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RESUMO

A esquizofrenia ¢ um transtorno mental grave e incapacitante. Embora os antipsicoticos sejam
eficazes para muitos pacientes, uma parcela importante destes ¢é refrataria ao tratamento. Assim,
ressalta-se a importancia de pesquisas para melhoraria dos resultados clinicos da esquizofrenia.
As estatinas, classe de farmacos que inibe a enzima 3-hidroxi-metilglutaril coenzima A
redutase, sao propostas para o tratamento de diversos transtornos psiquiatricos, incluindo a
esquizofrenia, entretanto, os dados neste ultimo ainda sdo controversos. Assim, o objetivo deste
trabalho foi investigar os efeitos da sinvastatina e da associa¢ao de baixas doses do atipsicotico
olanzapina e sinvastatina em modelo animal de esquizofrenia induzido por quetamina. Foram
utilizados camundongos Balb/C machos de 10 semanas de idade. Os animais receberam
veiculo, sinvastatina, olanzapina ou subdose de olanzapina + sinvastatina durante 14 dias. A
partir do 8° dia, iniciou-se o tratamento com quetamina ou solugdo salina. Apods esse periodo,
os animais foram submetidos aos testes de campo aberto e labirinto em Y. Os resultados de
comportamento ndo demonstraram diferenca significativa entre os grupos. E possivel que a
dose utilizada de quetamina tenha sido insuficiente para induzir os comportamentos
relacionados a esquizofrenia. Adicionalmente, no teste de labirinto em Y, os animais do grupo
controle apresentaram porcentagem de alternancia correta notavelmente menor que o esperado,
0 que, provavelmente, impossibilitou a inducdo de alteracao pela quetamina. Conclui-se que
mais estudos precisam ser conduzidos para avaliacdo do efeito da sinvastatina em modelos
animais de esquizofrenia para avaliacdo do seu efeito nos comportamentos relacionados a
esquizofrenia, assim como nas possiveis vias envolvidas.

Palavras-chave: Esquizofrenia. Estatinas. Antipsicoticos.



ABSTRACT

Schizophrenia is a severe and disabling mental disorder. Although antipsychotics are effective
for many patients, an important proportion of these are refractory to treatment. Thus, the
importance of research to improve the clinical results of schizophrenia is emphasized. Statins,
a class of drugs that inhibit the enzyme 3-hydroxy-methylglutaryl coenzyme A reductase, are
proposed for the treatment of several psychiatric disorders, including schizophrenia, however,
data on the latter are still controversial. Thus, the objective of this work was to investigate the
effects of simvastatin and the association of low doses of the atippsychotic olanzapine and
simvastatin in an animal model of schizophrenia induced by ketamine. 10-week-old male
Balb/C mice were used. Animals received vehicle, simvastatin, olanzapine or subdose of
olanzapine + simvastatin for 14 days. From the 8th day, treatment with ketamine or saline
solution was started. After this period, the animals were submitted to the open field and Y-maze
tests. The behavior results showed no significant difference between the groups. It is possible
that the dose of ketamine used was insufficient to induce schizophrenia-related behaviors.
Additionally, in the Y-maze test, the animals in the control group showed a significantly lower
percentage of correct alternation than expected, which probably prevented the induction of
alteration by ketamine. It is concluded that more studies need to be conducted to evaluate the
effect of simvastatin in animal models of schizophrenia to assess its effect on schizophrenia-
related behaviors, as well as the possible pathways involved.

Keywords: Schizophrenia. Statins. Antipsychotics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia ¢ um transtorno mental caracterizado por sintomas positivos, negativos
e de desorganizacdo. Os sintomas positivos incluem alucinagdes e delirios, enquanto os
negativos sdo representados por perda de motivacdo, apatia e retraimento social. Ja a
desorganizacdo inclui pensamentos desordenados, discurso incoerente e perturbagdo das
emocdes (MURRAY et al., 2021; OMS, 2019). O aparecimento dos primeiros indicios de
esquizofrenia geralmente surge ao final da adolescéncia e inicio da vida adulta, e pode afetar o
desempenho da pessoa ao longo de toda a vida (MARDER; CANNON, 2019). Segundo a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS, 2022), a esquizofrenia afeta mais de 20 milhdes de
individuos em todo o planeta aumentando de duas a trés vezes as chances de morte por eventos
cardiovasculares (IJAZ et al., 2018; VANCAMPFORT et al., 2015).

Apesar de sua baixa prevaléncia, a carga social € econdmica da esquizofrenia tem sido
enorme, ndo apenas para os pacientes, mas também para as familias, cuidadores e a sociedade
em geral. De fato, estudos mostram que os custos sociais e econdomicos da esquizofrenia sdo
desproporcionalmente altos em relagdo a sua incidéncia e prevaléncia (GALLETLY et al.,

2016).

1.1.1 Fisiopatologia da Esquizofrenia

Embora a fisiopatologia e a etiologia da esquizofrenia ainda ndo tenham sido
completamente elucidadas, ha estudos que caracterizam a doenca pela reducao do volume de
substancia branca e cinzenta do cérebro (SHAN et al., 2019; MECHELLI et al., 2011),
disturbios inflamatdrios, desregulacdo do sistema imunologico (POLLAK et al., 2019;
VELASQUEZ et al., 2019), distirbios da homeostase da glicose (PILLINGER et al., 2017),
distarbios do neurodesenvolvimento e disfun¢des mitocondriais (FERNANDEZ et al., 2019.
Ainda que pouco se saiba sobre a trajetoria das alteracdes ocorridas na doenga, ha relatos
sugerindo alteragdes na atividade cerebral como reducdo precoce do volume do cortex pré-

frontal, giro temporal superior e reducdo do volume do giro hipocampal. Alteragdes na



atividade cerebral também s3o observadas em regides que incluem cerebelo e giros frontais
(BRYLL et al., 2020).

Segundo Ben-Shachar (2017), a primeira hipdtese € a mais aceita, refere-se a
desregulagdo nos sistemas neurotransmissores dopaminérgicos, glutamatérgicos e
GABA¢érgicos e suas interagdes interrompidas. Evidéncias sugerem que a neurotransmissao
glutamatérgica disfuncional através do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) pode estar
subjacente a fisiopatologia da esquizofrenia (HASHIMOTO, 2014). A hipotese do receptor
NMDA na esquizofrenia foi proposta pela primeira vez ha mais de 40 anos (COYLE, 2012).
Foram encontradas alteragdes nos niveis de glutamina para glutamato no cértex pré-frontal
medial e no cortex cingulado anterior dorsal nos cérebros de pacientes com esquizofrenia
(SHIRAYAMA et al., 2010, BUSTILLO et al., 2014). Além disso, existem achados que
sugerem o envolvimento do receptor NMDA no desenvolvimento de sintomas negativos e
comprometimento cognitivo, uma vez que esse receptor medeia a liberacdo de
neurotransmissores como dopamina, glutamato, acetilcolina e GABA (HASHIMOTO, 2014).

Além disso, diversos estudos sugerem a participagdo de processos inflamatorios,
centrais e sistémicos, na fisiopatologia da esquizofrenia (LEZA et al., 2015; MULLER et al.,
2015), uma vez que os pacientes apresentam niveis sanguineos elevados de citocinas (MILLER
et al., 2011) e ativacdo da microglial (BERCKEL et al., 2008). Além disso, o desequilibrio
entre a geragdo de espécies reativas de oxigénio e¢ o desempenho do sistema de defesa
antioxidante também foram documentados na esquizofrenia (BAI et al, 2018, SINGH et al.,
2008; RAFFA et al.,2009), indicando que o estresse oxidativo estd relacionado a uma variedade
de processos fisiopatoldgicos da doenca (RAJASEKARAN et al., 2015) como, por exemplo,
na disfun¢do da membrana. De fato, ha evidéncias de que esta patologia se desenvolve devido
as membranas pré-sindpticas neuroniais serem particularmente sensiveis ao estresse oxidativo,
trazendo grande impacto nas fungdes cognitivas e comportamentais relacionadas a
esquizofrenia. O estresse pode afetar a plasticidade neuronal, transdugdo de sinal e induzir
apoptose (BRYLL et al., 2020).

A disfung¢ao mitocondrial € relatada como uma caracteristica comum entre os distirbios
neuroldgicos, sendo um dos fatores de risco para doengas neurodegenerativas (WU; CHEN;
JIANG, 2019). As mitocondrias sdo essenciais para o desenvolvimento de diversos processos
que ocorrem nos neurdnios (RAJASEKARAN et al., 2015) e disfungdes ocorridas nessa
organela podem levar ao estresse oxidativo (PRABAKARAN et al.., 2004) e a perda de ATP
(WU; CHEN; JIANG, 2019), comprometendo, assim, o metabolismo energético cerebral
(PRABAKARAN et al., 2004).



As consequéncias do estresse oxidativo no cérebro podem incluir distirbios do
metabolismo da glicose (principal fonte de energia para o cérebro) e essas alteragdes sdo em
grande parte devido a oxidagao prejudicada das principais proteinas glicoliticas ou a produgao
de energia na forma de ATP. A diminuig¢do de fornecimento de energia ao cérebro causa uma
série de alteracdes, incluindo a exclusdo de fungdes vitais, como potencial funcional
prejudicado ou niveis aumentados de Ca*' intracelular, alterando as fungdes basicas dos
neurdnios. O estresse oxidativo aumenta os niveis intracelulares de Ca" livre, o que pode levar
ao comprometimento do suprimento de energia. A energia na forma de ATP necessaria para o
bom funcionamento dos neurdnios pode ser regulada pelo nivel intracelular de Ca®*. Dessa
forma, estas disfun¢des mitocondriais causam despolarizagdo da membrana mitocondrial,
disturbios da fosforilagao oxidativa e superproducao de radicais livres, resultando na exclusao
de neuronios vitais do cortex frontal e hipocampo, que sdo fisiologicamente responsaveis pela
plasticidade sinaptica normal e pela liberagdo de neurotransmissores. Assim, eles afetam o

aprendizado e a memoria, o foco, as fungdes cognitivas (BRYLL et al., 2020).

1.1.2 Farmacoterapia

A principal forma de tratamento da esquizofrenia se baseia no uso de farmacos
antipsicoticos e, normalmente, eles possuem como alvo os receptores D2 da dopamina. O
primeiro antipsicotico criado foi a clorpromazina, originalmente utilizada como adjuvante
anestésico, até se tornar o principal tratamento para transtornos psicoticos (BAN, 2007). Devido
ao grande sucesso clinico deste farmaco no tratamento da esquizofrenia, outras drogas foram
desenvolvidas a partir dele e ficaram conhecidas como antipsicoticos de primeira geracao ou
antipsicoticos tipicos, como o haloperidol. Contudo, pacientes tratados com esses compostos
passaram a apresentar varios efeitos colaterais extrapiramidais e distirbios graves do
movimento, como sinais de tremor, acinesia e rigidez do tipo Parkinson. Assim, tornou-se
necessario o desenvolvimento de antipsicotico mais eficientes € que ndo causassem tantos
efeitos colaterais (GRAJALES; FERREIRA; VALVERDE, 2019; SEEMAN, 2013). Dessa
forma, surgiram os antipsicoticos de segunda gerag@o, conhecidos como antipsicoticos atipicos.
Estes farmacos se popularizaram por induzir efeitos extrapiramidais infimos ou ausentes, além
de apresentarem uma maior eficicia nos sintomas positivos e negativos da esquizofrenia

(JEON; KIM, 2017).



Apesar de serem muito promissores na farmacoterapia da esquizofrenia, quando
comparados aos antipsicoticos tipicos, os antipsicoticos atipicos também possuem alguns
maleficios. Grande parte deles (principalmente a clozapina e a olanzapina) estdo associados a
alteragdes na regulagdo da glicose e ao ganho de peso, induzindo, assim, a sindrome metabdlica
(PILLINGER, 2019). A olanzapina ¢ uma das drogas frequentemente escolhidas com efeitos
colaterais menores e, apesar de ser muito utilizada, seu uso a longo prazo estd repleto de
complicagdes cardiometabolicas (BRYLL et al., 2020). Com isso, além de impactar a saude
dos pacientes tratados com esses farmacos, esses efeitos colaterais metabodlicos também tornam
o tratamento dificil e oneroso (JEON; KIM, 2017).

Além dos efeitos colaterais dos antipsicoticos, uma parte dos pacientes nao responde
adequadamente ao tratamento, sendo refratarios a terapia antipsicotica existente na clinica.
Assim, ha a necessidade de se testar farmacos como estratégia de potencializar a acdo
antipsicotica para a melhora de sintomas positivos, negativos, de humor e cognitivos da
esquizofrenia (ANDRADE et al., 2018).

Estudos crescentes mostram que a inflamacgdo tem se tornado a chave da patogénese de
muitos transtornos mentais. Dessa forma, farmacos que atuem na inflamagao podem ser um
recurso alternativo para o tratamento desses transtornos. (KIM et al., 2019). Nesse sentido, as
estatinas tém se destacado, pois possuem propriedades anti-inflamatorias que sao independentes
de sua capacidade de reduzir o colesterol. Ao atravessar a barreira hematoencefilica, elas
podem interferir nos processos patologicos da esquizofrenia, contribuindo com a ac¢do dos
farmacos antipsicoticos na reversdo dos sintomas da doenca (ANDRADE et al., 2018;

FRANCESCONI et al., 2018).

1.2 Estatinas

As estatinas sdo farmacos inibidores da enzima 3-hidroxi-metilglutaril coenzima A
(HMG-CoA) redutase, sendo essa inibicdo reversivel e competitiva com o substrato
mevalonato. A inibi¢do dessa enzima resulta em reducdo da biossintese do colesterol e
importante agdo hipolipemiante, com consequente diminui¢do na incidéncia de eventos
coronarianos (KIM et al., 2019). Os efeitos antiaterosclerdticos desta classe de farmacos se
correlacionam positivamente com a diminui¢ao do percentual do colesterol LDL, além de uma
reducdo nos niveis de triglicerideos e aumento do colesterol HDL (STONE et al., 2014). Além
disso, podem exercer efeitos antiaterosclerdticos independentemente de sua agdo

hipolipidémica. Como o metabolismo do mevalonato gera uma série de isoprenoides para
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diferentes fungdes celulares, desde a sintese do colesterol até o controle do crescimento e
diferenciagdo celular, a inibicdo da HMG-CoA redutase tem efeitos pleiotropicos benéficos
(STANCU; SIMA, 2001).

Em cultura de células e estudos em animais, os efeitos das estatinas de inibir a producao
de intermediarios isoprendides na via biossintética do colesterol alteram a expressdao da 6xido
nitrico sintase endotelial, a estabilidade das placas ateroscleroticas, a produgao de citocinas pro-
inflamatoérias e espécies reativas de oxigénio, a reatividade das plaquetas e o desenvolvimento
de hipertrofia e fibrose cardiacas, evidenciando seus efeitos pleiotropicos no sistema
cardiovascular (OESTERLE; LAUFS; LIAO, 2017).

As contribuigdes relativas da pleiotropia das estatinas para os resultados clinicos
permanecem em debate. Entretanto, varios estudos comprovam agoes das estatinas que vao
além do seu efeito hipolipidémico. Dentre estes efeitos destaca-se sua agdo antinflamatoria,
antioxidante, imunomoduladora e neuroprotetora (BEDI ef al., 2016). Assim, as estatinas tém
sido utilizadas para o tratamento de varias doencas do sistema nervoso central, incluindo
transtornos mentais e neuroldgicos (PAC-SOO et al., 2011; DUTTA et al., 2021; YU et al.,
2019; SHEN et al., 2018).

1.2.1 Estatinas e Esquizofrenia

A esquizofrenia esta associada a alta taxa de mortalidade, sendo a expectativa de vida
dos individuos com esquizofrenia 20 anos menor, se comparada a média de pessoas que nao
possuem esse historico (LAURSEN, 2014). Uma das explicagdes para a alta taxa de
mortalidade deste transtorno mental esta relacionada ao risco aumentado de sindrome
metabolica e, consequentemente, morte por eventos cardiovasculares. Existem algumas
evidéncias que apontam para a ocorréncia de niveis elevados de glicose plasmatica em jejum,
redu¢do da tolerancia a glicose, aumento da insulina plasmatica em jejum e aumento da
resisténcia a insulina ja no inicio da doenca (PILLINGER et al., 2017). Além disso, ha hipoteses
de que grande parte dos efeitos dos antipsicoticos estejam ligados ao ganho de peso,
apresentando um efeito direto na sinalizagdo da insulina e nas células [ pancreaticas
(WHICHER; PRICE; RICHARD, 2018). Alguns psicoticos atipicos, como a olanzapina, por
exemplo, estdo associados a alteragdes na regulacdo da glicose e ao ganho de peso, induzindo,
assim, a sindrome metabolica (PILLINGER, 2019).

Embora a hiperlipidemia ndo seja considerada central para fisiopatologia da

esquizofrenia, Correl et al. (2014), encontraram uma associacao entre elas logo nos primeiros
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episodios de psicose. Esse achado sugeriu que essa associacdo possa ser independente do uso
de antipsicoticos. Dessa forma, embora a relacdo entre esquizofrenia e hiperlipidemia ainda nao
tenha sido completamente desvendada, a hiperlipidemia pode estar subjacente a fisiopatologia
da esquizofrenia (NOMURA et al., 2018). Além disso, também foi encontrado uma associagao
positiva entre alteragdo no colesterol e alteragdo na cognicdo ao longo do tratamento em
pacientes atribuidos aos grupos olanzapina, clozapina ou haloperidol (KRAKOWSKI;
CZOBOR, 2011). Assim, a adi¢ao de estatinas ao tratamento farmacoldgico poderia ser, além
de uma opgdo para o tratar a hiperlipidemia na esquizofrenia, um tratamento adjuvante para
melhorar os resultados clinicos dos farmacos antipsicoticos.

De fato, ja ha evidéncias a partir de dados clinicos e epidemioldgicos sobre os efeitos
positivos das estatinas no tratamento da esquizofrenia, sendo capaz de induzir melhora tanto
dos sintomas positivos quanto negativos da esquizofrenia (SHEN et al., 2018). Dentre os
mecanismos envolvidos neste efeito, a a¢ao anti-inflamatoria das estatinas tem sido avaliada na
literatura (KIM et al., 2019). Entretanto, ndo ha na literatura estudos sobre a participagdo de
vias de estresse oxidativo. Além disso, ndo ha registros de estudos utilizando modelos animais
de esquizofrenia avaliando o efeito desse farmaco no comportamento ¢ as possiveis vias
envolvidas, incluindo a inflamagdo e o estresse oxidativo. Portanto, torna-se relevante a
avaliacdo desta classe de farmacos em um modelo animal de esquizofrenia, uma vez que a agao
desses farmacos ainda ¢ controversa na esquizofrenia e cujos mecanismos envolvidos no
possivel efeito antipsicotico ainda permanecem por serem elucidados.

As estatinas podem ser amplamente classificadas como lipofilicas ou hidrofilicas, com
base na sua capacidade de permear o cérebro (SCHACHTER, 2005). As estatinas lipofilicas,
como sinvastatina, possuem maior facilidade de atravessar a barreira hematoencefalica
interagindo com as regides centrais do cérebro, além disso, as estatinas lipofilicas entram nas
células por difusdo passiva e, portanto, sdo amplamente distribuidas em vérios tecidos,
enquanto as estatinas hidrofilicas sdo mais especificas do figado. Assim, apesar de varios
estudos clinicos serem conduzidos com outras estatinas, ja foi identificado que a sinvastatina,
em comparagdo com outras estatinas, ¢ mais indicada para tratamento de doencas do sistema

nervoso central (SIERRA et al., 2011; KIM et al., 2019).

1.3 Etologia da esquizofrenia

Os seres humanos sao os Unicos animais capazes de demonstrar verbalmente o que

sabem, sentem e percebem sobre o mundo e sobre si mesmos. Devido a isso, para elucidar os
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comportamentos emocionais € cognitivos de outros animais, os cientistas podem apenas
observar seu comportamento (CARTER; SHIEH, 2015). Nesse sentido, a neurobiologia da
esquizofrenia pode ser avaliada utilizando modelos animais induzidos por substincias
alucindgenas ou drogas psicoestimulantes.

A quetamina ¢ um antagonista do receptor de glutamato N-metil D-aspartato que, a
principio, era utilizada como anestésico. No entanto, a quetamina também tem sido cada vez
mais usada para fins recreativos, devido aos seus efeitos colaterais dissociativos como
alucinacdes (LIU et al., 2021). Evidéncias crescentes sugerem que a dependéncia de drogas
recreativas, como a quetamina, causa danos neuronais em niveis corticais frontais seguidos de
interferéncia da atividade do transmissor neural, particularmente a neurotransmissdo de
glutamato, produzindo consequéncias comportamentais e anormalidades de aprendizado em
humanos e roedores (WANG et al., 2019; XU; LIPSKY, 2014; CADINU, et al., 2017). Dentre
suas complicagdes em humanos, destacam-se seus efeitos psicotomiméticos positivos
(desorganizagdo conceitual, alucinagdes, desconfiancga, contetido do pensamento) e efeitos
psicotomiméticos negativos (embotamento afetivo, retraimento emocional, retardo motor). E
em roedores, a administragdo da quetamina induz comportamentos relacionados a
hiperlocomogao e déficit na memoria de trabalho (ONAOLAPO et al., 2017; XIMENES et al.,
2018; MARTINEZ-PINTENO et al., 2020). Dessa forma, a administrag¢io de quetamina produz
sintomas semelhantes a esquizofrenia em humanos e em roedores (COYLE et al., 2012).

Nesse sentido, a quetamina ¢ uma droga importante e muito utilizada para induzir
alteragdes neuroldgicas em modelo animal, sendo muito utilizada para a avaliar a eficacia de
novos farmacos. Estudos mostram que ela € capaz de induzir altera¢des na atividade locomotora
e na memoria de trabalho em camundongos (POWELL; MIYAKAWA, 2006; AFONSO et al.,
2020; ONAOLAPO et al., 2017; XIMENES et al., 2018; MARTINEZ-PINTENO et al., 2020).

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar os efeitos da sinvastatina e da associagdo de baixas doses de olanzapina e

sinvastatina em modelo animal de esquizofrenia induzido por quetamina.
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Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da sinvastatina e da associacdo de baixas doses de olanzapina e
sinvastatina no teste de campo aberto em animais submetidos ao modelo animal de
esquizofrenia induzido por quetamina;

- Avaliar o efeito da sinvastatina e da associacdo de baixas doses de olanzapina e
sinvastatina no teste de labirinto em Y em animais submetidos ao modelo animal de

esquizofrenia induzido por quetamina;

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/C com 10 semanas de idade
provenientes da Rede de Biotérios UFU (REBIR-UFU). Os animais foram mantidos com racao
e agua ad libitum e com ciclo claro-escuro de 12 horas. A metodologia foi aprovada pela

Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) da UNIPAM, sob o protocolo namero 15/22.

2.2 Tratamento Farmacologico

A quetamina foi solubilizada em solu¢do salina 0,9% e administrada por via
intraperitoneal (i.p.) na dose de 20 mg/Kg (MONTE et al., 2013). A olanzapina foi solubilizada
em solugio salina e administrada por gavagem na dose de 1 mg/kg (DE ARAUJO et al., 2021).
A sinvastatina foi solubilizada em solugdo salina e administrada em doses de 3, 10 e 30 mg/Kg
por gavagem (YILDIRIM; KAYGISIZ, 2018). O volume administrado nos animais foi de 1
ml/Kg. Os animais do grupo controle receberam um volume equivalente de solucdo salina. A
administragdo de sinvastatina, olanzapina e veiculo foram realizadas 30 minutos antes da

administracao de quetamina.
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2.3 Protocolo de prevenciao do modelo de esquizofrenia induzido por quetamina.

Foi realizado o protocolo de prevengao do modelo de esquizofrenia induzido por
quetamina (MONTE et al., 2013). Os animais receberam sinvastatina, olanzapina, subdose de
olanzapina + sinvastatina ou veiculo durante 14 dias de tratamento e, entre o 8° ¢ o 14° dia, foi
acrescentado o tratamento com quetamina ou veiculo. Os testes comportamentais foram
realizados ao final deste periodo.

O quadro a seguir esquematiza os grupos experimentais (Tabela 1).

Tabela 1 - Protocolos de Preveng@o do modelo animal de esquizofrenia induzido por quetamina

GRUPOS DO PROTOCOLO DE PREVENCAO
Dias
Grupos
1-7 8-14
1. Controle Salina + Salina
2. Sal + Ket Salina
3. Olanzapina + Ket Olanzapina 1 mg/kg
4. SVT 3 + Ket Sinvastatina 3 mg/kg
5.SVT 10 + Ket Sinvastatina 10 mg/kg + Quetamina
6. SVT 30 + Ket Sinvastatina 30 mg/kg
Olanzapina 0,5 mg/Kg +
7.0L 0,5+ SVT 10 + Ket
Sinvastatina 10 mg/kg

Fonte: a autora. Ket = quetamina 20 mg/kg i.p.; Sal = solugdo salina 0,9 %; OL = Olanzapina 0,5 mg/kg i.p.; SVT=
Sinvastatina (3, 10 e 30 mg/Kg).

2.4 Avaliacdes comportamentais

As avaliagdes comportamentais foram realizadas no 14° dia de tratamento apds duas

horas da ultima injecao.

2.4.1 Campo aberto

No campo aberto, a atividade locomotora dos animais foi avaliada utilizando uma caixa

vazia de formato cilindrico medindo 30 cm de didmetro e 30 cm de altura. Os animais foram
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colocados no centro dessa caixa e tiveram seus movimentos registados utilizando-se uma
camera ao longo de cinco minutos de teste, conforme eles se moviam e exploravam o ambiente
(CARTER; SHIEH, 2015). A distancia percorrida e o tempo gasto na area central pelos animais

foram contabilizados utilizando o software Anymaze (https://www.any-maze.com/).

2.4.2 Labirintoem Y

No teste de labirinto em Y, foi avaliada a memoéria de curto prazo dos camundongos
(KRAEUTER; GUEST; SARNYALI 2018). A alternancia espontanea foi avaliada com base na
tendéncia natural dos camundongos de explorar novos ambientes (HOLTER, 2015). O labirinto
em Y apresenta trés bragos idénticos com 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de
largura. Os camundongos foram colocados na extremidade de um dos bracos e puderam se
movimentar livremente pelo labirinto (MONTE, et al., 2013). Foi registrado cada brago que o
camundongo entrou durante oito minutos (HOLTER, 2015). A alternancia foi definida de
acordo com a entrada em todos os trés bragos, sem repeticdo, em ocasides consecutivas
(MONTE, et al., 2013; DALL’IGNA et al., 2007). A porcentagem da alternancia foi calculada
de acordo o niimero total de alternancias / (total de entradas de brago — 2) (DALL’IGNA et al.,
2007; MAURICE; LOCKHART; PRIVAT, 1996; MONTE et al., 2013).

2.5 Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutandasia por sobredosagem de anestésicos, seguido de
exsanguinac¢ao. Os animais foram anestesiados com xilazina 12 mg/Kg e quetamina 120 mg/Kg
administrados por via intraperitoneal e, apds confirmada a perda de consciéncia, foi realizada a

puncio intracardiaca.

2.6 Analises Estatisticas

A analise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism, versao 5.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, California, EUA). Os resultados foram expressos
como média + erro padrdao da média e analisados através de one-way ANOVA seguido do teste

de Student's-Newman-Keuls. Os valores foram considerados significativos quando p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Campo aberto

O teste de campo aberto, analisado através de one-way ANOVA, nao revelou resultado
significativo para p < 0,05 em relacdo a distancia percorrida (figura 1, F = 2,14; p = 0,0639)
pelo animal e o tempo gasto no centro (figura 2, F = 1,353; p = 0,254) do equipamento. Os
resultados obtidos no teste de Student's-Newman-Keuls também ndo foram significativos para
p < 0,05, demonstrando que nao houve diferenga na distncia percorrida e no tempo gasto no

centro entre os 7 grupos observados (Figuras 1 e 2).

Figura 1- Distancia percorrida no teste de campo aberto. Controle: tratamento com solugdo salina (n=8). KET:
tratamento com quetamina (n=6). KET + OLA: tratamento com quetamina e olanzapina (n=8). KET + SIN 3
mg/kg: tratamento com quetamina e sinvastatina (n=8). KET + SIN 10 mg/kg: tratamento de quetamina e
sinvastatina (n=7). KET + SIN 30 mg/kg: tratamento com quetamina e sinvastatina (n=8). KET + OLA + SIN:
tratamento com quetamina e subdose de olanzapina + sinvastatina (n=7). A distdncia percorrida pelos
camundongos no teste de campo aberto foi analisada através do teste one-way ANOVA seguido por teste de
Student's-Newman-Keuls ¢ os dados apresentados como média = E.P.M Os valores foram considerados

significativos quando p < 0,05.

15-
: =3 Controle
= & T % 0 mm KET
e 19 — o T = KET+OLA
o —— Lo5et
& T — KX B3 KET + SIN 3 mgikg
S g 5 — :E:EE xa KET + SIN 10 mg/Kg
a — R @ KET + SIN 30 mg/Kg
— 1% mm KET + OLA + SIN
0 — ’o.o:

Figura 2 — Tempo gasto na area central no teste de campo aberto. Controle: tratamento com solugdo salina (n=8).
KET: tratamento com quetamina (n=6). KET + OLA: tratamento com quetamina e olanzapina (n=8). KET + SIN
3 mg/kg: tratamento com quetamina e sinvastatina (n=8). KET + SIN 10 mg/kg: tratamento de quetamina e
sinvastatina (n=7). KET + SIN 30 mg/kg: tratamento com quetamina e sinvastatina (n=8). KET + OLA + SIN:

tratamento com quetamina e subdose de olanzapina + sinvastatina (n=7). O tempo gasto pelos camundongos dentro
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do centro no teste de campo aberto foi analisado pelo teste one-way ANOVA seguido por teste de Student's-
Newman-Keuls e os dados apresentados como média = E.P.M Os valores foram considerados significativos

quando p <0,05.

150+

3 Controle
Bl KET

@ 100+ BE KET + OLA

g I - D KET + SIN 3 mg/kg

E’ 50+ X KET + SIN 10 mg/Kg
KET + SIN 30 mg/Kg

o B3 KET + OLA + SIN

3.2 Labirintoem Y

No teste de labirinto em Y, analisado através de one-way ANOVA (Figura 3, F=0,2701;
p =0,9480), ndo apresentou resultado significativo para p < 0,05. Os resultados obtidos no teste
de Student's-Newman-Keuls também ndo foram siginificativos para p < 0,05, demonstrando

que ndo houve diferenca na alternancia espontanea entre os 7 grupos observados (Figura 3).

Figura 3 — Alternancia espontanea no teste de labirinto em Y. Controle: tratamento com solugdo salina (n=8). KET:
tratamento com quetamina (n=6). KET + OLA: tratamento com quetamina e olanzapina (n=8). KET + SIN 3
mg/kg: tratamento com quetamina ¢ sinvastatina (n=8). KET + SIN 10 mg/kg: tratamento de quetamina e
sinvastatina (n=7). KET + SIN 30 mg/kg: tratamento com quetamina e sinvastatina (n=8). KET + OLA + SIN:
tratamento com quetamina e subdose de olanzapina + sinvastatina (n=7). A porcentagem de alternancia espontanea
no teste de labirinto em Y foi analisada através do teste one-way ANOVA seguido por teste de Student's-Newman-
Keuls e os dados apresentados como média = E.P.M Os valores foram considerados significativos quando p <

0,05.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se os efeitos da sinvastatina e da associagdo de baixas doses
de olanzapina e sinvastatina em modelo animal de esquizofrenia induzido por quetamina.
Entretanto, os resultados de comportamento ndo demonstraram diferenca significativa entre os
grupos tratados. De acordo com os resultados comportamentais, foi observado que a distancia
percorrida e o tempo gasto na area central no teste de campo aberto, assim com a porcentagem
de alternancias corretas no teste de labirinto em Y ndo foram alteradas significativamente.

A atividade locomotora ¢ influenciada pelo sistema motor do animal, assim como por
fatores sensoriais ¢ motivacionais (GRAHAM; MEYER; STANWOOD, 2018). Com isso,
alteracdes na locomocao podem ser indicativas de processos neurologicos alterados e, portanto,
podem refletir func¢ao cerebral anormal (KRAEUTER; GUEST; SARNYALI 2018). Ao analisar
a atividade locomotora do animal, ¢ possivel observar diversos comportamentos. O
comportamento de evitar a drea central da caixa, ou seja, manter-se perto das paredes e andar
na periferia ¢ descrito como timotaxia ¢ ¢ detectado em roedores que apresentam alteragao do
comportamento (KRAEUTER; GUEST; SARNYAIL 2018; GRAHAM; MEYER;
STANWOOD, 2018). Os roedores, em geral, permanecem mais tempo na periferia do que
dentro da area central. Esta ¢ uma resposta defensiva natural desses animais, pois, ao andar na
periferia, eles se sentem mais protegidos de predadores (KIATAQUI, 2021).

Além disso, outro pardmetro amplamente utilizado na avalia¢do da atividade locomotora
¢ a distancia percorrida pelo animal. Mudangas na distancia total percorrida dentro da arena
podem indicar processos neurologicos alterados ou comprometimento motor, bem como
mudancas no comportamento do tipo ansiedade e efeito de drogas psicoestimulantes
(KRAEUTER; GUEST; SARNYAI 2018; GRAHAM; MEYER; STANWOOD, 2018;
FREED; BING; WYATT, 1984; O'NEILL; SHAW, 1999). Dessa forma, a utilizagdo do campo
aberto se torna uma medida importante para avaliar sinais de sintomas positivos da
esquizofrenia, pois um modelo animal de esquizofrenia apresenta agitagdo psicomotora que
inclui hiperatividade ou aumento de movimentos estereotipados. Drogas como a quetamina
aumentam a atividade locomotora, e esse efeito pode ser diminuido pelo tratamento
antipsicotico em camundongos (POWELL; MIYAKAWA, 2006; AFONSO et al., 2020).

No presente estudo, ndo se observou alteracdes na atividade locomotora induzidas pela
quetamina esperadas para o modelo animal, impossibilitando a observagdo de efeito pelos

farmacos testados neste estudo. A quetamina € um antagonista de receptor NMDA, que interfere
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na atividade glutamatérgica através do bloqueio deste receptor (ELLISON, 1995). A
administracdo de quetamina produz sintomas semelhantes a esquizofrenia, incluindo psicose,
sintomas negativos € comprometimento cognitivo em humanos (COYLE et al., 2012). Os
estudos demonstram que o efeito da quetamina de induzir comportamentos que se assemelham
a esquizofrenia em roedores, como a hiperlocomoc¢do e déficit na memoria de trabalho,
encontra-se entre as doses de 15 e 30 mg/kg (ONAOLAPO et al., 2017; XIMENES et al., 2018;
MARTINEZ-PINTENO et al., 2020). A dose avaliada no presente estudo encontra-se dentro
desta faixa efetiva, segundo os trabalhos, entretanto, ndo se mostrou eficaz. Assim, ¢ possivel
que a dose utilizada de 20 mg/kg de quetamina tenha sido insuficiente para induzir os
comportamentos relacionados & esquizofrenia (MARTINEZ-PINTENO et al., 2020), sendo
necessarios, portanto, estudos posteriores para confirmag¢ao dos objetivos propostos utilizando
uma dose superior.

A alternancia espontanea, que mede a memoria de trabalho espacial, pode ser avaliada
permitindo que os camundongos explorem livremente os trés bragcos do labirinto e esse
comportamento ¢ impulsionado pela curiosidade inata dos roedores em explorar novas areas
(LALONDE, 2002; KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2018). Estudos anteriores demonstram
que a porcentagem de alternancia no labirinto em Y para o grupo controle varia entre 68% e
70% (ZHU et al., 2021; SUN et al., 2018). Esses dados, quando confrontados com os resultados
obtidos no presente estudo, revelam que a porcentagem de alternancia espontanea no labirinto
em Y foi notavelmente menor que o esperado no grupo controle. Desta forma, este resultado
impossibilitou a indu¢do de alteracdo pela quetamina para avaliagdo de memoria de trabalho no
modelo de esquizofrenia, um comportamento relacionado aos sintomas negativos da
esquizofrenia. Os animais que mostram uma porcentagem de alternancia abaixo do esperado
pode ser uma evidéncia de memoria prejudicada, indicando que o funcionamento das areas
cerebrais que regulam esse comportamento estd prejudicado (KRAEUTER; GUEST;
SARNYALI 2018).

Os camundongos possuem um grande impacto na pesquisa cientifica, sendo
frequentemente utilizados como modelo animal para estudos de doengas humanas (Bryda,
2013). Neste trabalho utilizou-se camundongos machos da linhagem Balb/C para obter
resultados referentes ao efeito da sinvastatina e de sua associacdo com olanzapina. No entanto,
estudos com machos desta linhagem mostraram que estes animais apresentam elevado grau de
competitividade e agressividade quando colocados em um mesmo ambiente com outros machos
(NEVES; FILHO; MENEZES, 2013). Nesse sentido, durante a experimentacao foi observado

casos de agressao fisica entre os animais o que resultou em reducdo do nimero amostral (n).
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Dessa forma, pressupde-se que a diminui¢ao dos nimeros de animais por grupo, também, possa
ter prejudicado a observagdo dos objetivos propostos.

As estatinas sdo categorizadas como agentes de primeira escolha para prevencao
primaria ¢ secundaria de doengas cardiovasculares. Essas drogas reduzem a concentragdo
plasmatica circulante de colesterol através da inibicao da principal enzima envolvida na sintese
de colesterol no figado (AVAN et al., 2021). As estatinas possuem acdes anti-inflamatoria,
antioxidante e neuroprotetora. A sinvastatina ¢ um farmaco que vem ganhando cada vez mais
destaque em estudos clinicos e pré-clinicos, devido ao seu potencial no tratamento de doengas
do sistema nervoso central (KIM et al., 2019). Um estudo de Chan et al. (2017), com pacientes
com esclerose multipla, mostrou que 24 meses de uso de sinvastatina retardou a progressao da
disfuncdo cognitiva e perda de massa cinzenta cerebral. Outros estudos demonstraram que seu
uso levou a melhoria nos sintomas da esquizofrenia, sem efeitos colaterais graves
(CHAUDHRY et al., 2013), além de uma redugdo dos sintomas negativos da esquizofrenia
(ESMAEELI et al., 2017). Apesar de ainda serem controversos, esses achados da literatura
evidenciam a importancia do uso da sinvastatina na reducao dos sintomas da esquizofrenia e
seu potencial como terapia adjuvante, destacando a necessidade de modelos animais que

comprovem tal efeito.

5 CONCLUSAO

Conclui-se que nao foi observado mudangas no comportamento relacionado a memoria
de trabalho e atividade locomotora nos animais, ndo sendo possivel a identificacdo do efeito da
sinvastatina e da sua associacdo com baixas doses de olanzapina. Porém, a sinvastatina ¢
descrita na literatura como uma droga amplamente promissora no tratamento da esquizofrenia,
sendo capaz de induzir melhora tanto dos sintomas positivos quanto negativos da esquizofrenia.
Desta forma, mais estudos precisam ser conduzidos para avaliagao do efeito da sinvastatina em
comportamentos de esquizofrenia, pois vdarias evidéncias apontam para o seu efeito nas
alteragdes neurobioldgicas relacionadas com esta condi¢ao patologica, além de um tratamento
adjuvante para melhorar os resultados clinicos dos farmacos antipsicéticos. Portanto, com o

refinamento continuo dos modelos animais e nossa compreensdo da fisiopatologia da
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esquizofrenia, ¢ possivel o desenvolvimento de terapias de a¢do mais rapida com perfis de

efeitos colaterais reduzidos em comparagdo com os agentes atualmente disponiveis.
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