De acordo com Tandon, Nasrallah e Keshavan (2009), a esquizofrenia apresenta
quatro fases: pré-morbida, prodromica, psicética e estavel ou cronica (FIGURA 1). A fase pré-
morbida se caracteriza por atrasos no desenvolvimento motor, isolamento social, embotamento
afetivo e deficits quanto a linguagem receptiva, desempenho académico e atengdo
(SCHENKEL; SILVERSTEIN, 2004). O prodromo, periodo que antecede o inicio da psicose,
exibe sintomas psicoticos breves/atenuados, assim como deficits cognitivos, declinio funcional,

sintomas negativos, bem como relacionados ao humor (CORNBLATT et al., 1999).

Figura 1 — Evolugdo da esquizofrenia ao longo das fases da doenga

Premorbid Prodromal »v
phase phase Psychotic Stable

Cognitive Brief/ phase phase

A

Childhood Adolescence/young adulthood

Timeline

Fonte: Tandon, Nasrallah ¢ Keshavan (2009).
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Em geral, o primeiro episddio psicotico inicia com um aumento dos sintomas
negativos e alteracdes do humor, acompanhados por elevada expressdo de sintomas positivos
que, apods resolucdo, sdao interrompidos, embora possam ressurgir facilmente (CAMERON,
1938; CHAPMAN, 1966; CUNNINGHAM OWENS et al., 2005; DOCHERTY et al., 1978;
DONLON; BLACKER, 1973; DRAKE et al., 2003; ROTH, 1970; TANDON; GREDEN,
1989). Apos este periodo inicial, marcado por vulnerabilidade quanto a deterioragdo, atinge-se
um platd, indicando remissao ou cronicidade (THARA, 2004). Nesta fase, a doenca estabiliza,
nao havendo, na maioria dos casos, declinio funcional consistente e aumento dos sintomas
residuais, embora possam ocorrer exacerbagdes subsequentes (TANDON; NASRALLAH;
KESHAVAN, 2009).

Estudos de neuroimagem, com enfoque nas estruturas do SNC na esquizofrenia,
verificaram um alargamento dos ventriculos laterais, terceiro ventriculo, assim como dos sulcos
e fissuras cerebrais (WOJ CIAK; REMLINGER-MOLENDA; RYBAKOWSKI, 2016).
Observaram-se, também, atrofia cortical, assim como redugao nos volumes da amigdala, talamo
e hipocampo (JOHNSTONE et al., 1976).

Wood et al. (2011) constataram, na fase inicial da esquizofrenia, uma diminui¢ao
do volume de substincia cinzenta presente no cortex frontal, havendo uma posterior tendéncia
a intensificag¢do das alteragdes. Ressalta-se que o alargamento dos ventriculos laterais ndo foi
visualizado na fase inicial, mas, sim, em periodos subsequentes. Alcangaram-se resultados

semelhantes, no que se referem ao hipocampo, giro temporal superior e cortex insular.

1.2.1 Sistemas de neurotransmissores envolvidos na esquizofrenia e sua participacdo no

prodromo

Os sistemas de monoaminas do cérebro (dopamina, serotonina e noradrenalina)
desempenham fungdes relevantes, no que se refere ao comportamento normal. Alteracdes
patologicas nestes circuitos estdo, portanto, relacionadas as condigdes neuroldgicas e
psiquiatricas. O sistema dopaminérgico esta envolvido em varios aspectos da fungdo cerebral,
dentre os quais locomogdo, afeto e cogni¢do. Os neurdnios dopaminérgicos se localizam,
principalmente, no mesencéfalo, sendo subdivididos quanto a localizagdo, sitios de projecao e
fun¢do comportamental (GRACE, 2016).

Dentre as teorias que visam explicar a etiologia da esquizofrenia, a hipdtese
dopaminérgica se destaca hd mais de quarenta anos (HOWES ef al., 2012). As origens desta

hipotese se remetem a duas linhas de evidéncias. A primeira estabeleceu, mediante ensaios
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clinicos, que agonistas dopaminérgicos e estimulantes podem induzir psicoses em individuos
saudaveis, assim como agravar o quadro em pacientes com esquizofrenia (CONNELL, 1957).
A segunda se refere a descoberta de que drogas antipsicéticas interferem no sistema
dopaminérgico (CARLSSON; LINDQVIST, 1963). Posteriormente, verificou-se que a poténcia
destes medicamentos estava associada a afinidade por receptores D> de dopamina (SEEMAN;
LEE, 1975).

O estado de excessiva estimulagdo dopaminérgica, atribuido aos pacientes com
esquizofrenia, foi reestruturado como um desequilibrio entre o excesso subcortical de dopamina
(DA) e a exiguidade de DA cortical, sugerindo, portanto, um deficit no cértex pré-frontal, além
do relevante papel da DA ao mediar processos cognitivos que envolvem a regido pré-frontal
(DAVIS et al., 1991).

Tem-se verificado, na esquizofrenia, elevada ocupagado basal de receptores D23 pela
DA, indicando niveis aumentados deste neurotransmissor durante o repouso (ABI-DARGHAM
et al., 2000; KEGELES et al., 2010). Segundo Abi-Dargham et al. (2009), a liberagao estriatal
de dopamina, assim como seus niveis basais, estdo estreitamente relacionados no transtorno.

O estudo de Slifstein et al. (2015) mostrou que individuos com esquizofrenia
apresentam, apos o desafio com anfetamina, uma libera¢do reduzida de DA no cortex pré-
frontal dorsolateral (CPFDL), havendo relacdo com a atividade desta regido durante uma tarefa
que exige memoria de trabalho. Deste modo, tem-se utilizado a hipofuncao dopaminérgica no
CPFDL para elucidar os sintomas negativos € cognitivos.

Substancias que conduzem a liberacdo de DA ou aumentam sua transmissao, como
L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e anfetaminas, acentuam a psicose em pacientes com
esquizofrenia. Além disso, induzem sintomas, semelhantes ao transtorno, em individuos
saudaveis que, porventura, recebem doses repetidas ou elevadas (JANOWSKY et al., 1973).

A utilizagao de avaliagdes clinicas estruturadas viabilizou a identificagdo de coortes
com sintomas prodromicos, em que o risco de transi¢do para psicose pode atingir 40%, ainda
que alguns estudos apontem taxas menores (YUNG et al, 2003). Inumeras pesquisas
demonstram que individuos, com elevado risco para psicose, apresentam anormalidades
dopaminérgicas (HOWES et al., 2017). Ressalta-se que o bloqueio da dopamina, por meio do
tratamento antipsicotico, se mostra eficaz na reducao da intensidade de sintomas prodromicos
(MCGLASHAN et al., 2006; RUHRMANN et al., 2007) e no aumento periférico de
metabolitos dopaminérgicos (SUMIYOSHI et al., 2000).

Segundo Howes et al. (2017), o funcionamento dopaminérgico se encontra instavel

em individuos prodrémicos que, posteriormente, evoluem para esquizofrenia. Estas alteracdes,
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no entanto, ndo se apresentam com tanta evidéncia em pacientes com o transtorno, havendo um
maior desequilibrio do prédromo para a psicose.

Olney, Newcomer e Farber (1999) propuseram, a partir da hipofun¢do dos
receptores glutamatérgicos tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), um mecanismo capaz de
esclarecer, em parte, a sintomatologia e o desenvolvimento natural da esquizofrenia. A via
glutamatérgica, implicada em fung¢des cognitivas importantes como memdria e aprendizado, se
difunde no SNC, onde se configura o maior sistema excitatério (BRESSAN; PILOWSKY,
2003).

Os receptores NMDA integram uma classe de receptores glutamatérgicos que,
quando ativada, intervém na neurotransmissao excitatéria mediante a passagem de cations nao
seletivos, incluindo Ca®*, através do canal (LAKHAN; CARO; HADZIMICHALIS, 2013).
Abundantes e extensamente distribuidos no cérebro, estes receptores exercem fungdes
significativas quanto a plasticidade sinaptica e memoria (STEPHENSON; COUSINS; KENNY,
2008).

Ha indicios de que a hipofungdo de receptores NMDA impede o equilibrio
inibitorio/excitatdrio em interneuronios, ocasionando o aumento da liberacao de DA (HOWES;
MCCUTCHEON; STONE, 2015; JACKSON; HOMAYOUN; MOGHADDAM, 2004;
VERNALEKEN et al., 2013). Por intermédio do glutamato e do acido gama-aminobutirico
(GABA), os sistemas glutamatérgico ¢ GABAérgico possuem, respectivamente, efeitos
excitatorios e inibitorios na fungdo dopaminérgica, indicando que variantes genéticas, nestes
sistemas, podem alterar a regulacdo de DA na esquizofrenia (FIGURA 2).

Segundo Grace (2016), a hiperatividade dopaminérgica hipocampal, verificada em
individuos com esquizofrenia, estd relacionada a um decréscimo consideravel no numero de

interneuronios GABAérgicos que expressam parvalbumina.



Figura 2 — Regulacdo da fun¢do dopaminérgica por meio dos sistemas
glutamatérgico e GABAérgico
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Cortical dopamine acts on inhibitory D2
receptors (1) to limit the activity of excitatory
glutamatergic neurons projecting to the
midbrain (2), which limits striatal dopamine
release (5).

Glutamatergic (3) neurons acting on NMDA
receptors of GABAergic interneurons stimulate
GABA release (4) which limits striatal dopamine
release (5).
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Reduced cortical dopamine release (1) leads to
increased activity of excitatory glutamatergic
neurons projecting to the midbrain (2), which
increases striatal dopamine synthesis and
release (5).

Hypoactive NMDA receptors on GABAergic
interneurons (3) lead to reduced GABA release
(4) which also leads to increased striatal
dopamine synthesis and release (5).

Fonte: Howes et al. (2017).

24



25

1.2.2 Estresse oxidativo e esquizofrenia

O estresse oxidativo advém da presenga copiosa de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), apontadas como moléculas extremamente
reativas. A presenca de EROs e ERNs resulta, portanto, de estimulos desfavoraveis que
produzem Oxidos além da capacidade para reduzi-los, propiciando uma instabilidade entre os
sistemas oxidativo e antioxidante (HUANG:; LIU, 2017).

Segundo Emiliani, Sedlak e Sawa (2014), a perda da homeostase possibilita que o
estresse oxidativo danifique estruturas celulares. Ressalta-se que proteinas, lipideos e acido
desoxirribonucleico (DNA) sdo os principais alvos desta condi¢do (VALKO et al., 2007). Os
tecidos possuem vulnerabilidades distintas quanto ao estresse oxidativo (CIOBICA et al.,
2011). Os niveis moderadamente baixos de antioxidantes, assim como altos niveis de acidos
graxos poli-insaturados, elevado teor de metais e utilizacdo de oxigénio possibilitam que o
tecido cerebral seja o mais susceptivel ao dano oxidativo (HRITCU; CIOBICA; ARTENIE,
2008; SMITH, 2006; SULTANA et al., 2008).

A formagao de radicais livres deriva de varias exposi¢des ambientais, bem como do
metabolismo normal, abrangendo, inclusive, neurotransmissores relacionados a esquizofrenia,
como dopamina e glutamato (FLATOW; BUCKLEY; MILLER, 2013). O insucesso na
intervencdo antioxidante, contra as espécies reativas, acarreta danos as membranas celulares,
os quais resultam em disfun¢do capaz de afetar a neurotransmissdo e a sintomatologia na
esquizofrenia (YAO; KESHAVAN, 2011).

Fundamental no fornecimento de energia para a célula, a fosforilagdo oxidativa ¢é
uma prevalente fonte fisiologica de EROs, assim como nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzida (NADPH) oxidase. Sabe-se que NADPH-oxidase oxida NADPH, doando os
elétrons para a molécula de oxigénio (O2), a fim de produzir superdxido (O2") (EMILIANI;
SEDLAK; SAWA, 2014). De acordo com Bitanihirwe ¢ Woo (2011), o perdxido de hidrogénio
(H202), bem como os radicais superoxido (O2") e hidroxila (OH"), sdo as EROs mais relevantes
em humanos. Quanto as ERNs, destacam-se o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO").

Existem inimeros mecanismos celulares para equilibrar a sintese de espécies
reativas, ressaltando-se as vias enzimatica e ndo enzimatica (NORDBERG; ARNER, 2001).
Apontada como o maior sistema de defesa antioxidante nas células, a via enzimatica abrange
trés importantes enzimas: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSH-Px). Nos fluidos extracelulares, dentre os quais plasma e liquido cefalorraquidiano,

destaca-se, em contrapartida, a via ndo enzimatica (HUANG; LIU, 2017), a qual engloba as
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vitaminas A, C e E (tocoferol), glutationa, acido urico, albumina e bilirrubina (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990).

No passo taxa-limitante referente ao catabolismo de purinas, a xantina oxidase
catalisa a conversao de xantina para acido urico, além de produzir radicais superdxidos. A SOD,
por sua vez, catalisa a conversdo de radicais superoxidos em H>O». A CAT, bem como a GSH-
Px, converte H>O> em agua e oxigénio. A glutationa reduzida (GSH) ¢ oxidada por GSH-Px,
gerando glutationa oxidada (GSSG). A GSH-Px também converte nitrato (NO3z’), um
subproduto do NO, em nitrito. Constantemente, utiliza-se o nitrito como um marcador da
atividade do NO. Sabe-se que os radicais hidroxila, produzidos a partir de H>O> e NO,
provocam apoptose, carbonilagdo de proteinas, peroxidagdo lipidica e danos ao DNA. A
vitamina C possibilita a reciclagem de radicais, formados por meio da agdo antioxidante da
vitamina E ao inibir a peroxidacdo lipidica, conforme a Figura 3 (FLATOW; BUCKLEY;
MILLER, 2013).

O método mais utilizado para mensurar a peroxidacdo lipidica tem como
marcadores as substincias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) (BOSKOVIC et al., 2011).
Constituidas, principalmente, por malondialdeido (MDA), as TBARS apresentam baixo peso
molecular. O MDA se forma mediante a decomposi¢ao de produtos instaveis da peroxidagdao
lipidica e reagem com o 4cido tiobarbitirico, produzindo substancias fluorescentes
(FUKUNAGA; YOSHIDA; NAKAZONO, 1998).

Estudos apontam que a associagdo entre neuroinflamacdo e estresse oxidativo
desempenha um papel significativo na fisiopatologia da esquizofrenia (ANDERSON, 2011;
ANDERSON et al., 2013). Pacientes com esquizofrenia apresentam estresse oxidativo e niveis
irregulares de antioxidantes, como GSH, em tecidos periféricos e neurénios no SNC (DO;
CUENOD; HENSCH, 2015; GAWRYLUK et al., 2011). Segundo Kim e Na (2017), a escassez
de glutationa contribui para o desenvolvimento da esquizofrenia, mediante agdes relacionadas
aos receptores NMDA. Em circunstancias fisiologicas normais, a glutationa favorece a
neurotransmissao glutamatérgica por intermédio destes receptores.

Verificou-se, por meio de pesquisas com animais, que a glutationa atua como
agonista em receptores NMDA (KOHR et al., 1994; LESLIE et al., 1992). De acordo com
Gawryluk et al. (2011), niveis insuficientes de glutationa estdo relacionados a deficits
neurologicos em diversas doengas neuropsiquiatricas. Ha, portanto, uma correlagdo negativa
entre os niveis cerebrais de GSH e a intensidade dos sintomas negativos, como embotamento
afetivo, perda da voli¢do e isolamento social (BERK et al, 2008; MATSUZAWA;
HASHIMOTO, 2011). Correlacionam-se niveis limitados de GSH ou GSH-Px com perda da
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plasticidade sinaptica e cognicdo (ALMAGUER-MELIAN; CRUZ-AGUADO; BERGADO,
2000; MASSAAD; KLANN, 2011).

Figura 3 — Espécies reativas, estresse oxidativo e sistemas de defesa antioxidante
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Fonte: Flatow, Buckley e Miller (2013).

Existem evidéncias da relacdo entre alteracdes genéticas e estruturais da
mitocondria com diversas doengas psiquiatricas (CATALDO et al.,2010; FATTAL et al., 2006).
Kim e Na (2017) ressaltam que o metabolismo da mitocondria leva a producdo de EROs.
Segundo Hruszkewycz (1992), o DNA desta organela ¢ suscetivel ao estresse oxidativo porque
se encontra na matriz mitocondrial, onde ha vasta produ¢do de EROs.

Deste modo, a peroxidacdo lipidica da membrana mitocondrial gera moléculas
toxicas que alteram sua fluidez, como 4-hidroxinonenal (4-HNE) e MDA (CHEN; YU, 1994;
KELLERAB et al., 1997). Danos a membrana mitocondrial provocam desajuste no balango
10nico, além do exorbitante influxo de célcio para o meio intracelular, ocasionando morte
neuronal e diminuicdo da plasticidade sinaptica (HAZLETT et al., 2004; KEATING, 2007;
MARTINS-DE-SOUZA et al., 2011).
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Possivelmente, de acordo com Ranjekar et al. (2003), ha diminuicao dos niveis de
enzimas antioxidantes nos estdgios iniciais do transtorno psicético, a qual depende do tipo de
medicacdo, intensidade da psicopatologia ou fatores ambientais. Em contrapartida, Altuntas et
al. (2000) indicaram que a reducdo da defesa antioxidante ocorre mais tarde, em individuos
cronicamente tratados com antipsicéticos. Varios estudos demonstraram que o estresse
oxidativo, assim como os danos, se manifestam nas diferentes fases da esquizofrenia; nao
tratada, inicial, com tratamento e cronica (OTHMEN et al., 2008; SIVRIOGLU et al., 2007;
USTUNDAG et al., 2006; YAO; LEONARD; REDDY, 2006).

Segundo Yao e Reddy (2011), ha reducdo de antioxidantes ndo enzimaticos no
plasma de pacientes com esquizofrenia (albumina, acido urico, acido ascérbico e vitamina E),
além da escassez de GSH no CPF in vivo, regido caudal do cérebro post-mortem e liquido
cefalorraquidiano (LCR). Verificou-se, ainda, que estes individuos apresentam niveis reduzidos
de SOD, CAT e GSH-Px (LI et al., 2006; OTHMEN et al., 2008; RANJEKAR et al., 2003).

Observaram-se niveis reduzidos de SOD em eritrécitos de pacientes com primeiro
episodio de psicose, bem como de individuos tratados ambulatorialmente (EVANS et al., 2003;
FLATOW; BUCKLEY; MILLER, 2013). Constataram-se resultados similares no LCR de
pacientes com esquizofrenia de inicio recente (COUGHLIN et al., 2013). Por outro lado,
estudos indicam redugdo dos niveis de SOD no plasma de individuos com esquizofrenia
(MARTINEZ-CENGOTITABENGOA et al., 2012). Othmen et al. (2008) associaram sintomas
positivos com niveis elevados de SOD.

Relataram-se indices elevados de TBARS no plasma (DIETRICH-MUSZALSKA;
OLAS, 2009; ZHANG et al., 2006), eritrocitos (ALTUNTAS et al., 2000; HERKEN et al.,
2001), leucocitos (SRIVASTAVA et al., 2001) e plaquetas (DIETRICH-MUSZALSKA; OLAS;
RABE-JABLONSKA, 2005) de pacientes com esquizofrenia.

Yao, Leonard e Reddy (2004) verificaram, no ntcleo caudado post-mortem, um
aumento na sintese de NO. Embora inconsistentes, diversos estudos investigaram a presenca de
nitrito no plasma e a atividade da 6xido nitrico sintase, assim como os niveis de NO em
eritrocitos, plaquetas e soro (YAO; REDDY, 2011).

Além de apontarem os efeitos do estresse oxidativo sobre a fisiopatologia da
esquizofrenia, inimeras evidéncias demonstram um desequilibrio entre os sistemas oxidante e
antioxidante, o qual acarreta danos teciduais, aumento da oxidagdo e agravos ao sistema de
defesa antioxidante. Alteragdes no sistema antioxidante estdo, portanto, vinculadas aos

sintomas clinicos, desenvolvimento e progndstico da esquizofrenia (HUANG; LIU, 2017).
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1.2.3 Influéncia do sexo na esquizofrenia

Diversos estudos, no ambito da epidemiologia psiquiatrica, t€m presente a variavel
sexo, sobretudo aqueles com enfoque nos fatores de risco que, porventura, ocasionam uma
psicopatologia (PENALOZA; FUENTEALBA; GALLARDO, 2017). De acordo com Guma et
al. (2017), algumas heterogeneidades, verificadas em pacientes com psicose, estdo,
possivelmente, associadas as diferengas em relagcdo ao sexo. Ha mais de 100 anos existem, na
esquizofrenia, relatos a respeito destas diferencas, em que a principal estd relacionada com a
idade de inicio em homens e mulheres (MCGREGOR; RIORDAN; THORNTON, 2017).

Segundo Abel, Drake e Goldstein (2010), além da idade de inicio, destacam-se,
como diferencgas, a prevaléncia, perfil dos sintomas, curso da doenca, resposta ao tratamento e
prognostico. Acredita-se que os contrastes em relagcdo ao sexo estejam associados as diferencas
quanto a suscetibilidade aos distirbios neuropsiquiatricos (DRAZANOVA et al., 2018). De
acordo com Bao e Swaab (2011), individuos do sexo masculino s3o mais acometidos pela
esquizofrenia, visto que aproximadamente 70% dos pacientes sdo homens.

Estudos apontam que, em mulheres, a idade média de inicio corresponde ao
intervalo de 1 a 5 anos ap6s os homens (CASTLE; SHAM; MURRAY, 1998; ERANTI et al.,
2013; HAFNER, 2003). Em ambos 0s sexos, a taxa referente ao inicio reduz, com a idade, apds
a adolescéncia. Em mulheres, porém, ha um pequeno aumento na incidéncia durante a
perimenopausa € menopausa, entre 45 e 54 anos (HAFNER, 2003; HAMBRECHT; MAURER;
HAFNER, 1993). Homens, com elevado risco para psicose, apresentam maior risco de
conversao do que mulheres (BARAJAS et al., 2015).

Segundo McGregor, Riordan e Thornton (2017), os sintomas negativos/afetivos,
assim como os positivos, podem variar entre os sexos. Em geral, as mulheres exibem sintomas
negativos menos intensos do que homens (CASTLE; WESSELY; MURRAY, 1993;
GOLDSTEIN; LINK, 1988). Estudos apontam que mulheres com psicose demonstram melhor
interacao social (GROSSMAN et al., 2008; LARSEN et al., 1996; MORGAN; CASTLE,;
JABLENSKY, 2008), menos incapacidade e maior bem-estar a longo prazo (HANLON et al.,
2017). Além disso, dispdem de melhores estratégias para administrar sintomas
(MCGLASHAN, 2008; SCHENKEL; SPAULDING; SILVERSTEIN, 2005).

De acordo com Ochoa et al. (2012), os pacientes do sexo masculino apresentam
sintomas negativos mais acentuados e piores consequéncias funcionais. Mulheres que
desenvolvem esquizofrenia geralmente revelam um melhor curso da doenca, em comparagdo

aos homens (MCGREGOR; RIORDAN; THORNTON, 2017). Ochoa et al. (2012)
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demonstraram que as mulheres detém menores indices de hospitalizagdo e desemprego,
mantém contato com familiares e amigos e exibem maiores percentuais quanto ao casamento.

Segundo McGregor, Riordan ¢ Thornton (2017), as mulheres com esquizofrenia,
em geral, apresentam menor comprometimento cognitivo, em comparagao aos homens. Além
disso, pacientes do sexo feminino exibem menores prejuizos quanto a velocidade de
processamento, funcdo executiva, atencdo e memoria episodica verbal (GOLDSTEIN et al.,
1998; HAN et al., 2012; HOFF et al., 1998; NUECHTERLEIN et al., 2015; RUBIN et al.,
2015; SEIDMAN et al., 1997; TORNIAINEN et al., 2011; VASKINN et al., 2011). Ressalta-
se, ainda, que as mulheres demandam menores doses de neurolépticos, em relagdo aos homens
(SALOKANGAS, 1995).

Héfner (2003) constatou que homens com esquizofrenia de inicio tardio manifestam
sintomas de menor intensidade, em comparacao aqueles com inicio precoce. Dentre os aspectos
que relacionam esquizofrenia e diferenga de sexo, destaca-se a inibicao pré-pulso (IPP), uma
medida que demonstra a habilidade para filtrar estimulos irrelevantes (SWERDLOW et al.,
2008). Existem evidéncias de que homens, com esquizofrenia, exibem acentuados deficits de
IPP, em relagdo a populacao saudavel, ao passo que mulheres, com o transtorno, detém respostas
semelhantes aquelas consideradas saudaveis (BRAFF ef al, 1995; KUMARI; AASEN;
SHARMA, 2004). Destaca-se que, em geral, os homens apresentam mais deficits de atencao,
IPP e memoria de curto prazo, enquanto as mulheres exibem maior comprometimento da
memoria de trabalho (HILL, 2016; LEGER; NEILL, 2016).

Neste contexto, estudos sugerem que os hormonios ovarianos, como o estrégeno,
exercem um papel protetor em mulheres (GARCIA-SEGURA; AZCOITIA; DONCARLOS,
2001; GOGOS et al., 2015; HAFNER, 2003; KULKARNI; HAYES; GAVRILIDIS, 2012;
RAO; KOLSCH, 2003). De acordo com McGregor, Riordan e Thornton (2017), mulheres na
poés-menopausa exibem sintomatologia mais grave do que na pré-menopausa, assemelhando-se
a intensidade verificada em homens. Seeman (2012) atestou que a reducdo dos niveis de
estrogeno, durante o ciclo menstrual, eleva o nimero de episodios psicoticos e acentua os
sintomas.

Hoff et al. (2001) verificaram uma correlacdo entre niveis elevados de estradiol e
melhor desempenho cognitivo. Tem-se, portanto, atribuido a diferenca de sexo na esquizofrenia
aos efeitos protetores e neuromoduladores dos hormoénios sexuais femininos (GOGOS et al.,
2015; SUN et al.,, 2016), uma vez que reduzem a ativagdo microglial, bem como a

neuroinflamacdo (HANAMSAGAR; BILBO, 2016).
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1.3 Modelos animais de esquizofrenia

Os modelos animais de transtornos psiquiatricos complexos sao ferramentas pré-
clinicas importantes, com as quais se analisa a base neurobiologica da doenga. Estes modelos
experimentais proporcionam estratégias mais rapidas para averiguar a progressao do transtorno,
além de possibilitarem a realizacdo do acompanhamento invasivo de alteragdes estruturais e
moleculares subjacentes a causa da doenga e os ensaios terap€uticos inexequiveis em pacientes
(JONES; WATSON; FONE, 2011). De acordo com Carpenter ¢ Koenig (2008), constituiram-
se mais de 20 modelos animais de esquizofrenia distintos. Jones, Watson ¢ Fone (2011)
ressaltam que estes modelos se ajustam em quatro categorias de inducdo: desenvolvimental,

induzida por drogas, lesdo ou manipulacdo genética.

1.3.1 Modelos genéticos

Estudos com gémeos indicam que a esquizofrenia ¢ um transtorno prevalentemente
genético, com herdabilidade em torno de 80%. Todavia, nenhuma alteragdo genética € causal
ou suficiente para explicitar esta doenca (JONES; WATSON; FONE, 2011). Existem inimeros
genes relacionados com o aumento do risco para esquizofrenia (ALLEN et al., 2008; GOGOS;
GERBER, 2006).

Além de ocasionar a sindrome velocardiofacial, a microdelecdo cromossdomica
22q11.2 se correlaciona com a sindrome schizophrenia-like (semelhante a esquizofrenia) em
torno de 30% dos casos (GREEN et al., 2009). Outro exemplo de modelo experimental ¢ a
translocacdo, que interrompe o gene disrupted-in-schizophrenia (DISC1), o qual foi
inicialmente vinculado a esquizofrenia em uma familia escocesa. Desta forma, produziram-se
camundongos com mutagdes neste gene, provocando, em alguns, anormalidades
comportamentais associadas ao transtorno (NESTLER; HYMAN, 2010).

As associagdes entre o polimorfismo valina/metionina (val/met), no gene que
codifica a enzima catecol-O-metiltransferase (COMT), e a esquizofrenia sdo controversas,
assim como outras variantes que ocasionam pequenos impactos sobre o risco (ALLEN et al.,
2008). Destaca-se que a COMT ¢ uma enzima importante no metabolismo das monoaminas,

dentre as quais a dopamina (KARAYIORGOU et al., 1998; SHASHI et al., 2006).
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1.3.2 Modelos induzidos por drogas

Ao provocarem um aumento na liberagao de dopamina, as anfetaminas reproduzem
0s sintomas positivos da esquizofrenia, como hiperatividade e comportamento desinibido, além
de redugdo das inibigdes pré-pulso e latente, em animais tratados com estas substancias (KILTS,
2001). Embora seja apropriada na reproducao de sintomas positivos, a utilizacao de anfetaminas
nao proporciona um modelo experimental completo (DAWE; HWANG; TAN, 2009).

Cloridrato de fenciclidina (PCP) e cetamina, assim como outros antagonistas do
receptor NMDA, acarretam prejuizos a fungao cognitiva, como deficits na execugdo de tarefas
relacionadas a alternancia espacial (DAWE; HWANG; TAN, 2009). Em ratos, a administra¢ao
perinatal de PCP ocasionou prejuizos quanto a percepcao espacial, além de alteragdes no
comportamento social, hiperatividade e deficits sensoriais (MOGHADDAM et al., 1997;
WILEY et al., 2003).

1.3.3 Modelos de lesdo

A lesdo neonatal do hipocampo ventral (vHip) do rato, mediante a inje¢do local de
uma excitotoxina denominada acido iboténico, provoca alteragdes comportamentais que se
manifestam apds a puberdade, além de afetar a integridade de estruturas em desenvolvimento,
como o nucleo accumbens (nAcc) e a regido medial do CPF (TSENG; CHAMBERS; LIPSKA,
2009).

Animais submetidos a este modelo apresentam, durante a puberdade tardia,
caracteristicas relacionadas aos sintomas positivos, negativos e cognitivos da esquizofrenia.
Esta lesdo ocasiona, pois, um desenvolvimento irregular das conexdes entre o vHip e outras
areas (estriado, nicleo accumbens, cortex pré-frontal e amigdala), provocando alteragdes no

desenvolvimento do CPF (MATTEI; SCHWEIBOLD; WOLF, 2015).

1.3.4 Modelos neurodesenvolvimentais

De acordo com Rapoport, Giedd e Gogtay (2012), tem-se atribuido origens
neurodesenvolvimentais a esquizofrenia, embora os sintomas se manifestem, comumente, no
final da adolescéncia ou inicio da fase adulta. Acredita-se que os mecanismos referentes a
esquizofrenia incluam interagdes complexas entre genética/epigenética e fatores ambientais,

sobretudo na fase perinatal (BROWN, 2011).
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Nutri¢do, uso de cannabis e estresse estdo entre os fatores ambientais que aceleram
ou elevam o risco para psicose em individuos geneticamente predispostos (DAVIS et al., 2016).
Diferentes estudos, em animais ¢ humanos, tém demonstrado os efeitos de mutacdes genéticas
e fatores ambientais no surgimento de sintomas associados a esquizofrenia (AYHAN;
MCFARLAND; PLETNIKOV, 2016).

Estudos epidemiologicos indicam um aumento do risco para esquizofrenia e
transtornos relacionados, mediante exposi¢ao materna a infeccdo ou inflamacdo durante o
periodo pré-natal (BROWN; DERKITS, 2010). Segundo Mattei, Schweibold e Wolf (2015), os
modelos desenvolvimentais se caracterizam por ativagdo microglial e processos inflamatorios
que, possivelmente, formam a base das injurias ao desenvolvimento, ocasionando sintomas pos-
puberes.

Embora as investigacdes, no ambito neurodesenvolvimental, relacionem alteragdes
na fun¢do microglial e esquizofrenia, outros indicios destacam o possivel papel da microglia na
neurodegeneragao referente ao transtorno (SOLEK et al., 2017). Tem-se conferido a microglia,
células imunes que residem no SNC, fungdes relativas ao desenvolvimento normal do cérebro
e maturagdo, como refinamento dos circuitos neurais, viabilizagdo da apoptose no
desenvolvimento e poda sinaptica (HONG; STEVENS, 2016; MOSSER et al., 2017; NAYAK;
ROTH; MCGAVERN, 2014; PAOLICELLI et al., 2011; WU et al., 2013).

Apontada como um importante fator de risco etioldgico na esquizofrenia, assim
como em outras doengas psiquiatricas de origem desenvolvimental, a ativacdo do sistema imune
materno, durante a gestagdo, prediz 14-21% de todos os casos de esquizofrenia (BROWN et
al., 2004). A ativagdo microglial provoca a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e radicais
livres, que, possivelmente, promovem degeneragdo neuronal, contribuindo, desta forma, para a
fisiopatologia da esquizofrenia (LASKARIS et al., 2016; MILLER et al., 2011). Apds
exposi¢ao materna a patdgenos virais, no primeiro e inicio do segundo trimestre do periodo
gestacional, verifica-se, na prole, um aumento na incidéncia de esquizofrenia (BROWN et al.,
2004; KHANDAKER et al., 2013; PATTERSON, 2009).

Com o intuito de alterar, irreversivelmente, o desenvolvimento do SNC, os modelos
animais de esquizofrenia, com enfoque desenvolvimental, se utilizam de manipulagdes do
ambiente, bem como da administracio de drogas no periodo perinatal. As alteracdes
comportamentais a longo prazo despontam, comumente, na pds-puberdade, reproduzindo a
cronologia associada aos sintomas da esquizofrenia (JONES; WATSON; FONE, 2011).

Estudos indicam que, ao imitar uma infec¢do, viral ou bacteriana, em fémeas, cujo

periodo gestacional corresponde ao segundo trimestre da gestagcdo humana, a prole apresenta
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altera¢des anatdmicas, comportamentais e neuroquimicas, similares a psicose (BOKSA, 2010;
MEYER et al., 2005; PATTERSON, 2002, 2009).

Com o intuito de promover medidas de seguranga e, assim, proteger os
pesquisadores, considera-se conveniente a utilizacao de substancias imunogénicas que imitam
infec¢des. Nesta perspectiva, indicam-se a inje¢ao de acido ribonucleico (RNA) viral sintético,
Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly(I:C) ou PIC), e lipopolissacarideos (LPS), para induzir
resposta imune inata antiviral ou antibacteriana, respectivamente (SOLEK et al., 2017).
Componente da parede celular de bactéria gram-negativa, o LPS se liga ao toll-like receptor
(TLR) 4, ativando a sinalizag@o inflamatdria (REISINGER et al., 2015).

O PIC ¢ um anélogo sintético de RNA fita dupla que imita alguns virus, dentre os
quais o virus influenza. Ao ativar o TLR3, o PIC eleva a expressdo de varios genes associados
a resposta imune inata, além de interferir na funcdo leucocitaria, diminuindo a velocidade de
rolagem, aumentando a adesdo a parede vascular e propiciando o extravasamento da circulagao
para a cavidade peritoneal ou outros tecidos (MEYER, 2014; PIRCHER et al., 2014). De acordo
com Takeda e Arika (2004), o PIC, ao ser reconhecido pelo TLR3, evoca uma resposta imune
inata, com producao de citocinas pro-inflamatorias, como interleucina-1 (IL-1p), interleucina-
6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interferons tipo I (INF-a e INF-f3).

Estudos apontam que a estimulagdo imune materna desencadeia, na prole,
alteracdes na comunicagdo e interacdo social, ansiedade, deficits no filtro sensério-motor,
prejuizos cognitivos e elevada sensibilidade as anfetaminas (MEYER, 2013, 2014; MEYER;
FELDON; FATEMI, 2009; PATTERSON, 2009).

De acordo com Khan e Powell (2017), a associacao entre fatores de risco genéticos
e ambientais ou multiplos fatores desenvolvimentais/ambientais aprimoram o modelo animal.
Em esquizofrenia, para compreender as alteragdes na anatomia cerebral e comportamento, tem-
se focado em modelos desenvolvimentais de dois desafios. Ressalta-se que o periodo em que
estes “hits”, ou “desafios”, ocorrem sdo fundamentais para o contexto neurodesenvolvimental,
uma vez que podem gerar diferentes resultados. Desafios nas etapas iniciais do
desenvolvimento produzem alteragdes generalizadas, enquanto que desafios posteriores
acarretam mudancas mais especificas (DAVIS et al., 2016; PANTELIS et al., 2003).

Em diversos estudos com roedores, tem-se utilizado a abordagem de dois desafios
para investigar a hipdtese de que alteracdes, no inicio do desenvolvimento cerebral e
adolescéncia, podem conduzir a esquizofrenia, uma vez que estes periodos sdo considerados
criticos, no contexto neurodesenvolvimental (KESHAVAN; HOGARTY, 1999). Segundo

Giovanoli ef al. (2013), adversidades pré-natais atuam como um “desencadeador de doenca”,
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aumentando a suscetibilidade da prole frente aos efeitos neuropatoldgicos, ocasionados pela
exposicdo ao estresse na fase peripuberal.

O conceito pelo qual a infecgdo torna o organismo, em desenvolvimento, vulneravel
a fatores ambientais, apOs o0 nascimento, € consistente com outros modelos, revelando sinergia
entre os efeitos patologicos pré-natais e agravos pos-natais, como exposi¢do pré-natal ao ar
poluido, bem como elevado consumo de gorduras na fase adulta (BOLTON et al., 2012). De
acordo com Khan e Powell (2017), os modelos genéticos e/ou desenvolvimentais proporcionam

oportunidades para intervengao precoce e testes para tratamentos preventivos.

1.4 Esquizofrenia e 6mega-3

Os acidos graxos essenciais (AGEs) compdem todas as membranas celulares,
concedendo propriedades de fluidez. Deste modo, definem e intervém no desempenho de
enzimas e receptores de membrana. Embora estes acidos graxos sejam fundamentais para a
subsisténcia, seres humanos e outros mamiferos nao podem produzi-los. A obten¢ao ocorre por
meio da dieta, sendo, portanto, denominados essenciais (DAS, 2006b).

Espontaneamente, ha dois tipos de AGEs no corpo: as séries o-6 e »-3, derivadas
dos acidos linoleico (AL, 18:2) e a-linolénico (ALA, 18:3), respectivamente. Sabe-se que a
metabolizacdo destas séries de acidos graxos insaturados, para seus devidos metabolitos de
cadeia longa, acontece por intermédio do mesmo conjunto de enzimas. Algumas fungdes dos
AGEs demandam a conversao para eicosanoides e outros produtos. Entretanto, os 4cidos graxos
sdo ativos, por si, na maioria das circunstancias. Os metabolitos de cadeia longa de AL e ALA
sdo relevantes, no que se refere a funcao reguladora da membrana, tendo importancia ainda
maior no cérebro, retina, figado, rim, glandulas adrenais e gonadas (DAS, 2006a).

Agindo como antioxidantes em diferentes células e tecidos, os 4cidos graxos poli-
insaturados (AGPIs) dmega-3 se apresentam como uma alternativa para o tratamento de
processos patologicos, bem como sintomas relacionados a menopausa (MIQUEL et al., 2006;
PARK; LIM; KIM, 2009). De acordo com Decsi e Kennedy (2011), o estrégeno estimula a
conversao de AGEs em seus metabolitos de cadeia longa, enquanto a testosterona exibe efeito
inibitorio. Segundo Sibbons et al. (2014), a progesterona regula a biossintesse de AGPIs dmega-
3, assim como a expressao de genes envolvidos nesta via.

Os acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA), principais acidos
graxos Omega-3 contidos no 6leo de peixe, detém um relevante papel no SNC (FIGURA 4).

Relevante para as funcdes cognitivas € comportamentais, o0 DHA ¢ o principal componente
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estrutural das membranas neuronais (KELLER et al., 2013). Estudos apontam que a biossintese
do DHA necessita de estrogenos (GILTAY et al., 2004a, 2004b). O EPA, contudo, apresenta
fungdes fisiologicas consideraveis, como crescimento satisfatorio, desenvolvimento e
funcionamento do cérebro (PEET; STOKES, 2005). Existem indicios de que a administragao
de EPA pode agilizar a resposta ao tratamento, favorecendo a tolerabilidade dos antipsicoticos
(BERGER et al., 2007).

Os AGPIs sao fundamentais quanto ao neurodesenvolvimento normal. Deste modo,
distarbios relacionados ao metabolismo destes acidos graxos podem intervir na etiologia de
transtornos neurodesenvolvimentais, dentre os quais a esquizofrenia (ASSISI et al., 2006).
Estudos apontam que a deteccdo destas alteragcdes metabolicas ocorre nos estagios iniciais da
esquizofrenia, os quais antecedem a terapia antipsicética (REDDY; KESHAVAN; YAO, 2004),
bem como em individuos com alto risco para psicose (AMMINGER et al., 2012).

Figura 4 — Estrutura dos acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA)
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Fonte: Merck (2018).

Os AGPIs sao os principais componentes dos fosfolipidios de membrana celular.
Além disso, participam de inimeros processos biologicos como: ligagdo ao receptor,
neurotransmissao, transducdo de sinal e a sintese de metabdlitos ativos (eicosanoides), os quais
regulam a inflamagdo, o estresse oxidativo e as respostas imunoldgicas, dentre outros
(PAWELCZYK et al.,2015). De acordo com Davis et al. (2014), os 4cidos graxos da membrana
eritrocitaria, assim como os marcadores do estresse oxidativo, refletem, na doenga psicética, o
equilibrio entre mecanismos de protecdo e degeneracdo que ocorrem nas membranas neuronais.

Segundo Smesny et al. (2011), a redu¢ao de AGPIs na esquizofrenia resulta de uma
maior atividade da fosfolipase A> e dano oxidativo, os quais levam ao aumento da liberagao
destes acidos graxos das membranas neuronais. Zugno et al. (2015) atribui esta disfun¢do

metabolica ao efeito modificador dos AGPIs 6mega-3 sobre a fluidez da membrana, bem como
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as respostas dos receptores apds sua incorporagdo na célula. Ao restaurar a composi¢ao da
membrana neuronal, a suplementagdo com AGPIs 6mega-3 regulariza a fluidez, bem como a
fun¢do da membrana (CLARK et al., 2016).

Smesny et al. (2014) demonstraram que a suplementagdo com AGPIs 6mega-3
reduz, significativamente, a atividade da fosfolipase A» intracelular em individuos com elevado
risco para psicose. Inibindo-se a atividade desta enzima, reduz-se a producdo de eicosanoides e
citocinas pro-inflamatorios (CLARK et al., 2016). Eicosanoides sdo mediadores lipidicos
implicados em diversas fungdes fisiologicas, dentre as quais vasorreatividade, agregacao
plaquetaria e inflamag¢ao (SCHMITZ; ECKER, 2008; SIMOPOULOS, 2011).

Metabolizados pela cicloxigenase (COX) e 5-lipoxigenase (5-LOX), os
eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) medeiam reacdes inflamatorias
(TAPIERO et al., 2002; TASSONI et al., 2008). Os AGPIs disponibilizam precursores para a
sintese de prostaglandinas e modulam a expressdo de enzimas fundamentais para o metabolismo
destes eicosanoides, bem como de esteroides (TRAN et al., 2016). De acordo com Xu et al.
(2017), uma razdo DHA/EPA baixa, na dieta, ocasiona efeitos inibitorios sobre a
esteroidogénese gonadal.

Ressalta-se que o metabolismo dos AGPIs 0mega-3, por meio das enzimas
cicloxigenase e lipoxigenase, origina mediadores anti-inflamatorios, como resolvinas e
protectinas (CALDER, 2011; SMESNY et al., 2014). As resolvinas reduzem a inflamagao
mediante ligagdo aos receptores acoplados a proteina G em leucécitos e bloqueio da produgado
de mediadores inflamatorios. Além disso, as resolvinas inibem a migracdo leucocitaria e
diminuem a expressdo de citocinas por células microgliais (KELLER et al., 2013). As
protectinas, em contrapartida, reduzem a inflamacdo ao interromperem a infiltragdo de
leucocitos e diminuirem a produgdo de citocinas por células gliais (SERHAN, 2008).

As membranas neuronais, constituidas principalmente por AGPIs O6mega-3,
modulam inumeras vias € mecanismos biologicos, dentre os quais a fluidez de membrana,
neurotransmissdo  dopaminérgica, serotoninérgica, glutamatérgica e  colinérgica,
neuroinflamagdo, apoptose e senescéncia, expressdo génica, funcdo e plasticidade sinaptica
(ABEDI; SAHARI, 2014). De acordo com Simopoulos (2006), o 6mega-3 inibe a IL-13, TNF-
a e IL-6.

Acredita-se que os acidos graxos de cadeia longa, como o dmega-3, podem reduzir
os sintomas da esquizofrenia mediante suas propriedades neuroprotetoras, sem, no entanto,

ocasionar efeitos adversos relevantes. Em geral, este tratamento se apresenta como uma boa
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estratégia na prevencao da psicose em individuos com maior risco para a doenga (AMMINGER
et al., 2010; MORRISON et al., 2004).

O papel do O6mega-3 no sistema nervoso nao esta completamente elucidado,
contudo evidéncias mantém a hipdtese de que os AGPIs sdo essenciais para o funcionamento
normal do cérebro, facilitando, portanto, a plasticidade sinaptica, melhorando a fun¢ao
mitocondrial e reduzindo o estresse oxidativo intracelular (GOMEZ-PINILLA, 2008). Segundo
Amminger et al. (2010), estas propriedades neuroprotetoras estariam envolvidas na prevengao

de esquizofrenia em pacientes prodromicos.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A utilizagdao de modelos animais para ampliar a compreensao acerca de alteragdes
neuroquimicas e estruturais, que conduzem ao desenvolvimento da esquizofrenia, sao
fundamentais na elaboragdo de novas estratégias terapéuticas, bem como de prevencao
(JONES; WATSON; FONE, 2011).

A relagdo epidemioldgica entre desafio imune perinatal e anormalidades no
desenvolvimento cerebral e comportamento, observada em estudos com roedores, refor¢a o
papel das alteragcdes neurodesenvolvimentais mediadas pelo sistema imune, nas principais
doengas psiquiatricas. Ao comprometerem o desenvolvimento neurologico, os modelos
neurodesenvolvimentais possibilitam uma monitoracdo multifacetada e longitudinal da
progressao da doenca, abrangendo desde o neurodesenvolvimento pré-natal até a fase adulta
(MEYER, 2014).

Embora considerada um estagio critico do desenvolvimento, devido aos fatores
fisiopatologicos que comprometem o cérebro, a adolescéncia também representa uma janela de
oportunidades quanto a intervencao preventiva. Portanto, a interven¢dao durante um periodo
critico do desenvolvimento pode gerar diferentes resultados na fase adulta (AMMINGER et al.,
2015), principalmente se estas interven¢des forem seguras a ponto de ndo causarem efeitos
colaterais graves. Face a esta observagdo, optou-se, no presente estudo, pelo uso de um
suplemento alimentar.

As diferencas relacionadas ao sexo, na esquizofrenia, sdo bem estabelecidas e
consistentemente descritas (OWENS et al., 2018). Dentre as diferengas, destacam-se a idade de
inicio, prevaléncia, perfil sintomatico e curso da doenca, assim como resposta ao tratamento e
prognostico (ABEL; DRAKE; GOLDSTEIN, 2010). Nesta perspectiva, buscou-se avaliar, em
animais submetidos ao modelo de dois desafios, as variacdes entre machos e fémeas.

Mediante a prevaléncia de individuos acometidos por disturbios psiquiatricos,
dentre os quais a esquizofrenia, viu-se a necessidade de investigar estratégias capazes de
prevenir sintomas. Considerando-se as propriedades neuroprotetoras atribuidas ao dmega-3,
assim como sua acessibilidade e auséncia de efeitos adversos relevantes, acredita-se que este
acido graxo poli-insaturado seja uma alternativa eficaz no que se refere a prevencdo. A
utilizacdo do modelo de esquizofrenia por desafio imune neonatal combinado a estresse na
adolescéncia auxilia, portanto, na observacdo dos possiveis beneficios do 6mega-3 sobre

parametros comportamentais e oxidativos.



40

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia do sexo e o efeito preventivo dos acidos graxos poli-
insaturados Omega-3 sobre alteragdes comportamentais e neuro-oxidativas em animais
submetidos ao modelo de esquizofrenia por desafio imune neonatal, combinado a estresse na

adolescéncia.

3.2 Objetivos especificos

- Verificar, em animais adultos expostos ao modelo de dois desafios, a influéncia
do sexo e o efeito preventivo do 6mega-3 sobre alteragdes comportamentais relacionadas aos
sintomas positivos, negativos e cognitivos da esquizofrenia, por meio dos testes de inibigdo pré-
pulso, interagdo social e labirinto em Y, respectivamente;

- Avaliar, em animais adultos submetidos ao modelo de dois desafios, a influéncia
do sexo e o efeito preventivo do dmega-3 sobre alteragcdes oxidativas no cortex pré-frontal,

hipocampo, corpo estriado e plasma.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Utilizaram-se camundongos Swiss machos e fémeas para procriagdo, com pesos
variando entre 25 e 35 g. Provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
(UFC), os animais foram mantidos em temperatura média de 24 + 2 °C, com ciclo claro/escuro
de 12 horas. Os camundongos, ambientados em grupos, tiveram livre acesso a comida e agua.

O estudo seguiu as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), sendo aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC), sob protocolo n° 66/2016.

4.2 Drogas e reagentes

Utilizaram-se as seguintes drogas: Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly(I1:C) ou
PIC, Sigma-Aldrich®, Estados Unidos da América (EUA)) e OMEGA-3 (6leo de peixe em
capsulas, FDC® Vitamins LLC, EUA).

4.3 Protocolo experimental

4.3.1 Modelo animal de esquizofrenia induzido por estimulacdo imune neonatal e estresse

na adolescéncia (modelo de dois desafios)

Os animais foram acasalados na propor¢cdo de um macho para duas fémeas, e
acondicionados juntos durante cinco dias. Apds este periodo, os machos foram separados das
fémeas, as quais permaneceram sob observacao até a detec¢ao da prenhez.

Nos 5°, 6° e 7° dias ap6s o0 nascimento, as proles foram submetidas a contencao leve
para a aplicagdo intraperitoneal de PIC ou salina estéril (GIOVANOLI et al., 2013).
Administraram-se, diariamente, 30 uL de solug¢do na concentragdo de 2 mg/Kg. No 21° dia pds-
natal (DPN21), os animais foram desmamados e separados conforme o sexo e tratamento
(QUADRO 1). Formaram-se grupos experimentais com diferentes proles, a fim de aumentar a
variabilidade genética. Para os testes comportamentais, utilizaram-se entre 10 a 12 animais por
grupo. Quanto aos testes para determinagdo de parametros neuro-oxidativos, utilizaram-se entre

6 a 8 animais por grupo.
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Ressalta-se que o sistema imune de mamiferos reconhece o PIC como estranho,
mediante o receptor transmembrana Toll-like 3 (TLR3) (AKIRA; TAKEDA, 2004). Os
receptores 7Toll-like (TLRs) identificam estruturas invariantes exibidas por patdgenos
virulentos. Conforme se liga ao TLR3, o RNA de fita dupla ou seu equivalente sintético (PIC)

induz a expressdo de numerosas proteinas e genes encarregados pela resposta imune inata

(MEYER, 2014).

Quadro 1 — Grupos experimentais

Se5b Giubo Primeiro desafio Tratamento Segundo desafio
" DPN 5-7 DPN 30-60 DPN 35-43
MeF Salina Salina - -
MeF Salina+ Omega-3 Salina Omega-3 -
MeF PIC + Estresse PIC - Estresse
MeF Smega.s § HIC PIC Omega-3 Estresse
Estresse

M = machos; F = fémeas; PIC = Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly (I:C)); DPN = dia p6s-natal.

Utilizando-se um modelo translacional em camundongos, Giovanoli et al. (2013)
constataram que a exposi¢cdo ao desafio imune pré-natal, associado ao estresse pré-pubere,
ocasionou, na fase adulta, efeitos patoldgicos em fungdes comportamentais € neuroquimicas. A
inducdo dos dois desafios, no presente estudo, ocorreu por meio da administragdo neonatal de
PIC, combinada a eventos estressantes na adolescéncia. Aplicaram-se estes eventos entre os

DPNs 35 e 43, com alternancia de um dia (QUADRO 2 e FIGURA 5).

Quadro 2 — Protocolos de estresse

35 3 estimulos elétricos nas patas (0,9 mA) com duragdode 1 s e
intercaladospor 1 min

37 Imobilizagdo por 45 min em tubo contensor

39 Privacdo de dgua por 16 h

n 2 secdes de nado forgado com duragdode 1 min e intercaladaspor

3 min

13 3 estimulos elétricos nas patas (0,9 mA) com duragdode 1s e

intercaladospor 1 min

mA = miliampére; DPN = dia pds-natal.
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Figura 5 — Protocolo experimental

eSegundo desafio
*Exposicio ao estresse na
adolescéncia

eNascimento

sPrimeiro desafio
eAtivagio imune neonatal
com PIC

elnicio do
tratamento com
dmega- 3

eFim do tratamento
com émega -3

*Desmame
eSeparacao dos
animais por sexo e
grupo

» Testes comportamentais e
eutanésia
sDeterminagao de parametros
neuro-oxidativos .

Fonte: elaborada pelo autor. DPN = dia pos-natal; PIC = Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly (I:C)).

4.3.2 Tratamento com émega-3

A administracdo oral de 6mega-3, diluido em Tween® 80, sucedeu diariamente
entre os DPNs 30 e 60, com agulha curva de gavagem, no volume de 0,1 mL/10 g de peso.
Destaca-se que a definicdo da dose se fundamentou no estudo de Amminger et al. (2010). A
dose utilizada no animal foi de 625 mg/Kg, o equivalente a uma dose de 3 g de 6mega-3 em

seres humanos (REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008).
4.4 Testes comportamentais
Na avaliagdo comportamental, determinaram-se endofendtipos correspondentes aos

sintomas positivos (inibi¢do pré-pulso), negativos (intera¢ao social) e cognitivos (labirinto em

Y) (THAKER, 2007). Os testes foram conduzidos entre os DPNs 70 e 72.
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4.4.1 Teste de inibicdo pré-pulso

Define-se inibigao pré-pulso (IPP) como a redugao de um reflexo de sobressalto a
um estimulo actstico intenso (pulso), quando instantaneamente precedido por um estimulo de
menor intensidade (pré-pulso) (HOFFMAN; ISON, 1980; SWERDLOW et al., 2004). O
monitoramento da reacdo corporal dos animais aos estimulos acusticos ocorreu por meio de
uma camara de IPP (Insight Equipamentos Cientificos, Brasil, modelo EP-175) conectada a um
tubo (diametro 8,2 cm, comprimento 20 cm) e montada em uma caixa ventilada fechada.

Colocaram-se os camundongos em um contensor (4,5 x 5,0 x 5,5 cm) constituido
por barras de aco inoxidavel de 3,0 mm de diametro, com espagamento de 0,8 cm. O contensor
permaneceu preso sobre uma balanca, denominada plataforma de resposta, através de quatro
parafusos miniatura. Utilizou-se um alto-falante, localizado a 15 cm do contensor, para fornecer
os estimulos de pulso, pré-pulso e ruido de fundo. A camera acustica ventilada (64 x 60 x 40
cm) comportou, portanto, o contensor, a plataforma e o alto-falante. A principio, realizaram-se
procedimentos de calibracdo, a fim de garantir, durante o periodo de avaliag¢do, sensibilidades
equivalentes, através da plataforma de resposta.

A conteng¢do dos animais para aclimatagdo marcou o inicio da se¢ao de testes. Neste
periodo, submeteram-se os camundongos ao ruido de fundo (65 dB) por 5 minutos. Logo apds,
foram expostos a uma série de 10 estimulos de treino (pulso — 120 dB, 50 ms de dura¢do), com
um ensaio de interintervalo de 20 segundos. Esta etapa permitiu, entdo, a habituacdo da resposta
de sobressalto.

Posteriormente, verificou-se a modulacdo IPP de sobressalto através do seguinte
protocolo: 74 ensaios pseudorandomizados divididos em oito categorias diferentes,
apresentados com um intervalo interestimulos de 20 s (20 apresentagdes de pulso sozinho (120
dB, 50 ms de duracdo), 8 apresentacdes de cada intensidade de pré-pulso sozinho (70, 75 e 80
dB, frequéncia 3000 Hz, 20 ms de duragdo), 10 apresentacdes de cada intensidade de pré-pulso
+ intensidade de pulso (intervalo de 50 ms entre pré-pulso e pulso) e auséncia de estimulo
(apenas ruido de fundo) (LEVIN et al., 2011).

Calculou-se, para cada animal, a média da amplitude de resposta de sobressalto aos
ensaios de pulso sozinho (P) e pré-pulso + pulso (PP + P). Definiu-se o nivel de IPP como a
porcentagem da reducdo da amplitude do sobressalto nos ensaios de PP + P em comparagdo
com a amplitude do sobressalto nos ensaios de P, de acordo com a seguinte formula: % IPP =

100 - [100 x (PP + P/ P)].
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Empregando-se esta equagdo, um valor de IPP igual a 0% denota que ndo houve
diferenca entre a amplitude da resposta de sobressalto do pulso sozinho e do pré-pulso + pulso.
Deste modo, nao houve IPP (LEVIN et al., 2011). Esperou-se, pois, que o grupo de animais
submetidos ao modelo dos dois desafios (controle positivo) apresentasse deficits de IPP neste

teste comportamental.

Figura 6 — Teste de inibig¢ao pré-pulso

Fonte: Insight (2018).

4.4.2 Teste do labirinto em Y

Avaliou-se a memoria operacional ou de trabalho mediante a taxa de alternagdes
espontaneas no labirinto em Y (Y-maze). O aparato consistia em trés bragos idénticos (40 x 5 x
16 cm) posicionados em angulos iguais (SARTER; BODEWITZ; STEPHENS, 1988).
Colocados na extremidade de um dos bragos, anteriormente numerados, os animais exploraram
o ambiente por 8 minutos. Anotou-se, entdo, a sequéncia dos bragos visitados, com o intuito de
determinar o nimero de entradas sem repeticdes. Considerou-se correta a alternagdo em que o
animal visitou um novo brago e ndo retornou ao brago anteriormente percorrido.

Deste modo, calculou-se a percentagem das alternacdes como a razdo entre as
alternagdes corretas (n) e o nimero de visitas realizadas durante o periodo de observagao (n-2),
multiplicado por 100 (% alternagdes corretas = n/n-2 x 100) (DALL’IGNA et al., 2007;
YAMADA et al., 1996). O éxito no teste se caracteriza pela elevada taxa de alternancia no grupo

controle negativo, indicando que os animais recordam do Gltimo brago visitado.



46

Figura 7 — Teste do labirinto em Y

Fonte: Corrado Equipamentos Biologicos (2018)

4.4.3 Teste de interacdo social

Para a realizacdo deste teste, utilizou-se uma caixa de acrilico, (60 x 40 cm),
dividida em trés camaras e monitorada pelo software SMART v3.0 (Panlab Harvard Apparatus).
A movimentacdo dos camundongos, entre as camaras, ocorreu através de pequenas aberturas (6
x 6 cm). Cada compartimento lateral conteve uma gaiola metalica; uma com animal
desconhecido e do mesmo sexo (camara social) e outra vazia (cdmara oposta). Posicionados na
area central, os animais, em teste, exploraram o aparato por 5 minutos (RADYUSHKIN ef al.,
2009). Determinaram-se o tempo gasto em cada uma das trés camaras e a preferéncia social, a
qual foi definida como: (% o tempo gasto na camara social) - (% o tempo gasto na camara
oposta). Além deste parametro, avaliaram-se o niumero de entradas na camara social e as

imagens referentes as trajetorias, as quais foram obtidas por meio do software.

Figura 8 — Teste de interagao social

1\\}‘@“”’

b/

Fonte: Stoelting Company (2018)
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4.5 Coleta de sangue e dissecacio das areas cerebrais

Com capilares de microhematdcrito heparinizados, colheram-se amostras de sangue
através da venopuncao do plexo orbital, sendo acondicionadas em microtubos de centrifugacao
com anticoagulante (CHEN et al., 2004). Em seguida, colocaram-se as amostras na centrifuga
por 15 min (3500 rpm; 4 °C). Apds isto, coletou-se o plasma que, assim como as areas cerebrais,
foi armazenado a -70 °C até a determinacao dos parametros neuro-oxidativos.

Apos a realizagdo dos testes comportamentais e da coleta de sangue, decapitaram-
se os animais por meio de uma guilhotina. Rapidamente, removeram-se os encéfalos,
colocando-os sobre placas de gelo. Por divulsionamento, as areas cerebrais, cortex pré-frontal
(CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE), foram isoladas das estruturas circunjacentes
com uma tesoura de microdissecacdo. Posteriormente, as areas dissecadas foram
acondicionadas em microtubos de centrifugacao, imediatamente congeladas e armazenadas a -

70 °C até a realizag@o dos ensaios neuroquimicos.

4.6 Determinacao de parametros do estresse oxidativo

4.6.1 Determinagdo da concentragdo de glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram avaliados para estimar defesas endogenas contra o estresse
oxidativo. O método se baseia na reacdo do reagente de Ellman, 5,5-ditiobis (dcido 2-
nitrobenzoico) (DTNB), com grupos tiol livres, originando um dissulfeto misto mais 2-nitro-5
tiobenzodico. O preparo das amostras foi realizado da seguinte forma: 40 uL de cada amostra
(homogenato do tecido a 10% em tampdo fosfato) foi adicionado a um microtubo de
centrifugacdo + 50 puL de 4gua destilada e 10 pL de acido tricloroacético (ATC) 50%. As
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, por 15 minutos, & temperatura de 4 °C. Os
sobrenadantes foram separados. Adicionaram-se 60 pL dos mesmos a placa para ELISA
(mantidas resfriadas), assim como os brancos. Ressalta-se que o material permaneceu resfriado
durante todo o ensaio. Imediatamente antes da leitura, foi adicionado o tampao fosfato pH 7,4
+ 0,65 mL de DTNB 0,01 M metanol. Adicionaram-se 102 uL desta solu¢do em cada pogo da
placa. Realizou-se a leitura da absorbancia a 412 nm. A concentragao da glutationa reduzida foi
expressa em pg de GSH por grama de tecido. A curva padrao foi obtida mediante a leitura de
varias concentragdes de GSH padrdo (1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 100) (SEDLAK; LINDSAY,
1968).
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4.6.2 Determinacdo dos niveis de nitrito

A molécula de oxido nitrico (NO) ¢ extremamente toxica e danifica proteinas,
lipideos de membrana e DNA. Indiretamente, a dosagem de dioxido de nitrogénio/nitrato
(NO2/NO3) possibilita a quantificagdo da sintese de NO, haja vista que sdo seus metabolitos.
Prepararam-se homogenatos das areas cerebrais (10%) em solugdo de cloreto de potéssio (KCl)
1,15%. Apods a centrifugagdo (800 rpm por 10 min), coletaram-se os sobrenadantes, sendo a
producao de NO determinada mediante a reagdao de Griess (GREEN; GOLDMAN, 1981).

Uma aliquota de 100 pl do sobrenadante foi incubada com 100 pul do reagente de
Griess (sulfanilamida 1% / dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenediamina 0,1% / acido fosforico a
5% / agua destilada, na proporcao de 1:1:1:1) a temperatura ambiente por 10 minutos. Elaborou-
se a curva padrdo com vdrias concentracdes de NaNO> (variacdo de 0,75 a 100 mM) sob as
mesmas condi¢des, sendo os brancos preparados através da adicdo de 100 pL do reativo de
Griess a 100 pL do tampao usado para os homogenatos. A absorbancia, verificada por meio de

espectrofotometro a 540 nm, foi expressa em nM de nitrito/g de tecido imido.

4.6.3 Determinacdo dos niveis de substdncias reativas ao dcido tiobarbiturico (TBARS)

Um dos principais componentes celulares afetados pelo estresse oxidativo € a
membrana celular, a qual sofre um processo de peroxida¢do. O malondialdeido (MDA) ¢ um
aldeido de cadeia curta, considerado o principal produto da peroxidacao lipidica. O método se
baseia na mensuracdo de substincias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) nos
homogenatos. As amostras foram homogeneizadas a 10% com tampao fosfato de potassio
monobasico 50 mM pH 7,4. Posteriormente, 63 uL. do homogenato foram misturados a 100 pL
de HCIO4 35%, sendo estes centrifugados (7000 rpm por 15 min). Em seguida, 150 uL do
sobrenadante foram recuperados e misturados com 50 pL de acido tiobarbiturico 1,2%. Depois,
estas amostras foram aquecidas em um banho de dgua fervente (95-100 °C) por 30 minutos.
Apds o resfriamento, a peroxidagdo lipidica foi determinada em espectrofotdmetro por
absorbancia 535 nm e expressa como micrograma de MDA/g de tecido (OHKAWA; OHISHI;
YAGTI, 1979).
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4.7 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média =+ erro padrao da média utilizando
o software GraphPad Prism 6. Os resultados de IPP foram analisados por ANOVA de duas vias
para medidas repetidas, considerando como fatores “intensidade de pré-pulso” (PPs 70, 75 e 80
dB) e “grupos experimentais” (salina; salina + 6mega-3, PIC + estresse e omega + PIC +
estresse). As demais andlises foram realizadas por ANOVA de duas vias regular considerando
como fatores “sexo” (macho e fémea) e “grupos experimentais” (salina; salina + dmega-3; PIC
+ estresse e 0mega-3 + PIC + estresse). Em ambos os casos, o teste de Tukey para comparagdes
multiplas foi utilizado como teste post hoc. O nivel de significancia foi definido a partir de P <

0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Influéncia do sexo e efeito do 6mega-3 sobre alteracées comportamentais no modelo

de esquizofrenia por dois desafios

Utilizou-se o teste de inibicdo pré-pulso (IPP) para avaliar déficits no filtro
sensorio-motor, um endofendtipo da esquizofrenia (TURETSKY et al., 2006). Em machos, a
anélise de IPP (GRAFICO 1A) indicou uma significativa interagio entre os fatores “pré-pulso”
e “grupo experimental” [F (6, 82) = 2,648, P =0,0213]. Os animais submetidos aos dois desafios
(PIC + Estresse) apresentaram déficits expressivos nos pré-pulsos (PPs) 70, 75 e 80 (PP 70: P
< 0,0001; PP 75: P = 0,0001; PP 80: P = 0,0010), quando comparados ao grupo salina.
Verificou-se que o 6mega-3 preveniu, significativamente, as alteracdes induzidas pelo modelo
de dois desafios, nos PPs 70, 75 e 80 (PP 70: P <0,0001; PP 75:P = 0,0165; PP 80: P = 0,0021).

Em fémeas, ndo se constatou interacéo entre os fatores (GRAFICO 1B). No entanto,
observou-se um efeito principal significativo do fator “pré-pulso” [F (2, 80) = 9,879, P =
0,0001], bem como do fator “grupo experimental” [F (3, 40) = 18,12, P < 0,0001]. A indugéo
do modelo de dois desafios (PIC + Estresse) ocasionou, assim como nos machos, deficits
consideraveis nos PPs 70, 75 e 80 (PP 70: P < 0,0001; PP 75: P = 0,0001; PP 80: P < 0,0001).
Notadamente, 0 6mega-3 preveniu, nos diferentes PPs, os efeitos do desafio imune neonatal
combinado ao estresse na adolescéncia (PP 70: P < 0,0001; PP 75: P = 0,0141; PP 80: P =

0,0001).
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Gréfico 1 — Influéncia do sexo e efeito do dmega-3 sobre a porcentagem de inibi¢do pré-pulso
(IPP) em animais submetidos ao modelo de esquizofrenia por dois desafios
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As barras representam a média + erro padrdo da média (EPM) (n = 10-12 animais por grupo). Os resultados foram
analisados por ANOVA de duas vias para medidas repetidas, seguida pelo teste post hoc de Tukey. (*P < 0,05;
**p < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001). Abreviagdes: PIC = Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly (I:C)); PP
= pré-pulso.
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Para avaliar a memoéria de trabalho, aplicou-se o teste do labirinto em Y (GRAFICO
2). Deste modo, observou-se uma significativa intera¢do entre os fatores “sexo” e grupo
experimental” [F (3, 88) = 3,810, P = 0,0128]. Destaca-se que apenas o fator “grupo
experimental” apresentou efeito principal significativo [F (3, 88) = 54,08, P < 0,0001]. Quando
submetidos aos dois desafios (PIC + Estresse), machos e fémeas exibiram deficits na
porcentagem de alternagdes corretas (machos: P < 0,0001; fémeas: P < 0,0001), comparados ao
grupo salina. Verificou-se, em machos e fémeas, que o dmega-3 preveniu, significativamente,
a reducdo da porcentagem de alternacGes corretas, ocasionada pelo modelo de dois desafios
(machos: P <0,0001; fémeas: P = 0,0216).

Em ambos os sexos, constatou-se uma reducdo significativa da porcentagem de
alternacOes corretas, em animais submetidos aos dois desafios, porém tratados com édmega-3
(machos: P =0,0016; fémeas: P = 0,0341), quando comparados ao grupo salina. Em machos do
grupo Salina + Omega-3, observou-se uma reducéo significante na porcentagem de alternacdes
corretas (P = 0,0007).

Gréfico 2 - Influéncia do sexo e efeito do dmega-3 sobre a porcentagem de alternagdes corretas
(Y-maze) em animais submetidos ao modelo de esquizofrenia por dois desafios
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As barras representam a média + erro padrdo da média (EPM) (n = 10-12 animais por grupo). Os resultados foram
analisados por ANOVA de duas vias regular, seguida pelo teste post hoc de Tukey. (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P
< 0,001; ****P < 0,0001). Abreviac@es: PIC = Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly (1:C)); Y-maze = labirinto em
Y.
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Foram utilizados dois parametros para avaliar a preferéncia social: nimero de
entradas na cimara social e porcentagem de interagio social (GRAFICO 3). Quanto ao nimero
de entradas na camara social, verificou-se uma significativa interacao entre os fatores “sexo” e
“grupo experimental” [F (3, 88) = 5,401, P = 0,0019)] (GRAFICO 3A). Ressalta-se que apenas
o fator “grupo experimental” mostrou efeito principal significativo [F (3, 88) = 81,31, P <
0,0001]. Quando submetidos ao modelo de dois desafios (PIC + Estresse), machos e fémeas
apresentaram uma consideravel reducdo do nimero de entradas na cadmara social (machos: P <
0,0001; fémeas: P < 0,0001), comparados ao grupo salina. Em ambos 0s sexos, o 6mega-3
preveniu, significativamente, as alteracfes induzidas pelos dois desafios (machos: P < 0,0001;
fémeas: P < 0,0001). Em fémeas do grupo Salina + Omega-3, observou-se um aumento
significativo do namero de entradas na cdmara social (P = 0,0492), quando comparadas ao
grupo salina.

No que se refere a porcentagem de preferéncia social, constatou-se significativa
interacdo entre os fatores “sexo” e¢ “grupo experimental” [F (3, 83) = 3,640, P = 0,0160]
(GRAFICO 3B). Destaca-se que apenas o fator “grupo experimental” demonstrou efeito
principal significativo [F (3, 83) = 82,64, P < 0,0001]. O desafio imune neonatal, combinado
ao estresse na adolescéncia, ocasionou, em machos e fémeas, déficits consideraveis de interagdo
social (machos: P <0,0001; fémeas: P < 0,0001), em comparacao ao grupo salina. O 6mega-3
preveniu, em fémeas, as alteracdes induzidas pelo modelo de dois desafios (P < 0,0001). Em
machos do grupo Salina + Omega, verificou-se uma reducdo, significativa, da porcentagem de

interacdo social (P = 0,0017), quando confrontados com o grupo salina.
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Gréfico 3 - Influéncia do sexo e efeito do 6mega-3 sobre a preferéncia social de animais
submetidos ao modelo de esquizofrenia por dois desafios
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As barras representam a média + erro padrdo da média (EPM) (n = 8-12 animais por grupo). Os resultados foram
analisados por ANOVA de duas vias regular, seguida pelo teste post hoc de Tukey. (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P
< 0,001; ****P < 0,0001). Abreviacbes: PIC = Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly (I:C)).
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O software, utilizado na realizacdo do teste de interagdo social, forneceu imagens
que representam a trajetoria percorrida por cada animal (FIGURA 9). A esquerda, em vermelho,
tem-se a camara social. A direita, em azul, tem-se a cAmara oposta. No centro, em verde,
encontra-se a zona neutra. Deste modo, verificou-se que machos e fémeas do grupo salina
(Figuras 8A e 8B, respectivamente) exploraram as trés zonas. Os animais do grupo salina +
0mega-3 (machos: Figura 8C; fémeas: Figura 8D) apresentaram comportamento semelhante,
percorrendo as trés zonas. Machos e fémeas submetidos ao desafio imune neonatal, combinado
a estresse na adolescéncia, exibiram, em suas trajetorias, uma preferéncia pela cdmara oposta
(Figuras 8E e 8F, respectivamente). Em ambos 0s sexos, 0 6mega-3 preveniu as alteracdes
induzidas pelo modelo de dois desafios (machos: Figura 8G; fémeas: Figura 8H). Animais do
grupo dmega-3 + PIC + estresse exploraram as trés zonas, revelando trajetorias parecidas com

as observadas no grupo salina.
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Figura 9 - Influéncia do sexo e efeito do dmega-3 sobre a trajetoria percorrida durante o teste
de interacdo social em animais submetidos ao modelo de esquizofrenia por dois desafios

A B
e

A = grupo salina (machos); B = grupo salina (fémeas); C = grupo salina + 6mega-3 (machos); D = grupo salina +
O0mega-3 (fémeas); E = grupo PIC + estresse (machos); F = grupo PIC + estresse (fémeas); G = grupo 6mega-3 +
PIC + estresse (machos); H = grupo dmega-3 + PIC + estresse (fémeas).
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5.2 Influéncia do sexo e efeito do 6mega-3 sobre parimetros oxidativos em cérebro e

plasma de animais submetidos ao modelo de esquizofrenia por dois desafios

Quanto aos niveis de GSH no cértex pré-frontal, constatou-se uma interacéo
significativa entre os fatores “sexo” e “grupo experimental” [F (3, 44) = 17,59, P <0,0001]. As
fémeas do grupo salina apresentaram niveis elevados de GSH, quando comparadas aos machos
do grupo salina (P < 0,0001) e fémeas dos grupos salina + 6mega (P < 0,0001), PIC + estresse
(P <0,0001) e dmega + PIC + estresse (P < 0,0001). No hipocampo, observou-se uma interacao
significativa entre os fatores avaliados [F (3, 43) = 4,406, P = 0,0087]. As fémeas do grupo
salina exibiram niveis de GSH consideravelmente elevados, em comparacdo aos machos do
mesmo grupo (P = 0,0016) e as fémeas do grupo 6mega-3 + PIC + estresse (P = 0,0343).

Observou-se, no corpo estriado, uma interagdo significativa entre os fatores “sexo”
e “grupo experimental” [F (3, 41)= 5,385, P=0,0032]. As fémeas do grupo salina apresentaram
maiores niveis de GSH, quando comparadas aos machos do mesmo grupo (P = 0,0008) e as
fémeas dos grupos salina + émega-3 (P = 0,0016), PIC + estresse (P = 0,0009) e 6mega + PIC
+ estresse (P < 0,0001). No que se refere ao plasma, verificou-se uma significante interacao
entre os fatores estudados [F (3, 40) = 8,817, P = 0,0001]. Assim como nas areas cerebrais, as
fémeas do grupo salina exibiram niveis elevados de GSH no plasma, em comparacdo aos
machos do mesmo grupo (P < 0,0001) e as fémeas dos grupos salina + dmega-3 (P = 0,0179),
PIC + estresse (P < 0,0001) e dmega-3 + PIC + estresse (P < 0,0001) (GRAFICO 4).
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Avaliando-se os niveis de nitrito no CPF, constatou-se uma interacéo significativa
entre os fatores “sexo” e “grupo experimental” [F (3, 40) = 5,290, P = 0,0036]. Fémeas dos
grupos salina + 6mega (P = 0,0012) e PIC + estresse (P = 0,0021) apresentaram niveis elevados
de nitrito, quando comparados ao grupo salina. O dmega-3 preveniu, em fémeas submetidas ao
modelo de dois desafios, 0 aumento dos niveis de nitrito (P = 0,0394). No hipocampo, verificou-
se uma interacdo significativa entre os fatores avaliados [F (3, 40) = 5,832, P = 0,0021]. As
fémeas submetidas ao modelo de dois desafios (PIC + estresse) exibiram niveis elevados de
nitrito, em comparagdo ao grupo controle (P = 0,0086). O 0mega-3 preveniu,
significativamente, niveis aumentados de nitrito em fémeas submetidas ao modelo de dois
desafios (P = 0,0085).

No corpo estriado, houve interacdo significativa entre os fatores avaliados [F (3,
43) = 4,624, P = 0,0069]. No entanto, apenas o fator “grupo experimental” apresentou efeito
principal significativo [F (3, 43) = 3,376, P = 0,0268]. Observou-se que as fémeas do grupo
O0mega-3 + PIC + estresse exibiram niveis reduzidos de nitrito, em comparacdo as fémeas do
grupo PIC + estresse (P = 0,0010). Quanto ao plasma, ndo se constatou interacdo entre os fatores
avaliados. Contudo, ressalta-se que o fator “grupo experimental” apresentou efeito principal
significativo [F (3, 40) = 3,388, P = 0,0272]. Machos submetidos ao modelo de dois desafios
exibiram niveis elevados de nitrito, quando comparados ao grupo salina (P = 0,0442)
(GRAFICO 5).
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As analises de peroxidacdo lipidica apontaram significativa interagdo entre os
fatores no cortex pré-frontal [F (3, 43) = 37,20, P < 0,0001], hipocampo [F (3, 44) = 29,72, P <
0,0001], corpo estriado [F (3, 43) = 16,35, P <0,0001] e plasma [F (3, 40) = 4,484, P = 0,0083].
Destaca-se que, no CPF [F (3, 43) = 66,79, P < 0,0001], HC [F (3, 44) = 27,83, P < 0,0001] e
plasma [F (3, 40) = 5,402, P = 0,0032], apenas o fator “grupo experimental” demonstrou efeito
principal significativo. Machos, submetidos ao modelo de dois desafios, apresentaram niveis
significativamente elevados de TBARS no HC (P = 0,0084) e CE (P = 0,0093), quando
comparados ao grupo salina. O 6mega-3 preveniu, de forma significativa, 0 aumento dos niveis
de TBARS no CPF (P <0,0001), HC (P < 0,0001) e CE (P < 0,0001) de machos submetidos ao
modelo de dois desafios.

Verificaram-se niveis reduzidos de TBARS no CPF de machos, pertencentes aos
grupos salina + édmega-3 (P < 0,0001) e 6mega-3 + PIC + estresse (P < 0,0001), quando
comparados ao grupo salina. Constatou-se, nesta area cerebral, que as fémeas do grupo salina
exibiram maiores niveis de TBARS, quando comparadas aos machos do mesmo grupo
experimental (P = 0,0002). As fémeas dos grupos salina + 6mega-3 (CPF: P < 0,0001; HC: P <
0,0001; CE: P < 0,0001), PIC + estresse (CPF: P < 0,0001; HC: P < 0,0001; CE: < 0,0001) e
0mega-3 + PIC + estresse (CPF: P < 0,0001; HC: P < 0,0001; CE: P < 0,0001) apresentaram
niveis reduzidos de TBARS nas trés areas cerebrais, em comparacdo ao grupo salina.

Fémeas submetidas ao desafio imune neonatal, combinado ao estresse na
adolescéncia, exibiram niveis elevados de TBARS no plasma, em compara¢do ao grupo salina
(P = 0,0018). Observou-se, ainda, que o dmega-3 preveniu, em fémeas submetidas aos dois
desafios, 0 aumento dos niveis de TBARS no plasma (P = 0,0199) (GRAFICO 6).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou a influéncia do sexo e o efeito preventivo do émega-
3 sobre alteracGes comportamentais e neuro-oxidativas em animais submetidos ao modelo de
esquizofrenia por desafio imune neonatal, combinado a estresse na adolescéncia. Nesta
perspectiva, verificou-se que a administracdo de &cidos graxos poli-insaturados (AGPISs)
0mega-3 entre os dias pds-natais (DPNs) 30 e 60 preveniu anormalidades relacionadas ao
comportamento, bem como altera¢6es neuro-oxidativas.

No presente estudo, que aborda a tematica prevencao de esquizofrenia, decidiu-se
ampliar a avaliagdo comportamental de animais adultos (DPN70), no que tange a
comportamentos relacionados a sintomas positivos (teste de inibicdo pré-pulso - IPP), sintomas
negativos (teste de interacdo social) e sintomas cognitivos (teste do labirinto em Y). Entende-
se que a avaliagdo de comportamentos relacionados a estes trés grandes sintomas da
esquizofrenia fornece uma analise mais ampla dos efeitos preventivos do émega-3, o0 que traz
um avanco em relacdo aos trabalhos clinicos ja realizados com este acido graxo que, em sua
grande maioria, avaliaram apenas a ocorréncia ou ndo de primeiro surto em adultos jovens com
elevado risco para o desenvolvimento da esquizofrenia na adolescéncia e tratados com dmega-
3.

O teste de IPP disponibiliza um indicador operacional do filtro sensério-motor,
sendo utilizado para mensurar a relevancia translacional dos modelos animais para humanos
com doencas neuropsiquiatricas (KHAN; POWELL, 2017). Os resultados deste trabalho
revelaram que machos e fémeas, submetidos ao modelo de dois desafios, apresentaram, nos
pré-pulsos (PPs) 70, 75 e 80, deficits significativos de IPP. Ressalta-se que o 6mega-3 preveniu,
em ambos 0s sexos, os efeitos do desafio imune neonatal combinado a estresse na adolescéncia.

Observou-se, no estudo de Monte et al. (2017), que animais machos e fémeas
expostos ao PIC nos DPNs 5 a 7 e ao estresse imprevisivel na fase peripuberal exibiram deficits
de IPP, em comparagdo aos animais do grupo controle, com ou sem estresse. Vale ressaltar que,
neste estudo prévio, os animais machos e fémeas submetidos aos dois desafios apresentaram
alteracdes mais robustas, quando comparados aos animais submetidos apenas ao PIC,
principalmente no caso das fémeas, fato este que motivou a escolha do modelo de dois desafios
para o presente estudo, dado o interesse em estudar a influéncia do sexo nos efeitos do dmega-
3. O modelo de dois desafios também foi utilizado para avaliar os efeitos preventivos da
minociclina, antibidtico da classe das tetraciclinas, no contexto da esquizofrenia. Nesta

perspectiva, Giovanoli et al. (2016) utilizaram um modelo de dois desafios em camundongos,
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diferentemente do modelo aqui aplicado, este trabalho prévio utilizou a ativagdo imune pré-
natal com PIC e exposi¢ao ao estresse durante a maturagao puberal. Constatou-se, portanto, que
a associagao entre os dois insultos ocasionou, na prole, deficits de IPP em animais adultos e que
a minociclina foi capaz de prevenir as alteragdes.

De acordo com Deslauriers et al. (2013), o desafio imune pré-natal, com PIC,
seguido por um periodo de estresse, acarretou, em camundongos, déficits de IPP no DPN36.
Yee et al. (2011) verificaram, em contrapartida, que a ativagdo imune materna, com PIC,
provocou deficits no filtro sensorio-motor da prole adulta, ndo havendo efeito do estresse na
adolescéncia.

Investigando-se os efeitos da intervencdo dietética com AGPIs 6mega-3 sobre
alteragdes comportamentais e bioquimicas, induzidas pela ativacdo imune materna com PIC, Li
et al. (2015) observaram que o O0mega-3 preveniu deficits de IPP na prole, composta por
camundongos machos. Zugno ef al. (2014) demonstraram que a suplementagdo com 6mega-3
preveniu, em ratos, alteracdes na porcentagem de IPP, ocasionadas pela administragdo de
cetamina, como modelo de esquizofrenia. Ressalta-se que a inje¢do de PIC reproduz a resposta
de fase aguda a infecgio viral (MACEDO et al., 2012), enquanto a cetamina atua como um
antagonista nao-competitivo do receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA)
(SAMPAIO et al., 2018a).

No estudo de Fedorova et al. (2009), avaliou-se o efeito da ingestao de diferentes
niveis de 4cidos graxos -3 sobre a IPP de camundongos. Verificaram, pois, que dietas
deficientes em Omega-3 e 4acido a-linolénico provocaram significativo déficit de IPP, em
comparagao a dieta contendo os acidos docosaexaenoico (DHA) e eicosapentaenoico (EPA).

Déficits cognitivos, principalmente na memoria de trabalho, sdo alteracdes
progressivas que acompanham o curso da esquizofrenia, sendo que os antipsicéticos, na
atualidade, tém poucos efeitos sobre estes sintomas, o que chama ainda mais a ateng@o para a
importancia da prevencdo na esquizofrenia. O teste do labirinto em Y avalia a memoria de
trabalho mediante o desempenho em alternacdes espontaneas (MAURICE; LOCKHART;
PRIVAT, 1996). Os resultados do presente estudo indicaram que machos e fémeas, submetidos
ao modelo de dois desafios, exibiram porcentagens reduzidas de alternac¢des corretas, em
comparagdo ao grupo salina. O tratamento com Omega-3, no entanto, preveniu,
significativamente, estes deficits.

Estes achados de deficits cognitivos pela exposi¢do aos dois desafios corroboram o
estudo de Monte et al. (2017), no qual machos e fémeas expostos ao desafio imune neonatal,

combinado a estresse na adolescéncia, apresentaram decréscimos nas porcentagens de
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alternagdes corretas no Y-maze. Da mesma forma, a administragdo repetida de cetamina,
utilizada como um modelo farmacoldgico de esquizofrenia, causou, em ratos e camundongos,
deficits significativos de memoria operacional (SAMPAIO et al., 2018b; VASCONCELOS et
al., 2015).

Investigando-se os efeitos do 6mega-3 na prevencdo de alteragdes induzidas por
cetamina em modelo animal de esquizofrenia, Gama et al. (2012) constataram que a
administracao de dmega-3 por 15 dias, iniciando-se no DPN30, preservou, significativamente,
a memoria de trabalho em ratos, assegurando o papel preventivo destes acidos graxos quanto
aos deficits cognitivos.

O estudo de Lei et al. (2013) avaliou os efeitos da suplementagdo perinatal com
Oomega-3 em ratos expostos ao sevoflurano, um anestésico geral inalatorio. Observou-se que a
exposicdo ao sevoflurano, por 6 horas, prejudicou as memorias de curto prazo e trabalho. Os
AGPIs 6mega-3, entretanto, atenuaram estas alteragdes, exercendo, portanto, efeitos protetores
mediante exposicdo ao anestésico. Segundo os autores, os efeitos do Omega-3 estdo,
possivelmente, associados a redug¢do da apoptose neuronal ¢ do comprometimento da
neurogénese, durante o desenvolvimento cerebral.

De acordo com Boespflug et al. (2016), a suplementacdo com 6mega-3, por 24
semanas, aumentou a oxigenacao de hemoglobina cortical durante a realizacdo de tarefas
relacionadas a memoria de trabalho. Os pesquisadores sugeriram, portanto, que a ingestdao
destes 4acidos graxos pode amenizar o declinio neurocognitivo, bem como processos
neurodegenerativos, em individuos idosos com subjetivo comprometimento da memoria.

O deficit de interacdo social € uma caracteristica comportamental de humanos que
¢ simulada em animais submetidos a modelos de esquizofrenia e transtorno do espetro autista
(CUSTODIO et al., 2017; DICICCO-BLOOM et al., 2006; MOHN et al., 1999; MOLDIN;
RUBENSTEIN; HYMAN, 2006, SCHNEIDER; PRZEWLOCKI, 2005). Com o intuito de
avaliar a preferéncia social, o presente estudo utilizou, como parametros, o nimero de entradas
na camara social e a porcentagem de interagdo social. Verificou-se que machos e fémeas,
submetidos ao modelo de dois desafios, apresentaram uma reducao significativa do numero de
entradas na camara social. O dmega-3, por sua vez, preveniu as altera¢cdes ocasionadas pelo
modelo animal. Quanto a porcentagem de interagdao social, observou-se que, em ambos 0s
sexos, houve um decréscimo entre os animais expostos ao desafio imune neonatal, combinado
a estresse na adolescéncia. O dmega-3 preveniu, em fémeas, o déficit de interacdo social

induzido pelo modelo de dois desafios.
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Monte et al. (2017) constataram que a associagdo entre o desafio imune neonatal e
o0 estresse pré-pubere causou, em machos, um déficit de interacdo social. As fémeas submetidas
ao modelo de dois desafios, contudo, revelaram um comprometimento da preferéncia social,
em comparacao ao grupo salina com estresse. Neste contexto, os autores demonstraram que
machos, submetidos aos dois desafios, apresentaram deficits de interacdo social mais
expressivos do que as fémeas.

Estudos apontam que o modelo animal de esquizofrenia, induzido por cetamina,
ocasiona reducao significativa na preferéncia social (ARAUJO et al., 2017, MONTE et al.,
2013; VASCONCELOS et al., 2015). Bitanihirwe et al. (2010) investigaram, mediante desafio
imune pré-natal tardio, possiveis alteragdes comportamentais e neuroquimicas, relacionadas aos
sintomas negativos da esquizofrenia. Os autores concluiram que a exposi¢ao pré-natal ao PIC,
no dia gestacional (DG) 17, provocou, na prole, déficit de interacao social em camundongos de
ambos os sexos. Aavani et al. (2015) observaram, em camundongos, que a ativagao imune pré-
natal, com PIC, causou deficit de preferéncia social em machos ¢ fémeas na adolescéncia
(DPN40).

Avaliando-se os efeitos do dmega-3 sobre alteracdes comportamentais, induzidas
por cetamina, Gama et al. (2012) atestaram que os AGPIs omega-3 previnem deficits
acentuados de interacdo social em ratos machos (DPN52). Constataram, ainda, que animais
tratados com cetamina apresentaram deficits quanto ao tempo de interagdo e contato com outros
animais, em comparag¢ao aos grupos controle, 6mega-3 e cetamina mais dmega-3. Vale destacar
que DPNS52 representa a idade de adulto jovem, enquanto as avaliagdes do presente estudo
representam a idade adulta (DPN70), revelando que o efeito do 6mega-3 ¢ duradouro.

Com o proposito de investigar os efeitos do celecoxibe, um anti-inflamatorio nao
esteroide, bem como do dmega-3, sobre sintomas positivos, negativos e cognitivos, El-Sisi et
al. (2016) utilizaram um modelo animal de esquizofrenia, induzido por anfetamina. Nesta
perspectiva, os autores observaram que os animais tratados com celecoxibe ou Omega-3
exibiram efeitos positivos quanto a interagdo social.

Fortunato et al (2017) demonstraram que a exposicdo pré-natal aos
lipopolissacarideos (LPS) reduziu a interagdo social na prole. Entretanto, a suplementacdo (21
dias) com AGPIs 6mega-3, a partir do DPN30, reverteu, em ratos, os deficits relacionados ao
comportamento social.

Tem-se investigado o 6mega-3 também em individuos adolescentes com elevado
risco de desenvolver esquizofrenia. Neste contexto, o acompanhamento, por 6,7 anos, de

adolescentes tratados por 12 semanas com Omega-3 mostrou uma taxa de conversao para
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psicose de 9,8% no grupo 6mega-3 em comparagao com 40 % no grupo controle (AMMINGER
et al., 2015). Isto mostra a validade translacional de estudos pré-clinicos abordando efeitos
comportamentais a longo prazo, induzidos pelo uso preventivo de dmega-3 em machos e
fémeas, bem como os possiveis mecanismos associados a estes efeitos.

Com o intuito de avaliar possiveis mecanismos associados aos efeitos preventivos
do 6mega-3, buscou-se avaliar parametros neuro-oxidativos. Neste contexto, a glutationa
reduzida (GSH) ¢ considerada um antioxidante ndo enzimatico que regula o equilibrio redox e
o estresse oxidativo (LU, 2013; PASTORE et al., 2001), estando fortemente implicada na
esquizofrenia, dada sua interagdo com neurotransmissdo glutamatérgica. Os resultados do
presente estudo revelaram que fémeas do grupo salina apresentaram, em comparagdo aos
machos do mesmo grupo, niveis elevados de GSH no cortex pré-frontal (CPF), hipocampo
(HC), corpo estriado (CE) e plasma. Observou-se, ainda, que fémeas submetidas ao modelo de
dois desafios, tratadas ou ndo com 6mega-3, exibiram deficits de GSH nas areas cerebrais e
plasma. Neste trabalho, os animais machos ndo apresentaram alteragdes.

Determinando-se os niveis de GSH em animais expostos aos dois desafios, Monte
et al. (2017) observaram um decréscimo destes niveis no CPF de machos e fémeas, bem como
no CE de fémeas. Ha evidéncias de que o modelo de esquizofrenia, induzido por cetamina,
causa redu¢do dos niveis de GSH no CPF, HC e CE de camundongos (ARAUIJO et al., 2017,
VASCONCELOS et al., 2015).

O decréscimo dos niveis de GSH, no CPF post-mortem de pacientes com
esquizofrenia, transtorno depressivo maior e transtorno bipolar, compromete o potencial
antioxidante e torna o cérebro destes individuos mais susceptivel ao dano oxidativo
(GAWRYLUK et al., 2011). Kulak, Cuenod e Do (2012) atestaram que o comprometimento da
regulacdo redox e da defesa antioxidante, devido a reducao dos niveis de GSH, esta associado
ao desenvolvimento da esquizofrenia e do transtorno bipolar. De acordo com Gawryluk ef al.
(2011), niveis alterados de GSH, no sistema nervoso central de pacientes com esquizofrenia,
estdo, possivelmente, associados a niveis reduzidos de glutationa peroxidase (GSH-Px).

Langbein et al. (2017) constataram deficit na atividade da glutationa redutase
(GSR) em pacientes com primeiro episodio psicotico. Verificou-se, ainda, que a atividade desta
enzima, considerada um marcador indireto do estresse oxidativo, estd inversamente
correlacionada a depressao e aos sintomas negativos. Segundo Barker et al. (1996), a reducao
na atividade da GSR resulta, provavelmente, da deple¢ao de GSH. O estudo de Nucifora ef al.

(2017) revelou uma reducao dos niveis plasmaticos de GSH em pacientes com esquizofrenia e
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transtorno bipolar. Embora ndo seja um indicador direto do estado psicotico, a reducdo dos
niveis de GSH esta relacionada a uma predisposi¢do a psicose (NUCIFORA et al., 2017).

Avaliando-se a atividade da GSH-Px em animais submetidos ao modelo de
esquizofrenia por cetamina, Zugno et al. (2014) observaram efeitos positivos do 6mega-3 no
estriado e hipocampo. Ozyurt ef al. (2007) verificaram um aumento na atividade da GSH-Px
no CPF de animais expostos ao modelo experimental de psicose induzido por MK-801, em
comparagdo ao grupo tratado com Omega-3. Possivelmente, a elevada atividade da enzima
reflete um prévio estresse oxidativo ou funciona como mecanismo compensatério (OZYURT
et al.,2007).

Dufty et al. (2015) associaram a intensidade dos sintomas depressivos, em idosos,
com elevados niveis de GSH no cérebro. A suplementagdo com dmega-3, contudo, atenuou os
mecanismos relacionados ao estresse oxidativo, propiciando efeitos preventivos quanto a
depressao (DUFFY et al., 2015). Avaliando-se o estresse oxidativo nos cérebros de ratas
submetidas a ovariectomia, Behling et al. (2015) constataram que a suplementacdo com DHA,
por 3 meses, recuperou os valores referentes aos antioxidantes, os quais foram reduzidos
mediante o procedimento cirtirgico, elevando, assim, a atividade da GSH-Px e os niveis de GSH
total. Sugere-se, pois, uma interagdo entre estrogeno, respostas antioxidantes e AGPIs 6mega-
3.

Mediante as alteragdes oxidativas na esquizofrenia, aponta-se que niveis elevados
de metabdlitos do 6xido nitrico, associados a outros radicais livres, provavelmente contribuem
para a neurobiologia do transtorno (OZYURT ef al., 2014). O presente estudo demonstrou que
fémeas, submetidas ao modelo de dois desafios, apresentaram niveis elevados de nitrito no CPF
e HC. O démega-3, no entanto, preveniu os niveis aumentados de nitrito no CPF, HC e CE.
Verificou-se, ainda, que machos expostos aos dois desafios exibiram niveis elevados de nitrito
no plasma.

Monte ef al. (2017) observaram niveis aumentados de nitrito no CPF de machos e
fémeas submetidos ao desafio imune neonatal, combinado a estresse na adolescéncia. Quanto
ao CE, apenas as fémeas apresentaram alteragcdes nos niveis de nitrito (MONTE et al., 2017),
corroborando os resultados do presente estudo. Pesquisas apontam niveis elevados de nitrito no
HC (SAMPAIO et al., 2018b) e CE (MONTE et al., 2013) de animais expostos ao modelo de
esquizofrenia, induzido por cetamina.

De acordo com Djorgevi€ ef al. (2016), a determinagao conjunta de niveis séricos
do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e das concentragdes plasmaticas de

nitrito/nitrato (NO27/NOz3"), em individuos com esquizofrenia, indicou correlagdo inversa.
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Enquanto os niveis de BDNF sérico sdo significativamente baixos, as concentragcdes de NOy
/NOs3", no plasma, sdo consideravelmente elevadas nestes pacientes, ndo havendo diferencas
entre homens e mulheres (DJORGEVIC et al., 2016).

Avaliando-se o estresse oxidativo em pacientes com esquizofrenia, Boskovi¢ ef al.
(2013) observaram uma correlagdo negativa entre as concentracdes de NO»>™ e malondialdeido
(MDA); um indicador de peroxidagao lipidica. Constataram, também, uma correlagdo positiva
entre os niveis de NO>™ e os biomarcadores de defesa antioxidante (BOSKOVIC et al., 2013).
Nakano et al. (2010) detectaram niveis reduzidos de NO>/NO3™ no plasma de pacientes com
esquizofrenia. Além disso, demonstraram que individuos, com graves sintomas negativos,
apresentam baixas concentragdes de NO2/NO;™ no plasma (NAKANO et al., 2010).

De Aratjo ef al. (2017) investigaram os efeitos do 6mega-3 em ratos submetidos a
inducdo de discinesia tardia. Nesta perspectiva, verificaram que a suplementacdo com dmega-
3 reduziu as concentragdes de NO>/NO3;” no CPF e CE, em comparacio aos animais expostos
ao modelo experimental (DE ARAUJO et al., 2017). Investigando-se o efeito protetor do
Oomega-3 em ratos expostos a um modelo experimental da doenga de Parkinson, Barros ef al.
(2017) demonstraram que a suplementagdo com dmega-3 reduziu, significativamente, os niveis
de nitrito no CPF, HC e CE dos animais, em comparacao ao grupo submetido ao modelo.

A determinagdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) se
fundamenta em método, bem estabelecido, que rastreia e monitora a peroxidacdo lipidica
(YAGI, 1998). O presente estudo revelou que o dmega-3 preveniu, significativamente, niveis
elevados de TBARS no CPF, HC e CE de machos, bem como no plasma de fémeas, quando
comparados aos animais submetidos ao modelo de dois desafios. Fémeas expostas aos dois
desafios, tratadas ou ndo com dmega-3, apresentaram niveis reduzidos de TBARS no CPF, HC
e CE, em comparagdo ao grupo salina.

Monte et al. (2017) verificaram que machos e fémeas expostos ao desafio imune
neonatal, combinado a estresse na adolescéncia, apresentam niveis elevados de TBARS no CPF
e CE. Estudos apontam niveis significativamente elevados de TBARS no CPF, HC e CE de
animais submetidos ao modelo de esquizofrenia, induzido por cetamina (ARAUJO et al., 2017;
MONTE et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2015). Radonji¢ et al. (2010) observaram niveis
aumentados de TBARS no hipocampo e tialamo de animais expostos ao modelo de
esquizofrenia desenvolvido mediante a administracao perinatal de fenciclidina.

No estudo de Boskovi¢ et al. (2013), verificou-se uma correlagdo negativa entre
NO;" e MDA no plasma de pacientes com esquizofrenia. Constatou-se, ainda, uma correlagao

negativa entre as concentracoes de MDA e biomarcadores de defesa antioxidante, ratificando
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que o aumento da peroxidag¢ao lipidica esta relacionado com a redu¢do da defesa antioxidante
(BOSKOVIC et al., 2013). Skinner, Mahadik e Garver (2005) constataram niveis reduzidos de
TBARS no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com esquizofrenia, durante um
processo psicotico ativo. Os autores sugeriram que estes resultados decorrem da redugdo dos
fosfolipideos de membrana no sistema nervoso central.

Investigando-se os efeitos do dmega-3 sobre o estresse oxidativo, Ozyurt et al.
(2007) observaram uma reducdo significativa dos niveis de TBARS no CPF de animais
expostos ao MK-801 e tratados com O0mega-3. Zugno et al. (2014) atestaram que animais
submetidos as doses repetidas de cetamina apresentaram niveis reduzidos de TBARS no HC ¢
CE, quando tratados com 6mega-3.

Sarsilmaz et al. (2003) detectaram, no CE de ratos tratados com 6mega-3, um
consideravel decréscimo na producdo de TBARS. Utilizando-se um modelo experimental de
discinesia tardia, De Aratjo et al. (2017) constataram um provavel efeito neuroprotetor do
omega-3, uma vez que reduziu, significativamente, a peroxidacdo lipidica no CPF, HC e CE.
Barros et al. (2017) verificaram que a suplementagdo com dmega-3 ocasionou uma expressiva
redu¢do dos niveis de TBARS em ratos expostos ao modelo de doenca de Parkinson, induzido
por 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

De forma geral, os resultados deste estudo indicam o potencial efeito protetor do
omega-3 em modelo de esquizofrenia induzido por dois desafios, em animais de ambos os
sexos, mostrando a participacdo de mecanismos neuro-oxidantes distintos em machos e fémeas.
Neste contexto, as fémeas apresentaram alteragcdes nos niveis cerebrais de nitrito que foram
prevenidas pelo 6mega-3, enquanto os machos apresentaram, principalmente, peroxidacao
lipidica. Observaram-se, também, resultados controversos quanto as alteragdes cerebrais e sua
correlacdo com marcadores sanguineos, o que se manifestou de forma oposta, ou seja, nos
parametros sanguineos, as fémeas apresentaram alteragdes referentes a peroxidagao lipidica e
os machos quanto aos niveis de nitrito. Estes resultados, portanto, revelam a dificuldade no
estabelecimento de biomarcadores, o que ¢ amplamente reconhecido nos estudos em

psiquiatria.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o desafio imune neonatal, combinado a estresse
na adolescéncia, provocou alteracdes comportamentais referentes aos sintomas positivos,
negativos e cognitivos da esquizofrenia em animais adultos. Verificou-se que a administragao
de acidos graxos poli-insaturados dmega-3 preveniu, significativamente, estas alteragoes.
Quanto aos parametros neuro-oxidativos, constatou-se que o 6mega-3 preveniu, parcialmente,
o estresse oxidativo, reduzindo a peroxidagao lipidica e os niveis de nitrito nas areas cerebrais
de machos e fémeas, respectivamente. Os resultados sugerem que este acido graxo se apresenta,
portanto, como uma alternativa acessivel e eficaz na prevengao de alteragdes comportamentais

e oxidativas relacionadas a esquizofrenia.
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