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RESUMO

A esquizofrenia € um transtorno neuropsiquiatrico no qual os sintomas podem ser
classificados como positivos e negativos, em que 0s primeiros sdo caracterizados
por desilusdes e alucinagcées e o0s segundos, por embotamento e prejuizo social.
Entretanto, os mecanismos envolvidos na doenca ainda sdo pouco esclarecidos.
Estudos prévios sugerem que espécies reativas de oxigénio tém um papel
importante na fisiopatologia das doencas neurologicas e psiquiatricas. A
administragdo de cetamina em doses sub-anestésicas em ratos vem sendo utilizada
como um modelo animal de esquizofrenia. No presente estudo foram avaliados
parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos apdés a administracdo de
cetamina em doses sub-anestésicas. Foram usados ratos Wistar machos adultos
com aproximadamente 90 dias de idade. Os animais receberam uma Unica injecao
de cetamina [4, 10, ou 30 mg/kg intraperitoneal (i.p.)] ou salina (0,9%) i.p. Os
animais foram mortos 30 min ap6s a administragao i.p., o cérebro foi rapidamente
removido e dissecado em cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo, estriado e cortex.
As substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), a carbonilacao de proteina
e grupos sulfidrila de proteinas foram mensuradas como marcadores de estresse
oxidativo. Em adicdo, as enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD) foram mensuradas. Nossos resultados demonstram que houve um
aumento na peroxidacao lipidica e oxidacao de proteina no cérebro de ratos,
variando de acordo com as doses de cetamina administradas. A atividade das
enzimas antioxidantes CAT e SOD também foi alterada. Em conclusdo, nés
observamos um aumento no dano oxidativo e uma diminuicdo na atividade das
defesas antioxidantes enzimatica no modelo animal de esquizofrenia. Esses dados
podem explicar, ao menos em parte, o mecanismo fisiopatoldégico dessa grave
doencga mental psiquiatrica.

Palavras-chaves: esquizofrenia; estresse oxidativo; cetamina; radicais livres



ABSTRACT

Schizophrenia is a complex neuropsychiatry disorder in which symptoms can be
classified as either positive, such as disillusions and hallucinations, or negative, such
as blunted affect and social withdrawal. However, the mechanisms underly this
disease are poorly understood. There is evidence that reative oxygen species play
an important role in the pathogenesis of many diseases, particularly those which are
neurological and psychiatric in nature. Ketamine has been used to induce a
schizophrenia-like condition as an animal model to study this condition. In the
present study we tested the effects of sub-anesthetic doses of ketamine on various
parameters of oxidative stress in brain of rats. In this study we used adult rats with
approximately 90 days old. Rats were given a single intraperitoneal (i.p.) injection of
saline (0.9%) or ketamine (4, 10, or 30 mg/kg i.p.). The animals were killed by
decapitation, the brain was removed, and cerebellum, prefrontal cortex,
hippocampus, striatum and cerebral cortex were obtained. The thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), protein carbonyl and total thiol content were measured
as markers of oxidative stress. Additionally, we evaluated the superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) activities the two major antioxidant enzymes. Our results
indicate that lipid peroxidation and tissue protein oxidations were affected by varying
sub-anesthetic doses of ketamine in multiple cerebral structures. Additionally, the
activities of the antioxidant enzymes CAT and SOD were also found to be altered in
most of the structures tested. In conclusion, we observed an increase in oxidatative
damage evidenced by an increase in lipid peroxidation, oxidative protein damage and
decreased in enzymatic defenses, in an animal model of schizophrenia. Given that
oxidative stress could be related to schizophrenia, these findings may explain, at
least in part, the mechanisms underlying this disease.

Key-words: schizophrenia; oxidative stress; ketamine; free radicals
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1. INTRODUCAO

1.1. AESQUIZOFRENIA

Os maiores transtornos mentais chamados de psicoses, sao caracterizados
por uma severa distorcdo da realidade e disturbios na percepcao, na funcao
intelectual, no afeto (expressdo da emocao), na motivacdo, nas relagdes sociais, e
no comportamento motor. A esquizofrenia é um grave transtorno psicotico
relativamente comum (Meyer & Quenzer, 2005).

A esquizofrenia é caracterizada por uma grande quantidade de sintomas que
diferem entre os individuos na sua presenca, freqiiéncia e severidade (Bowie &
Harvey, 2006). Historicamente a esquizofrenia tem sido organizada em subtipos,
classificada como catatdnica (periodos alternados de imobilidade e exaltacdo da
atividade motora), parandide (desilusbes caracteristicas de grandeza ou
perseguicao), hebefrénica (emoc¢des imaturas com comportamento desorganizado) e
indiferenciado (casos que nao satisfazem os critérios de outros subtipos) (Elkis,
2000). Essas categorias sdo baseadas nas observacdes de Emil Kraepelin no inicio
dos anos 1900. Categorias similares sao usadas no Manual Diagnéstico e Estatistico
de Doencas Mentais (DSM IV — sigla do inglés) (Jorge, 2003).

Um segundo esquema de categorizacao usado € proveniente dos estudos de
Crow (1980) e modificado mais recentemente por Andreasen et al. (1990) que
classifica os sintomas como positivos e negativos. Os sintomas positivos da
esquizofrenia incluem os mais dramaticos do transtorno, como desilusées,
alucinacbes, discurso desorganizado e comportamento bizarro. Os sintomas
negativos sao caracterizados por um declinio de fungées normais e inclui reducéo do

discurso (alogia), restricoes na amplitude e intensidade da expressdo emocional



(embotamento do afeto), perda da iniciativa e da motivacdo (avolicdo), acuamento
social, perda da capacidade de sentir prazer (anedonia) e prejuizo intelectual.

O diagnodstico da esquizofrenia € um tema central em psiquiatria, nao
somente pela dificuldade em se encontrar um marcador biolégico que identifique o
transtorno como tal, mas também pelo seu carater incapacitante e evolutivo em
individuos jovens. O impacto que a esquizofrenia causa na vida do individuo e de
sua familia é devastador e a melhor estratégia para evitar ou retardar tais efeitos
ainda € o reconhecimento precoce dos sintomas e o tratamento incisivo dos surtos
psicoticos (Shirakawa et al., 2001). Em adicdo, a esquizofrenia estd associada a um
significativo risco de suicidio (Harris & Barraclough, 1997; Inskip et al., 1998) em que
a baixa qualidade de vida e a grande quantidade de comorbidades contribuem para
elevadas taxas de mortalidade na doenca (Pack, 2009).

Além disso, essa grave doenca crdnica possui uma importante carga em
termos financeiros e sociais, ndo somente para o paciente, mas para a familia, para
0s cuidadores e para a sociedade como um todo. No Brasil, a esquizofrenia ocupa
30% dos leitos psiquiatricos hospitalares, cerca de 100 mil leitos por dia e representa
0 segundo lugar das consultas psiquiatricas ambulatorias (14%) e o quinto lugar na
manutenc¢do de auxilio doencga. Na sociedade americana representa um custo anual
de 33 a 40 bilnées de dblares (Kapczinski, 2004). De acordo com um estudo global
feito através de uma metodologia preconizada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) e pelo Banco Mundial que avalia anos de vida perdidos ajustados pela
incapacidade (DALYs — sigla do inglés), a esquizofrenia causa um alto grau de
incapacidade, o qual totaliza 1,1% do total de DALYs e 2,8% do total de anos de

vida com incapacidade. Nesse mesmo relatério da OMS, a esquizofrenia é listada
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como a oitava causa mundial em DALYs no grupo com idade entre 15 e 44 anos
(WHO, 2001).

A literatura demonstra que a prevaléncia na esquizofrenia gera uma
estimativa de aproximadamente 0,5% por ano. Os estudos sugerem também uma
prevaléncia na ordem de 1%. Diversas estimativas de incidéncia nessa grave
doenca mental indicam a ocorréncia aproximada de quatro casos novos por ano
para uma populacdo de 10.000 habitantes. A incidéncia real deve estar entre 1 e 7
casos novos para 10.000 habitantes por ano, dependendo do critério diagndstico
adotado na estimativa. Os estudos epidemioldgicos adotados no Brasil originaram
estimativas de incidéncia e prevaléncia semelhantes com as observadas em outros
paises. Nos diversos levantamentos epidemiol6gicos existem divergéncias de
possiveis diferencas na prevaléncia de esquizofrenia entre o0s sexos,
independentemente da metodologia aplicada. O comeco da doenga é mais precoce
no homem do que na mulher. Entretanto, na presenca de historia familiar positiva
para disturbios psicéticos, a idade de inicio € mais precoce para ambos 0S Sexos.
Casos novos sdo raros antes da puberdade e depois dos 50 anos. As mulheres
apresentam um curso mais brando da esquizofrenia, portanto, um melhor

progndstico e uma melhor possibilidade de adaptagéo social (Mari & Leitdo, 2000).

1.2. FISIOPATOLOGIA E TRATAMENTO

Sua fisiopatologia completa € desconhecida, mas nao existem mais duvidas
de que existem alteragcdes anatdbmicas e bioquimicas cerebrais em sua génese
(Swerdlow et al., 1998). Varios fatores sugerem que a esquizofrenia seja um
transtorno poligénico em que atuam vulnerabilidades ambientais e do

neurodesenvolvimento (Lewis & Lieberman, 2000), levando a crer que existiria uma
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“lesdo adormecida” e dependendo dos estimulos-estresse ambientais somados a
idade em que o individuo sofresse tais estimulos resultaria na manifestagdo da
esquizofrenia (Farber et al.,, 1995). Estudos demonstraram a existéncia de
desequilibrios em varios sistemas neurotransmissores, levando a formacdo de

algumas teorias para se explicar a esquizofrenia.

1.2.1. DOPAMINA E ESQUIZOFRENIA

A primeira teoria proposta para explicar a esquizofrenia foi a dopaminérgica,
que propunha um aumento na ocupacao dos receptores D, pela dopamina, assim os
sintomas positivos da esquizofrenia estariam associados a uma hiperfuncéo
dopaminérgica (Carlsson & Lindgvist, 1963). O fato dos primeiros antipsicéticos -
antagonistas dopaminérgicos - demonstrarem eficacia para tratar os sintomas
positivos da esquizofrenia, delirios e alucinacées, somado com a capacidade das
anfetaminas de desencadearem alteragdes comportamentais nos animais, que
simula os sintomas positivos da esquizofrenia, reforcam a idéia da teoria
dopaminérgica. Atualmente é reconhecido que todas as medicacbes com
propriedades antipsicoticas possuem algum nivel de antagonismo dos receptores
dopaminérgicos D», levando a crer que a fisiopatologia da esquizofrenia se explicaria
no sistema dopaminérgico. Porém, logo foi visto que este sistema ndo poderia
explicar todo o espectro da esquizofrenia. Isto porque com o uso crénico de
antipsicéticos observou-se que estes eram bastante efetivos para o tratamento dos
sintomas positivos, mas n&o dos negativos, cognitivos e afetivos (que poderiam
inclusive ser piorados por estas medicacées em algumas situagdes) (Meltzer et al.,
1989; Meyer, 2007; Nikam & Awasthi, 2008). Além disso, a medicacdo mais eficaz

para o tratamento da esquizofrenia é a clozapina, que possui um perfil de afinidade
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por receptores cerebrais diferente dos outros antipsicoticos tradicionais. Isto levou a
uma busca de medicacdes que fossem mais eficazes, porém com menos efeitos
colaterais que a clozapina, culminando na nova geragao de antipsicoticos (Meltzer et
al., 2003).

Assim, varios outros neurotransmissores, além da dopamina, comecaram a
ser estudados na fisiopatologia da esquizofrenia, como a serotonina, o acido gama-
aminobutirico (GABA), a noraepinefrina, os canabindides enddgenos e o glutamato,

dentre outros.

1.2.2. GLUTAMATO E ESQUIZOFRENIA

O glutamato é um dos principais neurotransmissores estudados na
esquizofrenia. Dentre as evidéncias cientificas que levaram a pensar na participacao
do glutamato na fisiopatologia da esquizofrenia podemos destacar que foram
encontrados niveis diminuidos de glutamato no liquor de pacientes com esse
transtorno. Além disso, a fenciclidina (PCP da sigla em inglés) e a cetamina, duas
drogas antagonistas do receptor glutamatérgico N-metil D-Aspartato (NMDA),
provocam intensos sintomas semelhantes aos observados na esquizofrenia (Park e
Holzman, 1992; Krystal et al., 1994). Entretanto, frente a grande diversidade clinica
observada na esquizofrenia, tudo leva a crer que haja uma grande complexidade da
fisiopatologia deste transtorno, envolvendo varios circuitos neurais (Laruelle & Innis,
1996; Abi-Dargham et al., 1998).

Em relacdo ao glutamato foram propostas duas teorias para explicar a sua
participacdo na esquizofrenia: a teoria da hipofuncao glutamatérgica (Kim et al.,
1980) e a teoria da hiperfuncao glutamatérgica (Deakin et al., 1989). A teoria da

hipofuncao glutamatérgica propée que uma deficiéncia do receptor glutamatérgico
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de areas fronto-corticais cause um estimulo no sistema dopaminérgico (Kim et al.,
1980; Carlsson & Svensson, 1990). A teoria da hiperfuncado glutamatérgica propde
que haja uma hipofuncao de receptores NMDA no cértex temporal, levando a uma
tentativa de compensacao do sistema glutamatérgico no cértex frontal, por meio de
uma maior ativagcdo de receptores acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propidnico (AMPA), KAINATO e metabotrdpicos; isto, somado a liberagdo provocada
de outros neurotransmissores, como o a dopamina, levariam aos sintomas da
esquizofrenia (Deakin et al., 1989; Simpson et al., 1998; Dursun & Deakin, 2001).

O sistema glutamatérgico atua como um controlador cortical da liberacdao de
monoaminas, seja por um estimulo positivo através de neurdnios glutamatérgicos ou
através de neurdnios GABAérgicos usados como “freio”, utilizando parcialmente vias
de feedback do estriado e do talamo (Carlsson et al., 2001). O sistema
glutamatérgico é composto por receptores do tipo ionotrépicos e metabotrépicos.
Sendo que os receptores ionotrépicos sao divididos em: NMDA, AMPA e KAINATO
(Figura 1). Cada um destes receptores com suas subunidades e sitios de ligacao

diferentes.

AMPA KAINATO

Q@ Dentro da célula
(o]
Nat (o] ° Cr2+

Segundo Mensageiro

Figura 1. Receptores ionotrdpicos de glutamato (Meyer & Quenzer, 2005).
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A desregulacao deste sistema pode causar tanto aumento quanto diminuicao
de monoaminas em determinadas areas do cérebro, causando seu sintoma
caracteristico. Por exemplo, a diminuicdo de liberacdo de dopamina no cortex
frontal, causada por uma hipofuncao glutamatérgica, leva a formagao de sintomas
negativos. A complexidade com que o sistema glutamatérgico faz a regulacao das
monoaminas e sua prépria € muito grande. Acredita-se que haja um sistema de
inter-regulacao entre os diferentes tipos de receptores glutamatérgicos e apesar do
NMDA ser o mais focado, alteracbes em qualquer outro receptor pode mimetizar
uma condicéo de funcionamento anormal do NMDA.

Alteracdbes nos receptores metabotropicos, apesar de teoricamente
parecerem promissoras, ainda foram muito pouco estudadas. Os receptores do tipo
Kainato estao alterados em diversas areas corticais na esquizofrenia (Nishikawa et
al., 1983), porém nao foi descrita nenhuma alteragdo deste receptor em areas
subcorticais (Meador-Woodruff et al., 2001). Varios indicios apontam para uma
diminuicdo da expressdo do receptor tipo AMPA no lobo temporal médio,
envolvendo alteracbes da expressdo génica da subunidade do receptor, levando a
crer que este tipo de receptor possa estar alterado em outras areas do cérebro
(Menuz & Nicoll, 2008).

Foi observado que existem substancias endbégenas que causam uma
hipofuncdo glutamatérgica; como o NAAG (N-acetilaspartilglutamato), que é
encontrado em grandes concentracdées nos cérebros dos mamiferos, (Coyle, 1997).
Estudos post-mortem comparando cérebros de esquizofrénicos com de nao-
esquizofrénicos mostraram um aumento de NAAG no sistema limbico (Tsai et al.,

1998; Moghaddam, 1994; Olney et al., 1999).
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1.2.3. GABA E ESQUIZOFRENIA

Também foram observadas alteragdes no sistema GABAérgico, sendo
relatado diminuicdo de neurdnios GABAérgicos no sistema limbico e pré-frontal
cortical de cérebros de pacientes esquizofrénicos post-mortem (Reynolds & Beasley,
2001). Praticamente todo sistema neuronal no cérebro contém neurdnios
GABAérgicos atuando em alguma forma de controle. Um déficit de neurbnios
GABAérgicos, causado por alguma lesdao neonatal ou alteracdo do
neurodesenvolvimento, causaria uma sobrecarga de ativacdo neuronal nos
individuos esquizofrénicos, contribuindo para a formacao dos sintomas (Carlsson et

al., 2001).

1.2.4. SEROTONINA E ESQUIZOFRENIA

Quanto ao sistema serotonérgico, existem estudos de imagem e post-mortem
que sugerem nao sO hiperatividade dopaminérgica, mas também deficiéncia na
funcéo do receptor de serotonina (5-HT). Em adi¢cdo, um aumento na densidade de
5-HT1A nas regides pré-frontal e temporal; havendo diminuicdo da densidade de 5-
HT2A nas regides frontal e parietal (Hashimoto et al., 1991). Csernansky e colegas
(1990) encontraram uma correlacao positiva entre 5-HIAA (um metabdlito de 5-HT)
no fluido cérebro espinhal e taxas de sintomas negativos, o que pode sugerir que 0
aumento da funcédo de 5-HT esteja associado a este sintoma. Aparentemente, o
papel da serotonina na esquizofrenia parece ter sua importancia dentre uma visao
maior na relagcao das varias monoaminas, pois como fator isolado nao parece ter um

papel decisivo.
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Desde a postulacdo da teoria dopaminérgica foi ficando claro que a
esquizofrenia ndo poderia ser explicada somente por uma via neuronal; mas sim por
complexas alteragbes no neurodesenvolvimento, lesbes intra-uterinas, lesdes
neonatais e distirbios de expressdo @énica, que englobam diversos

neurotransmissores e circuitos neuronais.

1.2.5. MODELOS ANIMAIS DE ESQUIZOFRENIA

O desenvolvimento de modelos animais tem sido uma importante ferramenta
para o estudo de novos sistemas intracelular que podem estar envolvidos na
esquizofrenia. Entretanto, a esquizofrenia apresenta um curso clinico complexo e os
modelos animais mimetizam apenas alguns aspectos da doenca. Varias drogas ja
foram utilizadas nos modelos animais para se estudar a esquizofrenia. O modelo
animal que utiliza antagonistas do receptor NMDA talvez seja o melhor modelo
animal existente para esquizofrenia, geralmente usando substancias como a
fenciclidina (PCP — sigla do inglés) e a cetamina (Krystal et al., 1994).

O grande interesse desses dois farmacos para o estudo da esquizofrenia esta
baseado em dois aspectos principais: a administracdo aguda de PCP ou cetamina
causa sintomas cognitivos e afetivos muito semelhantes as observadas na
esquizofrenia, e a administracao dessas duas drogas em pacientes esquizofrénicos
exacerba esses sintomas. E importante destacar que a administracdo subanestésica
em voluntarios saudaveis faz com que estes experimentem sintomas tanto positivos
(alucinacao, desorganizacao conceitual, comportamento bizarro) quanto negativos
(embotamento afetivo, prejuizo emocional, retardo motor) quando injetada em altas
doses. Neste mesmo estudo os efeitos psicoticos causados pela administracao de

cetamina desapareciam quando o efeito da droga acabava. Entretanto, um estudo
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subsequente sobre o0 abuso de cetamina demonstrou que os sintomas dissociativos
e esquizotipicos (distorcao perceptual, ideagdo magica, pensamento transtornado)
eram ainda presentes trés dias ap6s o mais recente uso (Curran & Morgan, 2000).
Como acima citado, o principal alvo molecular para ambos PCP e cetamina é
o receptor NMDA. O receptor NMDA é um importante receptor ionotrépico do
neurotransmissor excitatorio, glutamato. PCP e cetamina sdo antagonistas nao-
competitivos no complexo do receptor de NMDA, isto €, eles bloqueiam o receptor
em um sitio diferente do local a que o glutamato ou o NMDA (agonista exégeno do
receptor NMDA) se ligam. De fato, o sitio de ligacao de cetamina e PCP é dentro do
canal i6nico do receptor (Figura 2). O receptor NMDA é altamente distribuido no
cérebro e tem um papel chave na sinalizagao de glutamato (Meyer &Quenzer, 2005).

Ca? \ at

Glutamato
?
/ ___ QGlicina
/

Ov

%&
309

Figura 2: Receptor de glutamato do tipo NMDA. O receptor pode ser bloqueado por ions de Mg2+
durante o potencial de repouso neuronal e também pelo uso de drogas como a fenciclidina (PCP) ou

cetamina (Meyer & Quenzer, 2005).

O modelo que utiliza a anfetamina foi muito utilizado e ajudou a corroborar a

hipotése dopaminérgica, pois provoca liberacdo de dopamina e, conseqlientemente,
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psicose (Liang & Rutledge, 1982; Sulzer et al., 1995; Kahlig et al., 2005). Porém logo
foi ficando claro que o modelo utilizando anfetaminas para causar psicose nao seria
adequado para se estudar todo fenbmeno, pois o disturbio provocado pela
anfetamina s6 demonstra os sintomas positivos da esquizofrenia, ndo atuando em
outras esferas sintomatolégicas da enfermidade (Bell, 1965; Kramer et al., 1967;
Snyder, 1973; Lipska et al., 1993). Logo se comegcou a argumentar se o sistema
dopaminérgico nao estaria com sua funcdo aumentada o tempo todo, mas parece
que na verdade ha uma hiporresponsividade dopaminérgica, com aumento de sua
funcdo somente na exacerbacao da doenca — psicose (Abi-Dargham et al., 1998;
Laruelle & Innis, 1996).

Estudos com antipsicéticos utilizando o modelo de antagonistas do NMDA
mostraram que, principalmente os antipsicéticos atipicos podem antagonizar varias
alteracdes comportamentais provocadas pelos antagonistas do NMDA (Duncan et
al., 2000). Isto abriu um novo campo na fisiopatologia da esquizofrenia. Os
antipsicéticos atipicos sdo conhecidos por atuarem tanto em sintomas positivos
quanto negativos, também provocam muito menos efeitos extra-piramidais. Até
entao a pesquisa de antipsicéticos seguia o antagonismo dos receptores D, € 5HT2a;
porém a clozapina, que tem fracas acées em D1 e D2 (com antagonismo potente de
receptores serotonérgicos, adrenérgicos, histaminérgicos e muscarinicos; sendo o
modelo de antipsicético atipico) € dos antipsicéticos que mais inibiram alteracoes

comportamentais em ratos provocadas pela cetamina (Duncan et al., 2000).

1.3. ESTRESSE OXIDATIVO E ESQUIZOFRENIA

Radical livre € qualquer espécie quimica capaz de existéncia independente

que contém um ou mais elétrons desemparelhados. Pode ser formado pela perda de
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um elétron de um nao-radical ou no caso do rompimento de uma ligacdo covalente,
caso cada um dos atomos envolvidos figuem com um elétron. Essa situacao
energeticamente instavel € o que confere alta reatividade a essas espécies (Halliwell
& Gutteridge, 1999).

Espécies ativas de oxigénio (EAQO) é um termo freqlientemente utilizado para
incluir radicais de oxigénio (O2~ e OH-), mas também derivados nao radicais de O,
(H202, O3) (Halliwell & Gutteridge, 1999). Além dessas, existem ainda espécies
ativas de nitrogénio (EAN), que tém como principais representantes o éxido nitrico
(NO-) e peroxinitrito (Sakar & Bhaduri, 2001; Bowler & Crapo, 2002).

Em condi¢cdes normais (organismos saudaveis), a producdo de EAO é em
maior parte balanceada pelos sistemas de defesas antioxidantes no organismo.
Quando um desequilibrio ocorre entre a producdo de oxidantes e a defesas
antioxidantes, cria-se um estado que se denomina estresse oxidativo (Cross et al.,
2002). Assim, o termo estresse oxidativo € usado para se referir a situacao na qual a
geracao de espécies reativas é maior do que a capacidade de producao das defesas
antioxidantes disponiveis. Podem resultar tanto em uma diminuigcdo das defesas
antioxidantes quanto de uma produgdo aumentada de oxidantes, bem como da
liberacdo de metais de transicdo ou uma combinacao de qualquer um desses fatores
(Halliwell, 2001). Portanto, o estresse oxidativo se refere a situacao onde ha um
desequilibrio na producdo das EAO e as defesas antioxidantes, podendo causar
dano em todos os tipos de biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipideos
(peroxidacao de lipideos). O estresse oxidativo severo produz danos irreversiveis
que leva a morte celular, podendo ocorrer tanto por necrose quanto por apoptose

(Halliwell & Gutteridge, 1999).
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EAO tém um papel importante na fisiopatologia de diversas doencas
neuropsiquiatricas (Bem-Shachar, 2002; Calabrese et al., 2001). O cérebro é em
particular vulneravel a producédo de EAQO, pois metaboliza 20% do oxigénio total do
COorpo e por isso possui uma capacidade antioxidante limite (Floyd, 1999). Em
situacdes onde a geracdo de radicais livres excede a capacidade de defesa
antioxidante, o estresse oxidativo pode levar a degradagdo da membrana, disfuncao
e apoptose neuronal.

Isso pode ser relevante para a fisiopatologia da esquizofrenia, pois estudos
clinicos tém demonstrado aumento de radicais livres em pacientes com diagndstico
para esquizofrenia (Zhang et al., 2006; Yao et al., 2001; Treasaden & Puri, 2008).
Além disso, estudos post-mortem tém demonstrado o envolvimento da disfuncéao
mitocondrial no cérebro de pacientes esquizofrénicos (Bem-Shachar et al., 2008;
Regenold et al., 2008; Rollins et al., 2009), sugerindo que disfungdo mitocondrial
pode ser o mecanismo fisiopatolégico desta doenca, sendo que a mitocéndria é a
maior fonte de EAO. Muitos estudos mostram atrofia cerebral e alargamento dos
ventriculos em funcao de perda celular em pacientes esquizofrénicos. Outras areas
cerebrais também apresentam diminuicdo de volume como ganglios basais, lobo
temporal e muitas regides do sistema limbico, como o hipocampo (DelLisi et al.,
1991). Diferencas estruturais nessas areas também ocorrem entre gémeos
monozigoticos, quando apenas um deles apresenta esquizofrenia (Suddath et al.,

1990) (Figura 3).
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Saudavel Com esquizofrenia

Figura 3. Imagens cerebrais de um casal de gémeos idénticos. Um saudavel (direita) e outro com

esquizofrenia (esquerda) (Meyer & Quenzer, 2005).

Em adicdo, numerosos estudos demonstram que as células hipocampais de
pacientes esquizofrénicos sdo desorganizadas e atrofiadas quando comparadas
com voluntarios saudaveis (Liu et al., 2007; Casanova et al., 2002) (Figura 4). O
estresse oxidativo pode ser um importante link para explicar essa perda e atrofia

celular observada em pacientes esquizofrénicos.

(a) Paciente com
esquizofrenia

(B) Controle normal

Figura 4. Atrofia e desorganizagao neuronal observada em pacientes esquizofrénicos (Meyer

& Quenzer, 2005).
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As estratégias celulares de defesa contra as EAO que incluem defesas
enzimaticas e nao enzimaticas sao encarregadas de manter baixas as
concentracdes de EAO (Lesuy, 2002). Para evitar a formagao, assim como reparar
os danos oxidativos em tecidos e macromoléculas, todos os organismos possuem
um complexo sistema de defesa antioxidante (Molina et al., 2003). Algumas destas
defesas enzimaticas sdo a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (Ames et al.,
1993).

Apesar de varias informacdes sobre estresse oxidativo na esquizofrenia, as
diferentes vias bioquimicas que podem estar mediando o estresse oxidativo foram

pouco exploradas.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de diferentes doses sub-anestésicas de cetamina sobre parametros

de estresse oxidativo no cérebro de ratos Wistar.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os efeitos da administracdo de diferentes doses sub-anestésicas de
cetamina na producao de espécies ativas ao acido tiobarbiturico em tecido
cerebral de ratos Wistar.

2. Avaliar os efeitos da administracdo de diferentes doses sub-anestésicas de
cetamina na producéo de carbonilacdo de proteinas em tecido cerebral de
ratos Wistar.

3. Avaliar os efeitos da administracdo de diferentes doses sub-anestésicas de
cetamina no conteudo de elementos sufidrila em tecido cerebral de ratos
Wistar.
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4. Avaliar os efeitos da administragéo de diferentes doses sub-anestésicas de
cetamina na atividade da super6xido dismutase em tecido cerebral de ratos
Wistar.

5. Avaliar os efeitos da administracdo de diferentes doses sub-anestésicas de
cetamina na atividade da catalase em tecido cerebral de ratos Wistar.
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Abstract

Schizophrenia is a complex neuropsychiatric disorder in which symptoms can
be classified as either positive, such as delusions and hallucinations, or negative,
such as blunted affect and social withdrawal. However, the mechanisms underlying
this disease are poorly understood. There is evidence that reactive oxygen species
(ROS) play an important role in the pathogenesis of many diseases, particularly
those which are neurological and psychiatric in nature. In the present study we tested
the effects of sub-anesthetic doses of ketamine on various parameters of oxidative
stress in the brain of rats. Our results indicate that lipid peroxidation and tissue
protein oxidation were affected by varying sub-anesthetic doses of ketamine in
multiple cerebral structures. Additionally, the activity of the antioxidant enzymes CAT
and SOD was measured and was also found to be altered in most of the structures
tested. In conclusion, we observe an increase in oxidative damage marked by an
increase in lipid peroxidation, oxidative protein damage and a decrease in enzymatic
defenses, in an animal model of schizophrenia. Given that oxidative stress could be
related to schizophrenia, these findings may explain, at least in part, the mechanisms

underlying in this disease.

Key words: Schizophrenia, oxidative stress, ketamine, free radicals.
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Introduction

Schizophrenia is a disease defined by a constellation of symptoms that can
differ across individuals with respect to their presence, frequency, severity, and
topography. This heterogeneity of symptoms has complicated the search for the
etiology of the disease as well as for the means of its treatment (Bowie and Harvey,
2006). Because of the pervasiveness of associated deficits and the fact that it
frequently runs a life-long course, it is among the top ten leading causes of disease-
related disability in the world (Tandon et al., 2008).

The signs and symptoms of schizophrenia include alterations in aspects of
consciousness, awareness, orientation, and perception, as well as cognitive
impairments that affect thought and language, and neurological soft signs (Bowie and
Harvey 2006). According to DSM-IV criteria (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders - Fourth Edition), the symptoms of schizophrenia are classified as
positive symptoms, such as delusions and hallucinations, and negative symptoms,
such as blunted affect and social withdrawal.

The mechanisms of this disease are poorly understood. A dysfunction of the
dopaminergic system has been postulated to be a contributing factor based in part on
the functional roles of dopamine with respect to physiological and illness-associated
cognitive performance, especially working memory, as well as reward circuitry.
(Meinsenzahl et al., 2007). This hypothesis was widely accepted for decades based
on the observations that the symptoms caused by the abuse of stimulants (such as
amphetamines and cocaine) resemble the positive symptoms of schizophrenia and
that the antipsychotic drugs used to treat the disorder, such as haloperidol and

chlorpromazine, have in common an ability to block dopamine D2 receptors. The
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binding affinity of the receptors for these drugs correlates in a highly significant
fashion to their clinical potency in ameliorating psychosis (Tsai and Coyle, 2002). A
recent study reported abnormalities in glutamate receptors, suggesting that an
interaction between different neurotransmitter systems may also be important (Goff
and Coyle, 2001). Typically, antipsychotic medications that block dopamine D2
receptors are effective in treating the psychosis associated with schizophrenia but
have limited effects on the negative symptoms and cognitive impairments.
Considerable research has demonstrated that noncompetitive N-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptor antagonists, such as the dissociative anesthetics phencyclidine and
ketamine, reproduce the cardinal symptomatic features of schizophrenia (Tsai and
Coyle, 2002).

Many animal models have been utilized to try to better understand this
complex disease. In humans, ketamine can produce hallucinations and paranoia
similar to the positive symptoms of schizophrenia (Hunt et al., 2006). Ketamine can
also produce social withdrawal, poverty of speech, and blunted affect resembling the
negative symptoms of the disease (Adler et al 1999; Krystal et al 1994). Because of
these properties, ketamine has been used to induce a schizophrenia-like condition as
an animal model in which to study this condition.

Considerable research has shown that reactive oxygen species (ROS) have an
important role in the pathogenesis of many diseases, especially in neurological and
psychiatric diseases (Takuma et al., 2004). Oxidative stress may be a common
pathogenic mechanism underlying many major psychiatric disorders as the brain has
comparatively greater vulnerability to oxidative damage (Ng et al., 2007). In this
context, it has already been reported that free radicals are elevated in patients

diagnosed with schizophrenia (Lohr and Browning, 1995; Mahadik and Mukherjee,
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1996; Reddy e Yao, 1996; Yao et al., 1998, Fendri et al., 2006). More recently,
Young and colleagues (2007) reported that there was an increase in protein carbonyl
groups as well as damage to the DNA in schizophrenic patients, suggesting that an
oxidative alteration had occurred. Data from the literature shows that activities of the
antioxidant enzymes SOD and GSH-Px were decreased and levels of MDA were
elevated in patients with all forms of schizophrenia studied as compared to normal
controls (Zhang et al., 2006).

Given that oxidative stress in the brain has been proposed to play a role in the
etiology of neuropathic disorders, in the present study we examined the effects of
sub-anesthetic doses of ketamine on parameters of oxidative stress such as
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), carbonyl and sulfhydryl content of

protein, and catalase and superoxide dismutase activities in the brain of rats.

Materials and Methods
Animals

Male adult (90-day-old) Wistar rats weighting 300 g were obtained from our
breeding colony. The animals were housed five to a cage with food and water
available ad libitum and were maintained on a normal 12-h light/dark cycle (lights on
at 7:00 AM). This study was performed in accordance with the Brazilian Society for
Neuroscience and Behavior (SBNeC) recommendations for animal care and with the

approval of Ethics Committee from Universidade do Extremo Sul Catarinense.

Acute administration of ketamine
A single injection of sub-anesthetic doses of ketamine (4, 10 or 30 mg/kg,

intraperitoneal) or saline (0.9%) was given to rats, and, 30 minutes after
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administration, the animals were killed by decapitation, the brain was removed, and
the cerebellum, prefrontal cortex, hippocampus, striatum and cerebral cortex were

obtained.

Tissue preparation

Brain structures were homogenized according to the buffer requirements of
each assay. For total thiol and carbonyl content determinations, the striatum was
homogenized with 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, containing 140 mM KCI.
For measurement of the antioxidant enzymes CAT, the homogenate was dissolved in
10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.6, and for SOD activity assays, in 50 mM
Tris—HCI buffer containing 1.0 mM EDTA, pH 8.2. Homogenates were centrifuged at
750 g for 10 min at 4°C. The pellet was discarded, and the supernatant was

immediately separated and used for the measurements.

TBARS assay

TBARS is a measurement of lipid peroxidation and was determined as
described by Ohkawa (1979). Briefly, homogenates in 1.15% KCI were mixed with
20% trichloroacetic acid and 0.8% thiobarbituric acid and heated in a boiling water
bath for 60 min. TBARS was determined by the absorbance at 535 nm. The results

were reported as nmol of malonaldehyde per mg of protein (nmol/mg protein).

Protein Carbonyl Content
Oxidatively modified proteins present an enrichment of carbonyl content
(Stadtman, 1990). In this study, carbonyl content was assayed by a method based on

the reaction of protein carbonyls with dinitrophenylhydrazine forming
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dinitrophenylhydrazone, a yellow compound, measured spectrophotometrically at
370 nm. Briefly, 100 ml of homogenate were added to plastic tubes containing 400 ml
of 10 mM dinitrophenylhydrazine (prepared in 2 M HCI). This was kept in the dark for
1 h and vortexed each 15 min. After that, 500 ml of 20% trichloroacetic acid were
added to each tube. The mixture was vortexed and centrifuged at 1,000 g for 3 min.
The supernatant obtained was discarded. The pellet was washed with 1 ml
ethanol:ethyl acetate (1:1, v/v), vortexed, and centrifuged at 1,000 g for 3 min. This
washing procedure was repeated once more and, after centrifugation, the
supernatant was discarded and the pellet resuspended in 600 ml of 6 M guanidine
(prepared in a 20 mM potassium phosphate solution pH 2.3). The sample was
vortexed and incubated at 60°C for 15 min. After that, it was centrifuged at 1,000 g
for 3 min and the absorbance was measured at 370 nm (UV) in a quartz cuvette.
Results were reported as nmol of carbonyl content per mg of protein (nmol/mg

protein).

Total thiol content

This assay is based on the reduction of 5,5 -dithio-bis (2- nitrobenzoic acid)
(DTNB) by thiols, which in turn become oxidized (disulfide), generating a yellow
derivative (TNB) whose absorption is measured spectrophotometrically at 412 nm
(Aksenov and Markesbery, 2001). Briefly, 50 ml of homogenate was added to 1 ml of
PBS buffer pH 7.4 containing 1 mM EDTA. Then 30 ml of 10 mM DTNB, prepared in
a 0.2 M potassium phosphate solution pH 8.0, was added. Subsequently, the mixture
was incubated for 30 min incubation at room temperature in a dark room. Absorption
was measured at 412 nm. Results were reported as nmol of TNB per mg of protein

(nmol/mg protein).
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Superoxide Dismutase Assay

This method for the assay of SOD activity is based on the capacity of
pyrogallol to autoxidize, a process highly dependent on O,%; a substrate for SOD
(Marklung, 1985). The inhibition of autoxidation of this compound thus occurs when
SOD is present, and the enzymatic activity can be then indirectly assayed
spectrophotometrically at 420 nm, using a doublebeam spectrophotometer with
temperature control. A calibration curve was performed using purified SOD as the
standard, in order to calculate the specific activity of SOD present in the samples. A
50% inhibition of pyrogallol autoxidation is defined as 1 unit of SOD, and the specific

activity is represented as units per mg of protein.

Catalase assay

CAT activity was assayed using a double-beam spectrophotometer with
temperature control. This method is based on the disappearance of H.O. at 240 nm
in a reaction medium containing 20 mM H>0O,, 0.1% Triton X-100, 10 mM potassium
phosphate buffer, pH 7.0, and 0.1— 0.3 mg protein/ml (Aebi, 1984). One CAT unit is
defined as 1 mol of hydrogen peroxide consumed per minute, and the specific activity

is reported as units per mg protein.

Protein determination
Protein was measured by the Lowry method (1951) using bovine serum

albumin as a standard.

Statistical analysis
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Data were analyzed by the Student’s t-test or by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by the Tukey test when the F-test was significant. All analyses
were performed using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)

software. A value of p < 0.05 was considered to be significant.

Results

In this study, we investigated whether lipid peroxidation, as determined by
assaying TBARS, and tissue protein oxidation, as measured by both sulfhydryl and
carbonyl content, were affected by different sub-anesthetic doses of ketamine. Figure
1 shows that TBARS increases significantly in the cerebellum [Fs.13= 9.250; p<0.05],
pre-frontal cortex [F.12= 15.787; p<0.05], hippocampus [Fs.14= 6.365; p<0.05],
striatum [F@.16= 5.143; p<0.05] and cerebral cortex [F.13= 6.845; p<0.09]
administration of 4 mg/kg ketamine. We similarly observed an increase in TBARSs in
the cerebellum, striatum and pre-frontal cortex after an injection of 10 mg/kg
ketamine (figure 1 A). These results indicate that lipid peroxidation is stimulated in a
rat model of induced schizophrenia.

To investigate oxidative damage to proteins, we evaluated the carbonyl and
sulfhydryl content of brain homogenates. Figure 2 shows an increase in carbonyl
content at ketamine doses of 10 mg/kg in the hippocampus [F.13= 16.764; p<0.05]
and estriatum [Fs.15= 6.153; p<0.05] as well as at ketamine doses of 30 mg/kg in
hippocampus. We observed a decrease in the prefrontal cortex at 30 mg/kg
ketamine. Figure 3 shows that the sulfhydryl content was decreased at 4 mg/kg
ketamine in the hippocampus [Fs.12= 55.34; p<0.01] and cerebral cortex [Fg)=

155.33; p<0.01], at 10 mg/kg in the cerebellum [F13= 242.24 p<0.05],
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hippocampus, striatum [F.12= 3.128; p<0.05] and cerebral cortex and at 30 mg/kg
ketamine in the cerebellum, striatum and cerebral cortex.

Next, we examined the activities of the antioxidant enzymes CAT and SOD in
the same cerebral structures. Figures 4 and 5 show that these activities were altered
in all structures tested. Figure 4 shows that SOD activity was decreased in all doses
tested in the pre-frontal cortex [F.10= 10.34; p<0.05], cerebellum [F.12= 2.83;
p<0.05], hippocampus [F.11)= 9.74; p<0.05] and striatum [F(s.12= 6.46; p<0.05] We
also observed an increase in the cerebral cortex at 30 mg/kg ketamine [F-10= 12.87;
p<0.05]. CAT activity (figure 5) is decreased in all doses tested in the cerebellum [Fs.

= 19.83; p<0.01] and pre-frontal cortex [Fs.15= 4.16; p<0.05], as well as decreased
at 10 mg/kg ketamine in the hippocampus [F.15= 4.73; p<0.05] and at 30 mg/kg
ketamine in the cerebral cortex [F@z12= 2.08; p<0.05]. We did not observe any

alteration in CAT activity in the striatum [F.15= 1.05; p>0.05] at these doses.

Discussion

Schizophrenia is a complex disease that manifests with a heterogeneous
profile across patients. An important clinical distinction involves negative and positive
symptoms (Bowie e Harvey, 2006). Recent studies have shown that the blockade of
NMDA receptors in adult animals mimics the symptoms of schizophrenia, and this
approach has thus gained popularity as a model in which to study this disease.
Supporting this are the findings that antagonizing NMDA receptors in schizophrenic
patients exacerbates some psychotic symptoms and has psychotomimetic effects in
normal humans (Krystal et al. 1994). In rodents and monkeys, acute sub-anesthetic

doses of NMDA antagonists produce a schizophrenia-like symptomatology, including
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hyperlocomotion, enhanced stereotyped behaviors, cognitive and sensorimotor
gating deficits, and impaired social interactions (Lipska and Weinberger, 2000,
Keilhoff et al., 2004; Pietraszek, 2003; Bressan e Pilowskv, 2003)

In the present study, rats were submitted to different sub-anesthetic doses of
ketamine, an NMDA antagonist which induces symptoms similar to those of
schizophrenia. We then studied the effect of these different doses of ketamine on
parameters of oxidative stress in various regions of the brain. While the pathogenesis
of schizophrenia remains unknown, evidence has indicated that there may be a
relationship between oxidative stress and the disease (Reddy e Yao, 1996).

Oxidative stress is manifested as an increase in lipid peroxidation end-
products, DNA (and often RNA) base oxidation products and oxidative protein
damage (Halliwell 2001; Halliwell, 2006). It is an important event that has been
related to the pathogenesis of many diseases affecting the central nervous system
(CNS), such as neurodegenerative disorders, Parkinson and Alzheimer’s diseases
(Fendri et al 2006), epilepsy, sclerosis, dementia and bipolar disorder (Halliwell,
2001).

The data presented in this study demonstrate that sub-anesthetic doses of
ketamine at 4 and 10 mg/kg increased TBARS, indicating an increase in lipid
peroxidation. Our data corroborate evidence from human studies showing an
elevation in lipid peroxidation products in non-treated schizophrenic patients
(Arvindakshan et al., 2003; Mahadik et al., 1998; Petronijevic et al., 2003; Srivastava
et al., 2001).

We also demonstrated an increase in the carbonyl content and a decrease in
the sulfhydryl content of protein, two parameters used to evaluate protein damage, in

treated animals when compared to the control group. Protein oxidation is increased
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in neurodegenerative disorders, advanced age and diseases such as Alzheimer’s,
Huntington’s and Parkinson (Butterfield e Kanski, 2001). Our results suggest that
protein damage is also related to the pathogenesis of schizophrenia. Recent studies
showed increased levels of various specific biomarkers of oxidative stress in plasma
from schizophrenic patients (Dietrich-Muszalska et al., 2009; Dietrich-Muszalska and
Olas, 2009). This group also showed that levels of homocysteine in plasma was
higher and that levels of glutathione, cysteine and cysteinylglycine were decreased in
patients compared with the control group, suggesting that the amount of carbonyl
groups and 3-nitrotyrosine in plasma proteins may be important indicators of protein
damage in vivo in schizophrenia (Dietrich-Muszalska et al., 2009; Dietrich-Muszalska
and Olas, 2009). Treasaden and Puri (2008) suggested that there is an increase in
cerebral mitochondrial oxidative phosphorylation, which leads to the formation of
superoxide radicals and other reactive oxygen species, in schizophrenic patients with
a history of serious and dangerous violent offenses.

Finally, we investigated the effect of sub-anesthetic doses of ketamine on
enzymatic antioxidant defenses in the brain of rats by determining SOD and CAT
activities. We observed that ketamine decreased the activity of both of these
enzymes in almost all structures tested, indicating an effect on another important
biomarker of oxidative stress in the brain.

The pathophysiology of schizophrenia is still poorly understood; however the
increase in lipid peroxidation, oxidative protein damage and the decrease in
enzymatic defenses observed in an animal model of induced schizophrenia indicate
that oxidative stress could be related to the development of this disease and these

findings may explain, at least in part, the mechanisms which underlie it.
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Figure 1. Effect of sub-anesthetic doses of ketamine (control, 4, 10 and 30 mg/Kg)
on TBARS in different cerebral structures of rats. Data are expressed as mean = SD
of five animals in each group. *Different from control, p< 0.01 (Student’s t-test).
(White bars= control group; light grey bars= 4 mg/kg; medium grey bars = 10 mg/kg

and dark grey bars = 30 mg/kg).
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Figure 2. Effect of sub-anesthetic doses of ketamine (control, 4, 10 and 30 mg/Kg)
on carbonyl content in different cerebral structures of rats. Data are expressed as
mean = SD of five animals in each group. *Different from control, p< 0.01 (Student’s
t-test). (White bars= control group; light grey bars= 4 mg/kg; medium grey bars = 10

mg/kg and dark grey bars= 30 mg/kg).



44

120 4

100 4
0

80
c
2
[=]
g T
o
E 50
[=)
E
£
m
E k3

*
40 | -
*
20 » %
*
E 3
0 . . :
cerebellum prefrontal hippocampus striatum cortex

Figure 3. Effect of sub-anesthetic doses of ketamine (control, 4, 10 and 30 mg/kg) on
sulfhydryl content in different cerebral structures of rats. Data are expressed as mean
+ SD of five animals in each group. *Different from control, p< 0.01 (Student’s t-test).
(White bars= control group; light grey bars= 4 mg/kg; medium grey bars = 10 mg/kg

and dark grey bars = 30 mg/kg).
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Figure 4. Effect of sub-anesthetic doses of ketamine (control, 4, 10 and 30 mg/Kg)
on SOD activity in different cerebral structures of rats. Data are expressed as mean *
SD of five animals in each group. *Different from control, p< 0.01 (Student’s t-test).
(White bars= control group; light grey bars= 4 mg/kg; medium grey bars = 10 mg/kg

and dark grey bars = 30 mg/kg).
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Figure 5. Effect of sub-anesthetic doses of ketamine (control, 4, 10 and 30 mg/Kg)
on CAT activity in different cerebral structures of rats. Data are expressed as mean *
SD of five animals in each group. *Different from control, p< 0.01 (Student’s t-test).
(White bars= control group; light grey bars= 4 mg/kg; medium grey bars = 10 mg/kg

and dark grey bars = 30 mg/kg).
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3. DISCUSSAO

A esquizofrenia € uma doenca complexa que se manifesta com um perfil
heterogéneo em pacientes (Bowie & Harvey, 2006). Recentes estudos tém mostrado
que o blogueio de receptores de NMDA em animais imita os sintomas de
esquizofrenia, e essa aproximacao tem adquirido notoriedade como um modelo para
se estudar a doenca. Estudos clinicos mostram que a administracdo de antagonistas
dos receptores de NMDA em pacientes esquizofrénicos exacerba alguns sintomas
psicéticos e tem efeitos psicomiméticos em humanos saudaveis (Krystal et al.,
1994). Além disso, em roedores e macacos, doses agudas sub-anestésicas de
antagonista de NMDA produzem uma sintomatologia semelhante a esquizofrenia,
incluindo hiperlocomocédo, aumento de comportamentos de estereotipia, déficits
sensoriomotores e cognitivos, interacdo social debilitada (Lipska & Weinberger,
2000, Keilhoff et al., 2004; Pietraszek, 2003; Bressan & Pilowskv, 2003).

No presente estudo, ratos foram submetidos a diferentes doses sub-
anestésicos de cetamina, um antagonista de NMDA que induz sintomas similares
aos de esquizofrenia. No presente trabalho foram estudados os efeitos de diferentes
doses de cetamina sobre os parametros de estresse oxidativo em varias regides do
cérebro de ratos. Enquanto a patogenia da esquizofrenia continua desconhecida,
evidencias tem indicado que pode haver uma relacdo entre estresse oxidativo e a
doenca (Reddy & Yao, 1996; Yao et al., 2001).

O estresse oxidativo € manifestado como um aumento de produtos finais da
peroxidacao lipidica, produtos da oxidacao de base de DNA (e freqlentemente RNA)
e dano oxidativo na proteina (Halliwell, 2001; Halliwell, 2006). E um acontecimento
celular importante que tem sido relatado na patogénese de varias doencas que

afetam o sistema nervoso central (SNC), como transtornos neurodegenerativos,
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doenca de Parkinson e Alzheimer (Fendri et al., 2006), epilepsia, esclerose,
deméncia e transtorno bipolar (Halliwell, 2001).

Os dados apresentados nesse estudo demonstraram que doses sub-
anestésicas de cetamina em 4 e 10 mg/kg aumentou TBARS, indicando um aumento
na peroxidacdo lipidica. Nossos dados reforcam resultados de estudos com
humanos, mostrando também uma elevagcdao em produtos da peroxidacao lipidica
em pacientes esquizofrénicos nao tratados (Mahadik et al., 1998; Arvindakshan et
al., 2003; Petronijevic et al., 2003).

No6s também demonstramos um aumento no conteudo de carbonilas e uma
diminuicdo no conteludo de grupamentos sulfidrila, dois parametros usados para
avaliar dano em proteina. Estudos tém demonstrado que a oxidagdo de proteina
esta aumentada em transtornos neurodegenerativos, idade avancada e doencas
como Alzheimer, Huntington and Parkinson (Butterfield & Kanski, 2001). Estudos
recentes mostraram um aumento nos niveis de varios biomarcadores especificos de
estresse oxidativo em plasma de pacientes esquizofrénicos (Dietrich-Muszalska et
al., 2009; Dietrich-Muszalska & Olas, 2009). Além disso, este mesmo grupo mostrou
que em pacientes esquizofrénicos niveis de homocisteina no plasma foram maiores
e que niveis de glutationa, cisteina e cisteinilglicina estavam diminuidos quando
comparados com voluntarios saudaveis, sugerindo que niveis de grupos carbonil e
3-nitrotirosina em proteinas do plasma podem ser importantes indicadores de dano a
proteina in vivo em esquizofrenia (Dietrich-Muszalska et al., 2009; Dietrich-
Muszalska & Olas, 2009). Treasaden and Puri (2008) mostram que existe um
aumento na fosforilacao oxidativa mitocondrial em pacientes esquizofrénicos, o que

leva a formacao de radicais superéxido e outras espécies reativas de oxigénio.
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Finalmente, n6s avaliamos o efeito de doses sub-anestisicas de cetamina
sobre defesas antioxidantes enzimaticas no cérebro de ratos, determinando
atividades de SOD e CAT. Nés observamos que cetamina diminui atividade de
ambas as enzimas em quase todas as estruturas cerebrais testadas, indicando um
efeito sobre outro importante marcador de estresse oxidativo no cérebro.

A fisiopatologia da esquizofrenia é ainda pouco entendida. Porém o aumento
da peroxidacao lipidica, dano oxidativo a proteina e diminuicdo nas defesas
enzimaticas observadas em um modelo animal de esquizofrenia indica que estresse
oxidativo pode ter um papel importante para o desenvolvimento dessa doenca e
essas descobertas podem explicar, pelo menos em parte, os mecanismos que |lhe

estdo subjacentes.
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