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RESUMO

SOUZA, Thaina Pereira de. Efeitos sexo-dependentes do modelo de esquizofrenia pela
exposicdo neonatal de camundongos a fenciclidina. 2022. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A esquizofrenia atinge 0,9% da populacdo mundial. E considerada um transtorno do
neurodesenvolvimento, embora sua manifestacdo plena e seu diagnostico ocorram
frequentemente entre o final da adolescéncia e o inicio da fase adulta. Apds seu
estabelecimento, sdo observados trés tipos de sintomas: positivos, negativos e cognitivos.
Existem marcantes diferencas sexuais na esquizofrenia, sendo sua incidéncia maior e mais
precoce em homens, 0s quais também apresentam sintomas negativos e cognitivos mais
severos e pior resposta aos antipsicoticos. Apesar dessas diferencas, ndo ha modelos animais
estabelecidos que as mimetizem, o que dificulta o entendimento dos mecanismos sexo-
dependentes envolvidos na fisiopatologia da esquizofrenia e o desenvolvimento de
tratamentos mais eficientes. Assim, nesse estudo, utilizamos 0 modelo de esquizofrenia pela
administracdo neonatal de fenciclidina (nPCP), um antagonista de receptores NMDA, visando
investigar se este modelo induz alteragdes comportamentais e neuroquimicas de forma sexo-
dependente. Avaliamos também o impacto da olanzapina, um antipsicotico atipico, sobre
essas alteracdes. Camundongos C57BL/6 de ambos 0s sexos receberam injecGes subcutaneas
de fenciclidina nas doses de 5, 10 ou 20mg/kg (nPCP5, nPCP10, nPCP20), ou salina aos 7, 9
e 11 dias de vida pds-natal (PN). Para avaliar o impacto do estresse associado as injecdes, foi
utilizado um grupo Naive. Em PN30, inicio da adolescéncia, quantificamos por Western
Blotting a subunidade NR1 do receptor NMDA e a proteina pds-sindptica PSD-95 no cértex
frontal e hipocampo. De PN48 a PN50, os animais foram submetidos aos seguintes testes
comportamentais: campo aberto (CA), para medir a hiperatividade locomotora associada aos
sintomas positivos; interacdo social (IS), para mensurar uma alteragdo associada a um sintoma
negativo; e inibicdo pelo pré-pulso (IPP), para avaliar a integridade do filtro sensério-motor.
A olanzapina foi administrada 30 minutos antes de cada teste. Ndo houve diferencas entre
animais Naive e Salina, os quais foram agrupados nas andlises subsequentes. No CA,
identificamos hipoatividade em animais nPCP de ambos 0s sexos, mas machos se mostraram
mais sensiveis, expressando hipoatividade mesmo na menor dose de nPCP. No IS, prejuizos
na interacdo social foram identificados somente em machos, em animais nPCP5 e nPCP20.
No IPP, machos e fémeas nPCP apresentaram déficits, com maior severidade em machos,
pois estes apresentaram reducdo do percentual de inibicdo pelo pré-pulso de menor
intensidade. A olanzapina ndo reverteu as alteracfes comportamentais provocadas pela nPCP
e, em algumas situagdes, sua administracdo intensificou os efeitos da nPCP. A olanzapina
causou hipolocomocgdo mais severa em machos nPCP e, particularmente no IS, machos
nPCP10 somente apresentaram deficits se expostos a esse antipsicético. Consistente com 0s
dados obtidos nas avaliagbes comportamentais, identificamos diminuicdo da expressdao da
proteina NR1 no cortex frontal apenas em machos. Esses resultados sugerem que a nPCP
pode ser usada para modelar as diferencas sexo-dependentes identificadas em pacientes com
esquizofrenia. A ineficacia e indicacdo de danos comportamentais associados ao protocolo
adotado para administracdo de olanzapina sugere ainda a necessidade de mais estudos com o
objetivo de investigar a eficicia e seguranca deste farmaco na adolescéncia.

Palavras-chave: Esquizofrenia. Fenciclidina. Comportamento. Dimorfismo  sexual.

Adolescéncia.



ABSTRACT

SOUZA, Thaina Pereira de. Sex-dependent effects of a mouse model of schizophrenia
induced by neonatal exposure to phencyclidine. 2022. 82 f. Dissertacao (Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Schizophrenia affects 0.9% of the world population. It is considered a
neurodevelopmental disorder, although its full manifestation and diagnosis occur often
between late adolescence and early adulthood. After its establishment, three types of
symptoms are observed: positive, negative, and cognitive. There are marked sexual
differences in schizophrenia, with a higher and earlier incidence in men, who also have more
severe negative and cognitive symptoms and a worse response to antipsychotics. Despite
these differences, no established animal models mimic them, making it difficult to understand
the sex-dependent pathophysiologic mechanisms of schizophrenia and to develop more
efficient treatments. Thus, in this study, we used a developmental model of schizophrenia by
the neonatal administration of phencyclidine (nPCP), an NMDA receptor antagonist, to
investigate whether it induces behavioral and neurochemical changes in a sex-dependent
manner. We also evaluated the impact of olanzapine, an atypical antipsychotic, on these
changes. C57BL/6 mice of both sexes received subcutaneous injections of phencyclidine at
doses of 5, 10, or 20mg/kg (nPCP5, nPCP10, nPCP20), or saline, at postnatal days (PN) 7, 9,
and 11. A Naive group was used to assess the impact of stress associated with injections. At
PN30, early adolescence, we quantified by Western Blotting, the NR1 subunit of the NMDA
receptor and the postsynaptic protein PSD-95 in the frontal cortex and hippocampus. From
PN48 to PN50, the animals were submitted to the following behavioral tests: open field (OF),
to check for locomotor hyperactivity associated with positive symptoms; social interaction
(SI) to measure a change associated with a negative symptom; and prepulse inhibition (PPI) to
assess sensorimotor gate integrity. Olanzapine was administered 30min before each test.
There were no differences between Naive and Salina animals, which were pooled in
subsequent analyses. In the OF, both nPCP males and females were hypoactive, but males
were more sensitive, expressing hypoactivity even at the lowest dose of nPCP. In the SI,
impairments in social interaction were identified only in males; in nPCP5 and nPCP20
animals. In the PPI, nPCP males and females showed deficits, with signs of greater severity in
males, as they showed a reduction in the percentage of inhibition by the pre-pulse of lower
intensity. Olanzapine failed to reverse the behavioral changes caused by nPCP and, in some
situations, its administration intensified the effects of the neonatal model. Olanzapine caused
more severe hypolocomotion in nPCP males and, particularly in the SI, nPCP10 males only
showed deficits if exposed to this antipsychotic. Consistent with the data obtained in the
behavioral assessments, we identified a decrease in NR1 protein expression in the frontal
cortex only in males. These results suggest that nPCP can be used to model sex-dependent
differences identified in patients with schizophrenia. The ineffectiveness and the behavioral
damage associated with the protocol adopted for the administration of olanzapine also suggest
the need for further studies with the aim of investigating the efficacy and safety of this drug
during adolescence.

Keywords: Schizophrenia. Phencyclidine. Behavior. Sexual dimorphism. Adolescence.
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INTRODUCAO

Aspectos gerais da esquizofrenia

A esquizofrenia € uma desordem mental grave e cronica que afeta cerca de 0,9%
da populacio mundial (PERALA et al., 2007). A esquizofrenia acarreta grandes
prejuizos econdmicos e sociais. Nos Estados Unidos, por exemplo, sdo gastos mais de
150 bilhdes de ddlares por ano com essa doenca (CLOUTIER et al., 2016). O
desemprego afeta cerca de 80-90% dos pacientes (OWEN; SAWA; MORTENSEN,
2016). Além disso, esses individuos tém sua expectativa de vida reduzida em torno de
15 anos (HJIORTH@J et al., 2017).

O diagnostico da esquizofrenia costuma ocorrer entre o final da adolescéncia e o
inicio da fase adulta (KAHN et al., 2015), ap6s o primeiro episodio psicotico
(TENDILLA-BELTRAN et al., 2021). Ap6s o estabelecimento da doenca, podem ser
observados trés tipos de sintomas: 0s positivos, que incluem os delirios, as alucinaces,
o discurso e o comportamento desorganizados; 0s sintomas negativos que compreendem
a anedonia, a avolicdo, o embotamento afetivo e o retraimento social; e os cognitivos,
dentre os quais se destacam déficits de memoria/aprendizado e atencdo (UNO; COYLE,
2019). No entanto, prejuizos cognitivos e sociais podem ser observados anos antes,
numa fase denominada prodrémica (OWEN; SAWA; MORTENSEN, 2016).

Existe uma hipOtese que postula que a esquizofrenia é uma doenca do
neurodesenvolvimento (WEINBERGER, 1987). A ocorréncia de perturbacbes como
infeccbes, desnutricdo, estresse e/ou complicacfes obstétricas no periodo perinatal
prejudica o desenvolvimento adequado do cérebro (SELEMON; ZECEVIC, 2015). Na
infancia as alteracdes estruturais provenientes desse processo seriam de alguma forma
compensadas, 0 que atenuaria a sua expressao funcional, mas o apice da maturagdo de
algumas estruturas-chave do sistema nervoso central como o cortex pre-frontal, que
ocorre mais tardiamente no fim da adolescéncia, faz com que elas se tornem evidentes
(BIRNBAUM; WEINBERGER, 2017).

A adolescéncia € marcada pelo processo de poda sinaptica, na qual as sinapses
mais utilizadas se tornam mais fortes e se mantém, enguanto as sinapses menos
utilizadas se tornam mais fracas e sdo eliminadas (SAKURAI; GAMO, 2019). Essa

eliminacdo é responsavel pela tipica diminuicdo da substancia cinzenta observada no
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cérebro adolescente (MCCUTCHEON; REIS MARQUES; HOWES, 2020) e ocorre
principalmente em estruturas corticais que ainda se encontram imaturas nessa fase da
vida (PATEL et al.,, 2021). Na fase adulta, estas estruturas sdo responsaveis por
controlar o funcionamento de diversas estruturas subcorticais (SAKURAI; GAMO,
2019). Sendo assim, a maturacdo adequada de suas circuitarias € essencial para a
transi¢do do cerebro adolescente para o cérebro adulto.

Na esquizofrenia, esse processo de poda sindptica ocorreria de forma excessiva
(FEINBERG, 1982) e isso explicaria, em parte, a reducdo mais acentuada da substancia
cinzenta do cortex cerebral de individuos com esse transtorno mental (JAARO-PELED;
SAWA, 2020; MCCUTCHEON; REIS MARQUES; HOWES, 2020). Isso prejudicaria
0 estabelecimento adequado das conexdes entre o cOrtex e outras estruturas e o
funcionamento cerebral como um todo, contribuindo para o aparecimento dos sintomas
da esquizofrenia nesse periodo (MCCUTCHEON; REIS MARQUES; HOWES, 2020).

Assim, durante a adolescéncia, 0s eventos neurobioldgicos que culminardo na
expressdo da esquizofrenia jad estdo ocorrendo. No entanto, poucos trabalhos em
modelos animais se dedicaram a investigar caracteristicas neurobiologicas do curso

fisiopatoldgico dessa doenca.

Sistemas de neurotransmissao

Apesar da fisiopatologia da esquizofrenia ainda ndo ter sido completamente
elucidada, algumas hip6teses tém sido propostas para explicar os sintomas que sao
manifestados nesta desordem. Alteragcbes nos sistemas de neurotransmissao
dopaminérgico e glutamatérgico tém sido relacionadas de forma consistente com as

disfuncdes comportamentais observadas neste transtorno mental.

Hipo6tese dopaminérgica

A dopamina esta envolvida em diversos processos neurobiolégicos que sdo
importantes para a cogni¢do, a emog¢do, 0 movimento e a recompensa. Existem 5
subtipos de receptores dopaminérgicos, que estdo divididos em dois grandes grupos
com base em suas propriedades farmacologicas e estruturais — os do tipo D1 (D1 e D5)
sdo excitatorios, ja os do tipo D2 (D2, D3 e D4) sdo inibitorios (WILLIAMS et al.,
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2021). No entanto, todos compartilham a caracteristica de serem metabotrépicos, ou
seja, estarem associados a proteina G e atuarem por meio da regulagdo da concentracdo
intracelular de segundos mensageiros (KLEIN et al., 2019).

A neurotransmissao dopaminérgica no sistema nervoso central ocorre por meio
de 4 principais vias: a mesolimbica, a mesocortical, a nigroestriatal e a
tuberoinfundibular (Figura 1). As projecdes da via mesolimbica partem da area do
tegumento ventral e tem como um dos alvos principais o nicleo acumbente. Esta via
estd envolvida nos mecanismos de motivagdo e recompensa (KLEIN et al., 2019). A via
mesocortical se estende da area do tegumento ventral ao cortex pré-frontal e esta ligada
a cognicdo e ao comportamento social (LOKE; HARLEY; LEE, 2015). A via
nigroestriatal tem origem na substancia negra e termina no estriado dorsal, atuando no
controle motor (KLEIN et al., 2019). J& as projecdes que partem do hipotalamo e véo
até a pituitaria comp8em a via tuberoinfundibular, responsavel por regular a secrecéo do
hormonio prolactina (KLEIN et al., 2019).

Figura 1 - llustracdo com as principais vias dopaminérgicas do SNC.

@ Hypothalamus !

@—> Mesocortical pathway

®—> Mesolimbic pathway
Nigrostriatal pathway

@—> Tuberoinfundibular pathway

Legenda: NAc - nucleo acumbente; ATV - area do tegumento ventral; SN - substancia negra.
Fonte: Adaptado de KLEIN et al., 2019
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A primeira hipOtese dopaminérgica da esquizofrenia aponta para uma
hiperativacdo da via mesolimbica (MCCUTCHEON; ABI-DARGHAM; HOWES,
2019). Essa hipotese se baseia em observacbes e estudos clinicos que demonstraram,
por exemplo, que: 1) substancias que estimulam a neurotransmissdo dopaminérgica
nessa via sdo capazes de causar sintomas psicoticos em individuos saudaveis e piora-los
em pacientes com esquizofrenia (HOWES et al., 2017); 1) a eficacia dos farmacos em
tratar sintomas positivos da esquizofrenia esta diretamente relacionada ao bloqueio dos
receptores dopaminérgicos do tipo D2 (AMATO; VERNON; PAPALEO, 2018).

Contudo, alguns fatores tornam essa hipdtese incompleta: ela ndo explica os
mecanismos envolvidos nos outros sintomas da esquizofrenia (ARYUTOVA;
STOYANOV, 2021); os antipsicéticos de 12 geracdo, que atuam principalmente sobre
0s receptores D2, ndo sdo eficazes em controlar os sintomas negativos e cognitivos
desse transtorno mental (EGERTON et al., 2020). Com isso, uma hipotese
complementar foi postulada: a da hipoativagdo da via mesocortical. Essa hipdtese
sugere que sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia tem como base bioldgica a
hipoatividade dopaminérgica nesta via (STEPNICKI; KONDEJ; KACZOR, 2018).
Corroborando com essa hipotese, estudos in vivo com humanos mostraram menor
liberagdo de dopamina induzida por anfetamina no cortex pré-frontal de individuos com
esquizofrenia quando comparados a individuos sem essa desordem mental (SLIFSTEIN
et al., 2015), além de menor liberacdo desse neurotransmissor durante a execucdo de
tarefas que envolvem habilidades cognitivas (RAO et al., 2019).

Apesar da hipotese dopaminérgica ser bem fundamentada, a atividade desse
sistema é regulada por outros sistemas de neurotransmissdo. Assim, disfuncdes
glutamatérgicas tém sido propostas para justificar os desequilibrios nas vias
dopaminérgicas mencionados acima (MCCUTCHEON; KRYSTAL; HOWES, 2020).

Hipotese glutamatérgica

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso
central e pode ativar tanto receptores ionotropicos, quanto receptores metabotrdpicos
presentes nas membranas das celulas (UNO; COYLE, 2019). Os primeiros sdo
compostos por canais idnicos e podem ser classificados de acordo com 0s agonistas

pelos quais eles tém maior afinidade, sendo estes o N-metil-D-aspartato (NMDA), o
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acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA) ou o0 cainato. Ja 0s
metabotrdpicos sdo acoplados a proteinas G e atuam por meio de segundos mensageiros
intracelulares (UNO; COYLE, 2019).

Como detalhado mais a frente, os receptores NMDA (Figura 2) tém sido
particularmente associados a fisiopatologia da esquizofrenia (DAUVERMANN; LEE;
DAWSON, 2017). Estes receptores sdo compostos por quatro subunidades, divididas
em trés tipos: NR1, NR2 (A-D) e NR3 (A-B) (BERTRON; SETO; LINDSLEY, 2018).
A presenca de duas subunidades NR1 € obrigatoria, sendo indispensavel para o
funcionamento adequado desses receptores (TENDILLA-BELTRAN et al., 2021).
Além disso, os receptores NMDA necessitam que alguns processos ocorram
simultaneamente para que sejam ativados. Deve ocorrer a despolarizagdo da membrana
pos-sindptica para que o fon Mg?* que bloqueia o canal seja deslocado; deve ocorrer
também a ligacdo dos co-agonistas glicina ou D-serina e glutamato a seus respectivos
sitios (ADELL, 2020).

Figura 2 - llustracdo do receptor NMDA com seus principais sitios de ligacao.
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Fonte: KRZYSTANEK; PALASZ, 2019

O envolvimento do sistema de neurotransmissdo glutamatérgico na
esquizofrenia foi sugerido ap0s a observacdo de que individuos com essa doenca

apresentavam menores niveis de glutamato no fluido cérebro-espinhal (KIM et al.,
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1980). Como esse resultado nao foi replicado em outros estudos (PERRY, 1982;
KORPI et al., 1987), a hipdtese glutamatérgica sé ganhou forca com a descoberta de
que substancias como a fenciclidina e a cetamina, que séo antagonistas dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, provocam sintomas semelhantes aos da esquizofrenia
em individuos saudaveis e pioram os sintomas em individuos que apresentam essa
doenca (EGERTON et al., 2020). A hipétese glutamatérgica passou entdo a ser definida
mais especificamente como a hipdtese da hipofuncdo dos receptores NMDA
(DAUVERMANN; LEE; DAWSON, 2017). A ativacdo desses receptores é de suma
importancia para 0s mecanismos envolvidos na plasticidade sinaptica e para 0s
processos cognitivos de aprendizado e meméria (SNYDER; GAO, 2020).

Observacfes mais recentes também apontam para o envolvimento da
neurotransmissdo glutamatérgica na fisiopatologia da esquizofrenia. Individuos com
encefalite autoimune, doenca em que anticorpos se ligam a subunidade 1 (NR1) dos
receptores NMDA e fazem com que eles sejam internalizados, apresentam sintomas
psicéticos (alucinagBes e delirios) e comprometimentos cognitivos que podem ser
confundidos com os da esquizofrenia (NAKAZAWA; SAPKOTA, 2020). Além disso,
estudos post-mortem mostraram que individuos com esquizofrenia apresentam maiores
concentracOes de acido quinurénico no fluido cérebro-espinhal e no tecido cerebral. Este
acido é proveniente do metabolismo do aminoacido triptofano e em altas concentragdes
atua como um antagonista enddgeno dos receptores NMDA (HYUN; INOUE;
HAYASHI-TAKAGI, 2020).

Estudos genéticos apontam que grande parte dos genes de risco para a
esquizofrenia codificam proteinas que estdo envolvidas na neurotransmissdo
glutamatérgica (COYLE; BRAD RUZICKA; BALU, 2020). Além disso, animais
manipulados geneticamente para reduzir o funcionamento dos receptores NMDA
apresentam alteracGes comportamentais e neuroquimicas relacionadas a esquizofrenia
(COYLE; BRAD RUZICKA; BALU, 2020).

Alteracbes em proteinas importantes para o funcionamento adequado da
neurotransmissao glutamatérgica também tem sido observadas em estudos post-mortem
com tecido cerebral de individuos com esquizofrenia. Uma delas é a proteina pos-
sinaptica PSD-95. Esta atua na estabilizacdo, no recrutamento e no transporte dos
receptores NMDA e AMPA para a membrana pds-sinaptica. Sendo assim, é essencial
para a plasticidade sinaptica durante o neurodesenvolvimento (COLEY; GAO, 2018). A

expressdo dessa proteina se encontra diminuida em algumas porgdes do cortex pré-
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frontal de individuos com esquizofrenia (COLEY; GAO, 2018). Outra proteina cujos
niveis de expressdo se encontram diminuidos no cortex pre-frontal (UNO; COYLE,
2019) e no giro denteado do hipocampo (BALU, 2016) de individuos com esquizofrenia
é a subunidade NR1 do receptor NMDA. Como mencionado anteriormente, esta €
indispensavel para o funcionamento adequado dos receptores NMDA (TENDILLA-
BELTRAN et al., 2021), por isso, a diminuicdo de sua expressio pode indicar uma
diminuicdo no nimero desses receptores como um todo (KRZYSTANEK; PALASZ,
2019).

Relacdo entre as duas hipoteses

Tem sido aceita a existéncia de uma associacdo entre as duas hipoteses
mencionadas acima, que propde que as alteracdes nas vias dopaminérgicas seriam
provocadas pela hipofuncdo dos receptores NMDA expressos em interneuronios
GABAérgicos (inibitérios) do cortex pré-frontal (TREEN et al., 2016). Esses
interneurdnios regulam a atividade do output glutamatérgico com origem no cortex pre-
frontal e que tem como alvo regides subcorticais, nas quais desempenha importante
papel sobre a regulacdo da atividade. Assim, a hipofuncdo glutamatérgica resultaria em
um aumento da liberacdo de dopamina na via mesolimbica e em uma diminui¢do da

liberacdo desse neurotransmissor na via mesocortical (BALU, 2016) (Figura 3).
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Figura 3 - llustracdo da associacdo entre as hipoOteses dopaminérgica e
glutamatérgica.
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Tratamento — antipsicoticos tipicos e atipicos

Os antipsicéticos sdo os farmacos mais utilizados no tratamento da
esquizofrenia. Existem duas principais classes de antipsicoticos: os de primeira geracdo
(tipicos) e os de segunda geracéo (atipicos) (LALLY; MACCABE, 2015).

Os antipsicéticos tipicos foram os primeiros a serem usados na clinica e seu
mecanismo de acdo principal consiste no bloqueio dos receptores dopaminérgicos do
tipo D2. A acdo farmacoldgica sobre a via mesolimbica € aceita como o mecanismo
envolvido nos efeitos terapéuticos que os antipsicéticos tipicos apresentam sobre 0s
sintomas positivos. No entanto, como esse bloqueio ocorre de forma intensa e sem
distingdo entre as vias dopaminérgicas, esses farmacos acabam provocando diversos
efeitos colaterais, como efeitos extrapiramidais, associados a agdo sobre a via
nigroestriatal, aumento da prolactina, devido ao bloqueio dos receptores D2 na via
tuberoinfundibular, e possivel agravamento dos sintomas negativos e cognitivos, em
decorréncia do bloqueio desses receptores associados a via mesocortical (STEPNICKI,
KONDEJ; KACZOR, 2018).

Os antipsicoticos atipicos ou de segunda geragdo surgiram para tentar transpor

esses efeitos colaterais, ja que se ligam com menor afinidade aos receptores D2 e atuam
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também em receptores de outros sistemas de neurotransmissao, Como o serotoninergico.
Além disso, essa classe de farmacos se mostrou parcialmente eficaz em aliviar os
sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia (ARINGHIERI et al., 2018). No
entanto, tém sido observados outros efeitos colaterais associados ao seu uso, como
ganho de peso e disturbios metabolicos (STEPNICKI; KONDEJ; KACZOR, 2018).

Dentre 0s antipsicoticos atipicos como a clozapina, a olanzapina e a risperidona,
que apresentam tolerdveis efeitos motores adversos (LEUCHT et al., 2013) e alguma
eficacia em melhorar os sintomas da esquizofrenia (ARINGHIERI et al., 2018), a
olanzapina se destaca, estando entre os antipsicticos atipicos mais utilizados no mundo
e mais eficazes na reducéo geral dos sintomas da esquizofrenia (HALFDANARSON et
al., 2017; HUHN et al., 2019).

Diferencas sexuais na esquizofrenia

A incidéncia da esquizofrenia € maior em homens do que em mulheres (razéo de
1,4:1). Além disso, os homens manifestam a doenca de 1-5 anos antes do que as
mulheres, enquanto estas apresentam um segundo pico de manifestacdo apos os 40 anos
(SANTOS et al., 2022). Com relagdo aos sintomas da esquizofrenia, 0s negativos e
cognitivos costumam ser menos graves em mulheres, enquanto ha evidéncias destas
apresentarem maior gravidade de sintomas positivos (GOGOS et al.,, 2019). As
mulheres também apresentam uma melhor resposta aos antipsicéticos durante seu
periodo reprodutivo do que os homens (FRANCESCHINI; FATTORE, 2021).

Alguns indicios apontam para um papel protetor dos horménios femininos em
relacdo a esquizofrenia: quanto mais cedo ocorre a primeira menstruagdo mais tarde
ocorre o surgimento da doenca (MCGREGOR; RIORDAN; THORNTON, 2017); em
alguns periodos do ciclo menstrual e durante a gravidez, quando os niveis hormonais se
encontram mais elevados, as mulheres apresentam uma melhora nos sintomas
psicéticos; o inverso ocorre nas fases de diminuigdo dos niveis hormonais como no pés-
parto e na menopausa (GOGOS et al., 2019); a reposi¢do desses horménios promove
uma melhor resposta aos antipsicoticos em mulheres que estdo na menopausa
(FRANCESCHINI; FATTORE, 2021).

O estrogénio mostrou ser eficaz em diminuir o dano e a morte neuronal

(SANTOS et al., 2022) e, juntamente com a progesterona, em aumentar a plasticidade e
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a transmisséo sinaptica (DA SILVA; RAVINDRAN, 2015). Além disso, 0 estrogénio
acelera a maturacdo do cérebro em periodos criticos do neurodesenvolvimento,
tornando-o menos vulneravel a insultos (DA SILVA; RAVINDRAN, 2015).

Em relacdo aos principais sistemas de neurotransmissdo envolvidos na
esquizofrenia, como detalhado abaixo, sabe-se também que existem dimorfismos
sexuais que contribuem para diferengas na manifestacdo da doenca, embora os estudos
ainda sejam escassos. Além disso, os hormdnios sexuais podem modular os sistemas
glutamatérgico e dopaminérgico.

Em pacientes diagnosticados com esquizofrenia, de modo geral, os estudos sobre
as diferencas entre os sexos no sistema dopaminérgico focam em diferencas de resposta
aos antipsicéticos. Nesse sentido, foi demonstrado que mulheres precisam de doses
menores de antipsicoticos para alcancar niveis semelhantes de ocupacdo de receptores
D2 aqueles encontrados em homens (EUGENE; MASIAK, 2017). Adicionalmente, ja
foi demonstrado que existem diferencas sexuais na regulacdo dopaminérgica estriatal
como, por exemplo, maior efluxo de dopamina induzido pelo haloperidol e pelo
quinpirole em fémeas do que em machos (WALKER; RAY; KUHN, 2006). Juntos,
esses dados indicam maior responsividade do sistema dopaminérgico em fémeas e
corroboram a ideia de maior prevaléncia de sintomas positivos e melhor resposta aos
antipsicoticos no sexo feminino.

Em relacdo ao sistema glutamatérgico, mulheres com esquizofrenia apresentam
suprarregulacdo da glutamina sintetase, enzima envolvida na degradacdo do glutamato,
em comparacdo com homens que também manifestam o transtorno (MARTINS-DE-
SOUZA et al., 2010). Adicionalmente, mulheres com esse transtorno apresentam maior
densidade de receptores NMDA em relacdo aos homens com esquizofrenia (WICKENS;
BANGASSER; BRIAND, 2018). Interessantemente, o0 estrogénio estimula a
neurotransmissdo glutamatérgica, principalmente através do aumento do numero de
receptores NMDA e AMPA (BARTH; VILLRINGER; SACHER, 2015).

Consistente com o0s achados em humanos, estudos com roedores mostraram que
fémeas apresentam maiores densidades da subunidade NR1 do receptor NMDA quando
comparadas aos machos (WANG et al., 2015). Assim, considerando que a hipofungéo
do receptor NMDA ¢ considerada peca-chave na fisiopatologia da esquizofrenia, os
dados mencionados acima demonstraram um ténus glutamatérgico maior no sexo

feminino, que pode atuar de forma protetiva.
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Fica evidente que as diferencas sexuais nos sistemas de neurotransmissdo tém
papel fundamental no dimorfismo sexual identificado na esquizofrenia. Apesar disso, ha
escassez de estudos experimentais que avaliem o impacto das diferengas sexuais em

alteracbes comportamentais e neuroquimicas em modelos desse transtorno.

Modelos animais

Os mecanismos neurobiolégicos que estdo envolvidos na fisiopatologia da
esquizofrenia ainda ndo sdo totalmente conhecidos. O uso de modelos animais tem se
mostrado essencial para preencher essas lacunas no conhecimento (WINSHIP et al.,
2019). Estudos com animais permitem maior controle de variaveis que podem interferir
no curso da doenca (FRANCESCHINI; FATTORE, 2021). Permitem também a
aplicacdo de técnicas que ndo poderiam ser utilizadas em humanos, como manipulagdes
genéticas e intervengdes/analises em periodos especificos do neurodesenvolvimento
(SIGURDSSON, 2016).

Apesar de ndo ser possivel observar sintomas como alucinagcfes e delirios em
modelos animais, existem alteracbes comportamentais bem descritas que estdo
associadas aos diferentes sintomas do transtorno. Nesse sentido, 0 aumento da atividade
locomotora, a diminuicdo da interagdo social e os deficits na inibicéo pelo pré-pulso tém
sido associados aos sintomas positivos, negativos e cognitivos da esquizofrenia
respectivamente (LEE; ZHOU, 2019).

Exposicdo a fenciclidina - modelo farmacol6gico da esquizofrenia

A fenciclidina (PCP) é um inibidor ndo-competitivo dos receptores NMDA
(JANHUNEN et al., 2015) que se liga em um sitio localizado dentro do poro do canal
ibnico. Sendo assim, este deve estar aberto para que a PCP possa exercer seus efeitos
(BERTRON; SETO; LINDSLEY, 2018).

A PCP era usada como anestésico em procedimentos cirdrgicos feitos em
humanos (WANG et al., 2020). No entanto, apds o0 uso dessa substancia, 0s pacientes
passavam a apresentar manifestacbes comportamentais muito semelhantes aos sintomas
da esquizofrenia (BERTRON; SETO; LINDSLEY, 2018). A ocorréncia desse

fendmeno fez com que esse composto deixasse de ser usado na pratica clinica (LODGE;
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MERCIER, 2015) e comecasse a ser usado como droga de abuso (WANG et al., 2020).
Como a exposicdo a PCP é capaz de mimetizar todos os tipos de sintomas da
esquizofrenia, na década de 1960, muitos usuérios dessa substancia eram internados
com diagnostico equivocado desse transtorno mental (BERTRON; SETO; LINDSLEY,
2018). Além disso, como a exposicdo a essa droga pode causar danos neuronais severos
(WANG et al., 2020), seus efeitos podem durar semanas apds o individuo deixar de usa-
la (BERTRON; SETO; LINDSLEY, 2018).

A ativacdo adequada dos receptores NMDA durante o neurodesenvolvimento é
essencial para a sobrevivéncia, diferenciacdo e migracdo neuronal e para a
sinaptogénese (NAKAZAWA; JEEVAKUMAR; NAKAO, 2017). Inclusive, ha um
periodo critico do neurodesenvolvimento em que ocorre um pico de expressao desses
receptores. Em humanos esse pico ocorre durante o terceiro trimestre de gravidez. Ja em
roedores, como ratos e camundongos, este periodo corresponde as primeiras duas
semanas do periodo pés-natal (PN) (BUBENIKOVA-VALESOVA et al., 2008). Assim,
0 uso de substancias que bloqueiam esses receptores durante esse periodo tem sido um
dos modelos utilizados para testar como a hipofuncdo glutamatérgica pode resultar em
alteracdes comportamentais e/ou neuroquimicas em outras fases do desenvolvimento do
individuo (UNO; COYLE, 2019).

E importante ressaltar que muitos estudos que utilizaram esse modelo incluiram
apenas machos e avaliaram as alteracbes comportamentais e/ou neuroquimicas nesses
animais na idade adulta (NAKATANI-PAWLAK et al., 2009; AKILLIOGLU et al.,
2012; AKILLIOGLU; BINOKAY; KOCAHAN, 2012; GASKIN; ALEXANDER,;
FONE, 2014; RODRIGUEZ et al., 2017; ZHU et al., 2017). Além disso, dentre os que
avaliaram os efeitos em animais de ambos os sexos, falharam em detectar diferencas
sexuais nas alteracdes associadas ao transtorno (WANG et al., 2003; RASMUSSEN et
al., 2007; ANASTASIO; JOHNSON, 2008; ANASTASIO et al., 2009; BOCTOR,;
FERGUSON, 2009, 2010; BROBERG et al., 2010; LIU et al., 2011; KIAERBY et al.,
2013; NOZARI et al., 2015; PLATAKI et al., 2021).

Assim, considerando o reduzido nimero de estudos experimentais que avaliaram
diferengas sexuais na esquizofrenia; o importante papel do sistema glutamatérgico na
fisiopatologia desse transtorno; que existem diferengas sexuais inerentes a esse sistema
que podem contribuir para que a esquizofrenia se expresse de forma diferente entre os
sexos; e que a esquizofrenia é considerada um transtorno do neurodesenvolvimento,

iremos utilizar o modelo de exposi¢do neonatal @ PCP para investigar a influéncia do
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sexo em alteracbes comportamentais e neuroquimicas associadas a esquizofrenia.
Adicionalmente iremos avaliar o impacto da olanzapina, um antipsicotico atipico, sobre

essas alteragoes.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral:

Investigar se 0 modelo de exposi¢do neonatal a fenciclidina é capaz de induzir
alteracbes comportamentais e neuroquimicas associadas a esquizofrenia de forma sexo-

dependente e o impacto da olanzapina sobre essas possiveis alteracdes.

1.2 Especificos:

a) Avaliar a existéncia de diferencas sexuais induzidas pelo modelo de exposi¢do
neonatal a fenciclidina e o efeito da olanzapina sobre as seguintes alterac6es
comportamentais:

- Comportamento associado aos sintomas positivos, através do teste do
campo aberto;

- Comportamento associado aos sintomas negativos, atraves do teste de
interac&o social;

- A integridade do filtro sensorio-motor, através do teste de inibigdo
pelo pré-pulso;

b) Avaliar se existem diferencas sexuais induzidas pelo modelo de exposi¢édo
neonatal a fenciclidina sobre o sistema glutamatérgico em estagios precoces
do curso fisiopatolégico da esquizofrenia:

- Através da analise da densidade da subunidade NR1 do receptor
NMDA e da proteina de densidade pos-sinatica PSD-95.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica para Uso Animal
(CEUAO033/2018) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Foram utilizados camundongos machos e fémeas
da cepa C57BL/6.

As matrizes utilizadas na geragdo dos animais experimentais foram fornecidas
por uma colénia de camundongos C57BL/6 mantida na Universidade Federal
Fluminense (Niteroi, Brasil) por mais de 60 geracGes. Os acasalamentos ocorreram na
proporcao de 1-2 fémeas para 1 macho. Assim que a prenhez foi detectada, a fémea foi
isolada e observada diariamente até o nascimento dos filhotes — considerado como dia
pos-natal 1 (PN1). Os animais usados nos experimentos descritos a seguir foram criados
e mantidos no biotério do Laboratério de Neurofisiologia da UERJ em um ciclo de
luminosidade de 12/12 horas, com temperatura controlada (21-22°C) e livre acesso a

agua e comida.

2.2 Formacéo dos grupos experimentais

Em PN7, 9 e 11, os filhotes foram pesados e receberam injecdes subcutaneas
(s.c.) de salina (NaCl 0.9%) ou PCP (5, 10 ou 20mg/Kg) sendo cada ninhada designada
a um grupo experimental: SAL (18 ninhadas), PCP5 (18 ninhadas), PCP10 (17
ninhadas) e PCP20 (16 ninhadas). Para avaliar o estresse provocado pela aplicacdo das
injecdes também foi utilizado um grupo Naive (9 ninhadas), que foi submetido ao
mesmo procedimento de manipulagdo, mas ndo recebeu nenhuma injecdo. Ninhadas
com menos de 4 ou mais de 10 filhotes ndo foram utilizadas.

Ap0s o Ultimo dia de injecdo, os animais de cada ninhada foram designados para
3 diferentes idades de avaliacdo: PN12, PN30 ou PN48. Em PN12, alguns desses
filhotes foram eutanasiados por decapitacdo e seus cérebros retirados para posterior
analise neuroquimica. Os filhotes remanescentes permaneceram com as mées até PN25,
guando foram desmamados e divididos por sexo (2-4 animais por gaiola). Em PN30,

uma parte dos filhotes foi eutanasiada por deslocamento cervical para avaliagdo
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neurogquimica. Em PN48 iniciava-se uma bateria de testes comportamentais para
verificar a indugéo de alteragcbes comportamentais associadas com a esquizofrenia pela
administragdo neonatal de PCP. Adicionalmente, também avaliamos a reversdo dessas
possiveis alteracdes pelo antipsicético atipico olanzapina. Assim, neste dia, os animais
foram individualizados, identificados e subdivididos naqueles que receberam injecfes
de salina e os que receberam injecdes de OLZ (0,25 ou 2,0 mg/Kg, s.c.). Com isso, 8
grupos experimentais foram formados: CT, CT-OLZ, PCP5, PCP5-OLZ, PCP10,
PCP10-OLZ, PCP20 e PCP20-OLZ. Os animais foram submetidos aos testes
comportamentais entre PN48 e PN50. Em PN50, em seguida ao Gltimo teste, foram
eutanasiados por deslocamento cervical e seus cérebros retirados para posterior anélise

neurogquimica.

Figura 4 - Linha do tempo com os principais procedimentos realizados durante o
estudo.

PN1 PN7 PN9 PNI1PNI2 PN25 PN30 PN48PN49 PN50

| S [ l—| 1 | R .|
I | [ [ ] | | I — 1 1

Nascimento Eutanasia Desmame Eutanasia CA IS IPPe
eutanasia

Indugao do modelo de SCHZ

1 Tratamento

naive — manipulagdao sem inje¢des l
CT - injegdes (s.c.) de salina
PCPO5 — injegdes (s.c.) de PCP na dose de Smg/Kg naive — manipulagao sem injecoes
PCP10 — injegdes (s.c.) de PCP na dose de 10mg/Kg SAL — injegdes (s.c.) de salina
PCP20 — injegdes (s.c.) de PCP na dose de 20mg/Kg OLZ — injegdes (s.c.) de olanzapina na dose de

0,25 ou 2,0mg/Kg

Legenda: CA - campo aberto; IS - interacédo social; IPP - inibigdo pelo pré-pulso.
Fonte: a autora, 2022

2.3 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados de PN48 a PN50. Os animais foram
habituados a sala de teste por 10 minutos e receberam uma injecdo de salina ou
olanzapina 30 minutos antes do inicio de cada teste. Em PN48 e 49 a dose de olanzapina
administrada foi de 0,25mg/Kg, enquanto em PN50 foi de 2,0mg/Kg. Vale ressaltar

também que o grupo Naive ndo recebeu nenhuma injecao antes dos testes.
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2.3.1 Teste do campo aberto (CA)

O teste do CA foi realizado em PN48, na fase escura do ciclo de luminosidade
do biotério (ap6s as 13h). Este teste foi utilizado para medir a atividade locomotora,
uma vez que um aumento nesse parametro tem sido relacionado aos sintomas positivos
da esquizofrenia (SAMS-DODD, 1998).

O equipamento utilizado no teste é composto por uma caixa de acrilico
transparente (46 x 46 x 46 cm) apoiada sobre uma plataforma, conectada a um
computador, e que contém 16 feixes de luz infravermelha posicionados 1,5cm acima da
base da caixa (Figura 5). Um animal por vez foi colocado na quina da caixa e pode
explora-la livremente por 10 minutos. Antes da entrada de cada animal, a caixa foi
limpa com alcool 35% e seca com papel toalha.

A medida da atividade locomotora foi obtida através de um programa que
converte o numero de feixes de luz interrompidos pela movimentacdo do animal em

distancia horizontal percorrida em centimetros.

Figura 5 - Monitores de atividade do Laboratorio de Neurofisiologia da UERJ
utilizados no teste do CA.

Fonte: A autora, 2022.
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2.3.2 Teste de interacdo social (1S)

O teste de IS foi realizado em PN49 e, assim como o CA, também ocorreu na
fase escura do ciclo. Este teste foi utilizado para mensurar a interacdo social entre os
animais, pois a diminuicdo desse comportamento em roedores tem sido relacionada aos
sintomas negativos da esquizofrenia (SAMS-DODD, 1998, 1999).

O teste de IS foi feito no mesmo equipamento em que ocorreu o teste do CA
(Figura 5), o qual, portanto, serviu como habituagéo para o teste da IS. Dois animais da
mesma ninhada, do mesmo sexo e que receberam 0 mesmo tratamento foram colocados
em quinas opostas da caixa, com a cabecga voltada para o centro, de forma que
iniciassem o teste um de frente para o outro. O teste durou 15 minutos e foi gravado por
uma camera posicionada acima da caixa.

Para facilitar a contabilizacdo das atividades de interacdo social através dos
videos obtidos, a imagem da caixa de teste teve sua area dividida em 16 quadrantes com
tamanhos iguais.

As interagOes sociais foram divididas em duas categorias: interacbes mutuas e
ndo-mutuas. Foram consideradas interagdes mutuas aquelas em que ambos os animais
entravam em contato (cheirar, montar) e, mesmo apoés se afastarem, ainda permaneciam
a menos de um quadrante de distancia. J& as interacBes ndo-mutuas consistiram
naquelas em que ambos os animais se deslocavam no mesmo sentido (perseguicdo) com
uma distancia menor do que um quadrante entre eles. O comportamento de autolimpeza
(“gromming”), ndo importando a distancia entre os individuos, foi considerado o fim da
interacdo social, mitua ou ndo-muatua. A auséncia dessas interacbes configurou o
isolamento social.

O tempo de permanéncia dos individuos nesses eventos foi contabilizado e, a

partir dos dados brutos, foi criado um indice de interacdo social, que correspondeu a:

IS = Tempo de interacdo mutua + Tempo de interacdo ndo-muatua x 100 1)
Tempo total

2.3.3 Teste de inibicdo pelo pré-pulso (IPP)

A IPP consiste na diminuigéo da resposta de sobressalto a um estimulo de maior

intensidade, o pulso, quando este é precedido por um estimulo de menor intensidade, o
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pré-pulso. A IPP funciona como uma medida da integridade do filtro sensorio-motor,
que se encontra prejudicada na esquizofrenia (WU et al., 2018). Esse filtro protege o
cérebro de uma sobrecarga sensorial, pois permite que haja a distingdo entre estimulos
relevantes e irrelevantes (BRAFF; GEYER; SWERDLOW, 2001).

O aparelho no qual é feito o teste de IPP consiste em uma camara com
isolamento acustico, onde ha uma plataforma sensivel ao movimento e sobre a qual o
animal fica contido e é exposto a estimulos sonoros (Figura 6). Através dessa
plataforma ocorre a captacdo da resposta de sobressalto do animal aos estimulos sonoros

e essa informacao é transmitida para um computador.

Figura 6 - Equipamento do Laboratério de Neurofisiologia da UERJ utilizado no
teste da IPP.

Fonte: A autora, 2022.

O teste de IPP foi realizado em PN50, na fase clara do ciclo e foi dividido em 4
partes. A primeira parte (habituagcéo) teve uma duracdo de 5 minutos e consistiu em
expor 0 animal a um ruido de fundo de 65 dB. Em seguida, durante a etapa de pré-teste,
o animal foi exposto a 10 pulsos (P=120dB, 40ms). Depois, 0 animal foi exposto a 50
eventos distribuidos de forma semirranddémica, que consistiram em 10 ndo-estimulos
(apenas o barulho de fundo de 65dB), 10 pulsos (P=120dB, 40ms) e 30 pulsos
precedidos (100ms) por pré-pulsos (PP = 70, 75 ou 80 dB + P = 120dB). Por fim, em
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uma etapa chamada de pos-teste, o animal foi exposto a mais 10 pulsos (P = 120dB,
40ms).
Um percentual de inibicdo foi calculado para cada intensidade de pré-pulso. Para

isso foi utilizada a seguinte férmula:

%IPP =100 — | média das respostas de sobressalto PP+P | x 100 (2)

média das respostas de sobressalto ao P

2.4 Coleta e processamento das amostras

Apos a eutanasia dos animais em PN12, 30 e 50, os cerebros foram coletados e
as regides cerebrais foram dissecadas. Todos os tecidos foram armazenados em freezer -
80°C. Contudo, apenas as regides do cortex frontal (CF) (terco anterior) e do hipocampo
(HP) obtidas em PN30 foram analisadas neste trabalho pela técnica de Western
Blotting.

A primeira etapa foi a homogeneizagéo dos tecidos em 250ul de tampdo fosfato
(pH 7,4) contendo um coquetel inibidor de proteases (Complete ULTRA Tablets, Mini,
EDTA-free, EASYpack, Roche Applied Science, Mannheim, GE) e ortovanato de sédio
(Sigma Aldrich, Mannheim, GE). Em seguida, ocorreu a centrifugagéo (13000 rpm -
4°C - 25 minutos) do homogenato e o recolhimento do sobrenadante obtido nesse
processo. A dosagem da quantidade total de proteinas presentes em cada amostra foi
feita por meio do kit Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford,
EUA) e pdde ser visualizada através da leitura no espectrofotometro UVM 340 (ASYS)
com comprimento de onda de 562nm. O extrato foi desnaturado a partir da adicdo de
tampdo contendo 2-mercaptoetanol e azul de bromofenol (50mM Tris—HCI, pH 6,8, 1%
SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol, 0,001% azul de bromofenol) e de
aquecimento (90°C por 5minutos). As amostras foram armazenadas em freezer -45°C

até o dia da analise por Western Blotting.
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2.5 Western Blotting

A técnica de Western Blotting foi utilizada com o objetivo de analisar possiveis
alteragBes na expressdo das proteinas NR1 e PSD-95. A subunidade NR1 do receptor
NMDA foi escolhida por estar presente em todos os subtipos de receptor NMDA e ser
considerada indispensavel para sua funcionalidade (TENDILLA-BELTRAN et al.,
2021)(Tendilla-Beltran, 2021). A PSD-95 foi escolhida por estar envolvida com a
recrutamento, transporte e estabilizacdo de receptores NMDA no neurbnio pés-
sinaptico, sendo, portanto, um elemento essencial na neurotransmissdo glutamatérgica
(COLEY; GAO, 2018).

Foram feitos géis de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) e em cada poco desses
géis foi pipetado 10ug de proteinas totais. Em seguida, as proteinas foram transferidas
por eletroforese para membranas de PVDF (Hybond P ECL membrane; Amersham
Pharmacia Biotech, NJ, USA). Com o intuito de evitar ligacdes inespecificas do
anticorpo, as membranas foram incubadas por 1 hora a 25°C com uma solucéo de T-
TBS (Tris Buffered Saline + Tween) contendo 0,59 de leite em po6 desnatado.
Posteriormente, passaram por uma lavagem de 10 minutos apenas com T-TBS e foram
incubadas overnight sob agitacdo constante com anticorpo primario (1:1.000) especifico
para cada proteina (NR1: cat#05-432, Sigma-Aldrich; PSD-95, cat#3450, Cell
Signaling).

No dia seguinte, as membranas foram lavadas (3 lavagens de 5 minutos cada)
com T-TBS e foram incubadas com anticorpos secundarios por 1 hora a 25°C (anti-
rabbit, 1:10.000, cat#B8895, Sigma-Aldrich; anti-mouse, 1:10.000, cat#AP124B,
Sigma-Aldrich). Apés essa etapa, as membranas passaram por mais 3 lavagens (5
minutos cada) e foram incubadas com estreptavidina conjugada a enzima peroxidase por
1 hora a 25°C (cat#: RPN1231V, Sigma-Aldrich). Por fim, as membranas passaram por
mais um ciclo de lavagens (como descrito anteriormente) e foram expostas ao revelador
Immobilon Forte (cat#: WBLUF0500, Millipore Corporation) para possibilitar a
visualizacdo das bandas.

As imagens das bandas foram analisadas e quantificadas com auxilio do
programa Image J (media cybernetics) e os resultados obtidos foram normalizados pela
actina (cat#: A2228, Sigma-Aldrich).
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2.6 Analise estatistica

A primeira andlise feita para cada varidvel obtida a partir dos testes
comportamentais foi uma ANOVA global comparando os grupos Naive e SAL. N&o
havendo diferenca significativa entre eles, os animais foram agrupados em um Gnico
grupo controle (CT). Em seguida, ANOVAs globais univariadas ou de repeticdo
(UANOVAs ou rANOVAS, respectivamente) com o0s fatores Exposi¢cdo Neonatal,
Tratamento e Sexo foram realizadas para cada variavel.

Para os testes do CA e IS uANOVA foram realizadas para a atividade
locomotora (distancia total percorrida) e para o indice de interacdo social,
respectivamente.

No PPI foram analisadas trés variaveis: o percentual de inibi¢do pelo pré-pulso
(%IPP), a resposta de sobressalto e a habituacdo. Uma rANOVA foi realizada para cada
varidvel. Em todas, além dos fatores Exposi¢cdo Neonatal, Tratamento e Sexo, foram
adicionados os fatores de repeticdo. Na analise do %IPP o fator de repeticdo foram as
trés intensidades de pré-pulso (PP) aplicadas no teste (70, 75 e 80dB). Na andlise da
resposta de sobressalto o fator repetido foram as intensidades dos estimulos sonoros
usados na avaliacdo do %IPP, que foram: P (120dB) e este precedido pelas trés
intensidades de PP (PP70+P, PP75+P e PP80+P). Na habituacdo, o objetivo era analisar
se houve diminuicdo na resposta de sobressalto aos pulsos no poés-teste quando
comparada a resposta de sobressalto aos pulsos no pré-teste. Sendo assim, foi realizada
uma rANOVA de repeticdo considerando o fator Etapa.

Em seguida as ANOVAs globais, foram feitas ANOVAs de menor ordem,
desenhadas para responder as perguntas experimentais do estudo. Para verificar se a
exposicdo neonatal a fenciclidina teve efeito sobre os comportamentos associados a
esquizofrenia, as ANOVAs ndo incluiram os animais tratados com olanzapina.

Para verificar se o tratamento com olanzapina impactou 0s comportamentos
avaliados de forma positiva ou negativa, realizamos ANOVAs, utilizando comparagdes
par-a-par entre animais somente expostos a fenciclidina no periodo neonatal e aqueles
expostos a fenciclidina no periodo neonatal e tratados com olanzapina na adolescéncia.

Finalmente, possiveis interacdes entre os efeitos da exposi¢cdo neonatal a
fenciclidina e o tratamento com olanzapina foram identificados pela utilizacdo de

ANOVAs que incluiram somente animais tratados com olanzapina. Nesta analise, 0s
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animais expostos a fenciclidina e tratados com olanzapina foram comparados com 0s
animais somente tratados com olanzapina (CT-OLZ).

Com relacgdo as andlises dos marcadores neuroquimicos, a variavel utilizada foi
0 percentual de densidade da proteina de interesse (NR1 ou PSD-95) em relacdo a
proteina controle (B-actina). Uma vez que a idade analisada foi PN30, a uUANOVA
global para cada marcador em cada regido analisada (CF ou HP), utilizou como fatores
Exposicdo Neonatal e Sexo. Quando houve efeito da Exposi¢cdo Neonatal ou interacdo
com Sexo, UANOVAs de menor ordem foram utilizadas. O teste posthoc Fisher’s
Protected Least Significant Difference (FPLSD) foi utilizado quando apropriado.

Todos os dados foram analisados usando o IBM SPSS Statistics for Windows,
Versdo 21.0 (IBM Corp, Armonk, N.Y., U.S.A.) e compilados como médias e erros
padrdo. A significancia foi assumida para efeitos quando o valor de p foi < 0,05 e para

interacdes quando p<0,1.
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3 RESULTADOS

3.1 Campo aberto

Com o objetivo de verificar se 0 estresse associado as injecGes aplicadas nos
animais no periodo neonatal e 30 min antes do teste do CA afetaram a locomogao dos
animais adolescentes, realizamos uma UANOVA comparando os grupos Naive e SAL.
A analise estatistica ndo identificou diferencas significativas entre os grupos (Figura 7),

assim, analises subsequentes resultaram da juncdo dos animais em um unico grupo CT.

Figura 7 - Atividade locomotora de camundongos dos grupos Naive e SAL.
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Animais Naive ndo receberam nenhuma injecdo, mas passaram por todos os procedimentos de
manipulacdo, e animais SAL receberam inje¢des subcutaneas de salina durante o periodo neonatal e
em PN48, 30 minutos antes do teste do campo aberto. VValores representam média tEPM.

Fonte: A autora, 2022.

A UANOVA global mostrou que a exposicao a fenciclidina no periodo neonatal
[F(3,204)=10,2; p<0,000] e o tratamento com olanzapina [F(3,204)=130,6; p<0,000]
afetaram a atividade locomotora dos animais. Adicionalmente, o efeito da exposigéo
neonatal se mostrou sexo-dependente [Exposicdo Neonatal x Sexo - F(3,204)=2,2;
p=0,091].

Para avaliar o impacto da exposicdo neonatal a fenciclidina, UANOVAs de
menor ordem sem incluir os animais tratados com a olanzapina foram realizadas para
cada sexo. Foi confirmado que a exposicdo neonatal afetou o comportamento de forma

sexo-dependente. As fémeas [Exposicdo Neonatal - F(3,42)=3,5; p=0,023] expostas as
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duas maiores concentracdes de fenciclidina (10 e 20mg/Kg) apresentaram hipoatividade
locomotora quando comparadas as fémeas do grupo CT (Figura 8). J& 0s machos
[Exposicdo Neonatal - F(3,53)=3,5; p=0,023] expostos a todas as concentracdes de PCP
utilizadas nesse estudo (5, 10 e 20mg/Kg) mostraram menor atividade locomotora
quando comparados aos machos do grupo CT (Figura 8). O que indica maior
sensibilidade deste sexo, uma vez que a menor dose ja foi capaz de gerar alteragdo
comportamental.

Para avaliar o impacto do tratamento com a olanzapina per se e sobre as
alteracdes provocadas pela fenciclidina, foram realizadas ANOVAs de menor ordem,
separadas por sexo. O tratamento com olanzapina causou redugdo da locomogdo em
animais machos (CT > CT-OLZ — F(1,29)=18,8; p=0,0001) e fémeas (CT > CT-OLZ —
F(1,29)=10,1; p=0,003) nao expostos a fenciclidina (Figura 8). Similarmente, nos
animais dos grupos modelados para esquizofrenia, a olanzapina intensificou a
hipolocomocéo induzida pela exposi¢do neonatal a fenciclidina em ambos 0s sexos
(Machos - PCP5 > PCP5-OLZ: F(1,24)=50,4, p<0,001; PCP10 > PCP10-OLZ:
F(1,22)=13,5; p<0,001; PCP20 > PCP20-OLZ: F(1,29)=23,1; p<0,001. Fémeas: PCP10
> PCP10-OLZ - F(1,24)=7,5; p=0,012; PCP20 > PCP20-OLZ: F(1,21)=10,1; p=0,004)
(Figura 8). Em fémeas expostas a menor dose de fenciclidina, embora a exposigdo
neonatal ndo tenha interferido na locomogédo, o tratamento com olanzapina causou
hipoatividade (PCP5 > PCP5-OLZ — F(1,26)=27; p<0,001) (Figura 8), o que indica que
este antipsicético pode impactar o comportamento de animais modelados para
esquizofrenia, ainda que estes apresentem alteracGes subclinicas.

As UANOVAs de menor ordem excluindo os animais expostos a salina na
adolescéncia identificou efeito do Tratamento em machos (F(3,51)=3,8; p=0,016),
sendo que todos os grupos modelados para esquizofrenia e expostos a olanzapina
(PCP5-OLZ, PCP10-OLZ e PCP20-OLZ) tiveram menor atividade locomotora que
animais CT-OLZ (Figura 8). Este efeito foi restrito aos machos. uUANOVA realizada
para os dados de fémeas ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos (Figura
8).

Assim, nossos dados indicam que a exposi¢do neonatal & fenciclidina causou
hipoatividade na adolescéncia e que machos foram mais sensiveis. O tratamento com
olanzapina ndo mitigou esse efeito. Inversamente, acentuou o efeito hipolocomotor da
fenciclidina em ambos os sexos. De fato, a olanzapina, per se causou danos, ja que,

mesmo em animais controle (ndo expostos a fenciclidina), causou hipolocomocéo.
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Adicionalmente, o fato de machos expostos a fenciclidina e tratados com olanzapina
apresentarem menor atividade que os animais somente expostos a fenciclidina sugere
que, durante a adolescéncia, a olanzapina pode acentuar disfungdes j& presentes em

estagios iniciais da doenca de forma mais robusta no sexo masculino.

Figura 8 - Atividade locomotora de animais modelados para esquizofrenia e
tratados com olanzapina.
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Camundongos fémeas e machos controle (CT) ou expostos a PCP (5, 10 ou 20mg/kg) durante o
periodo neonatal e que, em PN48, 30 minutos antes do teste do campo aberto, receberam inje¢des
subcutaneas de salina ou olanzapina (OLZ; 0,25mg/kg). Valores representam médiatEPM. *p<0,05,
**p<0,01 vs. CT; #p<0,05, ##p<0,01 vs. CT-OLZ; &p<0,05, &&p<0,01, &&&p<0,001 para
comparagfes CT x CT-OLZ, PCP5 x PCP5-OLZ, PCP10 x PCP10-OLZ, PCP20 x PCP20-OLZ.
Fonte: A autora, 2022.

3.2 Interacéo Social

Assim como descrito para o teste do campo aberto, aqui tambeém avaliamos o
efeito do estresse associado as injecGes administradas durante o periodo neonatal e
30min antes dos testes comportamentais, sobre a interacdo social na adolescéncia. Para

isso realizamos uma UANOVA comparando os grupos Naive e SAL. N&o houve



37

diferencas significativas entre os grupos (Figura 9), assim, andlises subsequentes

resultaram da jung&o dos animais em um Unico grupo CT.

Figura 9 - Indice de interacéo social dos animais dos grupos Naive e SAL.
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Animais do grupo Naive ndo receberam nenhuma inje¢do, mas passaram por todos os procedimentos
de manipulacdo. Animais do grupo SAL receberam inje¢des subcutaneas de salina durante o periodo
neonatal e em PN49, 30 minutos antes do teste de interacdo social. Valores representam media tEPM.
Fonte: A autora, 2022.

A UANOVA global mostrou que tanto a exposic¢ao neonatal a fenciclidina quanto
0 tratamento com olanzapina interferiram no comportamento de interacdo social na
adolescéncia e os efeitos foram sexo-dependentes [Exposicdo Neonatal x Sexo -
F(3,113)=4,1, p=0,008; Tratamento - F(1,113)=24,2, p<0,001; Exposi¢cdo Neonatal x
Tratamento x Sexo - F(3,113)=3,3, p=0,024].

Para avaliar em separado o impacto da exposicdo neonatal a fenciclidina foi
realizada uma UANOVA de menor ordem para cada sexo que excluiu os animais
expostos a olanzapina. Machos [Exposi¢do Neonatal - F(3,29)=6,0, p=0,003] dos grupos
PCP5 e PCP20 apresentaram menor interacdo social que os machos do grupo CT
(Figura 10), o que indica que essas doses foram capazes de mimetizar um
comportamento associado aos sintomas negativos da esquizofrenia. A exposicdo a
fenciclidina ndo afetou o comportamento das fémeas (Figura 10).

N&o houve diferencas entre o grupo CT e o grupo CT-OLZ, o que indica que a
olanzapina, per se, ndo alterou o comportamento. A olanzapina também ndo mitigou
deficiéncias na interacdo social, como demonstrado pela auséncia de diferencas entre os
machos PCP5 e PCP5-OLZ e PCP20 e PCP20-OLZ (Figura 10). Cabe notar, contudo,
que embora machos do grupo PCP10 ndo tenham apresentado interacdo social
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deficiente, o tratamento com a olanzapina reduziu o indice de interacdo (PCP10 >
PCP10-OLZ - F(1,13)=55,0, p<0,001), o que indica que este antipsicotico pode causar
reducéo da interacdo social em animais adolescentes modelados para esquizofrenia mas
que ndo apresentam sintomas negativos. Efeito semelhante foi identificado em fémeas
PCP20-OLZ (PCP20 > PCP20-OLZ - F(1,15)=10,6, p=0,005).

A anélise do impacto da olanzapina também incluiu a comparagdo somente entre
0S grupos que receberam este antipsicético. A uUANOVA de menor ordem realizada para
este fim ndo mostrou efeito do Tratamento ou interacdo entre Tratamento e Sexo, 0 que
corrobora que a reducdo da interacdo social causada pela exposicdo a fenciclidina no
periodo neonatal ndo foi mitigada pela olanzapina.

Em conjunto, esses dados indicam que a exposicdo a fenciclidina no periodo
neonatal causou prejuizos na interacdo social dos animais adolescentes e que a
olanzapina ndo foi capaz de reverter esses efeitos. O fato da olanzapina reduzir a
interacdo social em animais expostos a doses de fenciclidina que causaram alteracfes
subclinicas sugere potencial dano no uso desse medicamento durante a adolescéncia.

Figura 10 - indice de interacdo social de animais modelados para esquizofrenia e
tratados com olanzapina.
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Fémeas e machos controle (CT) ou expostos a PCP (5, 10 ou 20mg/kg) durante o periodo neonatal e
que, em PN49, 30 minutos antes do teste de interagdo social, receberam injecdes subcuténeas de salina
ou olanzapina (OLZ; 0,25mg/kg). Valores representam média +EPM. *p<0,05 vs CT; &&p<0,01,
&&&p<0,001 para comparacdes PCP20 x PCP20-OLZ e PCP10 x PCP10-OLZ respectivamente.
Fonte: A autora, 2022.

3.3 Inibicéo pelo pré-pulso

A andlise do teste de IPP, de forma semelhante aos demais comportamentos,
teve inicio pela comparacdo entre animais Naive e SAL. Uma vez que o teste de IPP
incluiu trés intensidades diferentes de pré-pulso (70, 75 e 80dB), para a investigacdo do
impacto do estresse associado as injecdes aplicadas nos animais no periodo neonatal e
30 minutos antes dos testes comportamentais sobre 0 %IPP durante a adolescéncia, foi
usada uma ANOVA de repeticdo. Foi identificado efeito da intensidade de pré-pulso
[F(2,62)=85; p<0,001]. Esse efeito é explicado pelo fato de maiores intensidades de pré-
pulso causarem maior percentual de inibicdo na resposta de sobressalto. Contudo, nao
houve diferencas significativas entre os grupos (Figura 11), assim, andlises

subsequentes resultaram da juncdo dos animais em um Unico grupo CT.

Figura 11 - Percentual de inibicéo pelo pré-pulso de animais dos grupos Naive e SAL.
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B Inibicdo pelo pré-pulso de 75dB
Naive
SAL
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IPP (%)
C Inibi¢do pelo pré-pulso de 80dB
Naive
SAL
-10 0 10 20 30 40 50
IPP (%)

Legenda: A - PP70dB; B - PP75dB; C - PP80dB.

Animais Naive ndo receberam nenhuma injecdo, mas passaram por todos os procedimentos de
manipulacdo. Animais SAL receberam injecfes subcutaneas de salina durante o periodo neonatal e
em PN50, 30 minutos antes do teste de inibicdo pelo pré-pulso. Valores representam média +EPM.
Fonte: A autora, 2022.

A ANOVA global de repeticdo que incluiu todos 0s grupos experimentais
mostrou que a intensidade do pré-pulso [F(2,354)=297,5; p<0,001] afeta 0 %IPP e que
h& interacdo desse fator com os fatores exposi¢do neonatal a fenciclidina [F(6,354)=1,9;
p=0,075] e tratamento com olanzapina [F(2,354)=4,4; p=0,013], além de uma interacdo
tripla envolvendo intensidade de pré-pulso, tratamento e sexo [F(2,354)=2,5; p=0,081].
Também foram identificados efeitos da exposicdo neonatal a fenciclidina [F(3,177)=4,6;
p=0,004] e do sexo [F(1,177)=13,0; p<0,001] e interacdo entre tratamento com
olanzapina e sexo [F(1,177)=4,3; p=0,040].

Em seguida, foram feitas analises separadas para cada intensidade de pré-pulso
para cada sexo. Quando o pré-pulso de 70dB precedeu o pulso, a UANOVA de menor

ordem mostrou que a exposicdo neonatal a fenciclidina [F(3,177)=4,6; p=0,004] e o
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sexo [F(1,177)=9,3; p=0,003] interagiram [F(3,177)=2,7; p=0,048] e afetaram 0 %IPP.
A andlise do impacto da exposicdo neonatal & fenciclidina, que n&o incluiu os animais
tratados com olanzapina, confirmou que a exposi¢do neonatal afetou o comportamento
de forma sexo-dependente, pois apenas os machos [F(3,53)=4,2; p=0,010] expostos a
fenciclidina na dose de 20mg/Kg apresentaram menor %IPP quando comparados aos
machos do grupo CT (Figura 12). uANOVASs de menor ordem comparando 0s animais
de cada grupo tratados com olanzapina com os ndo tratados também mostraram que o0
tratamento foi capaz de alterar o comportamento de forma sexo-dependente. Fémeas
[F(1,25)=9; p=0,006] do grupo CT-OLZ apresentaram maior %IPP quando comparadas
as fémeas do grupo CT (Figura 12). No entanto, o tratamento com olanzapina nao foi
capaz de reverter os déficits causados pela exposicdo neonatal a maior dose de
fenciclidina observados nos machos (PCP20 = PCP20-OLZ) (Figura 12). Analisando
somente 0s grupos que receberam olanzapina na adolescéncia, novamente foi possivel
observar um efeito sexo-dependente do tratamento, pois as fémeas [F(3,41)=4,3;
p=0,010] modeladas para a esquizofrenia no periodo neonatal e tratadas com olanzapina
na adolescéncia mostraram uma reducéo significativa do %IPP quando comparadas as
fémeas do grupo CT-OLZ (Figura xx). Este resultado sugere que alteracdes causadas

pela fenciclidina impediram o aumento no %IPP mediado pela olanzapina.
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Figura 12 - Percentual de inibicéo pelo pré-pulso de 70dB de animais modelados
para esquizofrenia e tratados com olanzapina.
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Fémeas e machos controle (CT) ou expostos & (PCP (5, 10 ou 20mg/kg) durante o periodo neonatal e
que, em PN50, 30 minutos antes do teste de inibicdo pelo pré-pulso, receberam inje¢des subcutaneas
de salina ou olanzapina (OLZ; 2,0mg/kg). Valores representam media +EPM. *p<0,05 vs. CT;
#p<0,05, ##=0,001 vs CT-OLZ; &&p<0,05 para comparacdo CT x CT-OLZ. Fonte: A autora, 2022.

A analise do pré-pulso de 75dB néo identificou efeito da exposicdo neonatal a
fenciclidina. Foi possivel observar somente efeito do sexo [F(1,177)=12,7; p<0,001] e
interacdo entre tratamento com olanzapina e sexo [F(1,177)=8,8; p=0,003]. Contudo,
analises subsequentes ndo identificaram efeitos da olanzapina (Figura 13).
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Figura 13 - Percentual de inibicéo pelo pré-pulso de 75dB de animais modelados
para esquizofrenia e tratados com olanzapina.
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Animais controle (CT) ou expostos & PCP (5, 10 ou 20mg/kg) durante o periodo neonatal e que, em
PN50, 30 minutos antes do teste de inibi¢do pelo pré-pulso, receberam injecGes subcutaneas de salina
ou olanzapina (OLZ; 2,0mg/kg). Valores representam média tEPM.

Fonte: A autora, 2022.

A UANOVA incluindo todos os fatores indicou que quando o pré-pulso de 80dB
precedeu o pulso, houve efeito da exposicdo neonatal a fenciclidina [F(3,177)=4,92;
p=0,003] e efeito do sexo [F(1,177)=5,2; p=0,024]. Como ndo houve interacdo da
exposicdo neonatal com o sexo, a andlise subsequente, que ndo incluiu os animais
tratados com olanzapina, foi entdo realizada com machos e fémeas juntos. Esta
confirmou o efeito da exposicdo neonatal a fenciclidina [F(3,95)=2,9; p=0,038], sendo
que animais expostos a dose de 20mg/Kg apresentaram menor %IPP quando
comparados ao grupo CT (Figura 14). O tratamento com olanzapina ndo interferiu no
%IPP conforme demonstrado pelas comparagdes entre animais tratados e ndo tratados
com olanzapina. No entanto, a analise somente com os animais dos diferentes grupos
que receberam tratamento com olanzapina revelou efeito do Tratamento [F(3,82)=2,8;
p=0,045], sendo que todos os grupos modeladas para a esquizofrenia no periodo
neonatal e tratados com olanzapina na adolescéncia mostraram uma redugdo

significativa do %IPP quando comparados ao grupo CT-OLZ.
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Figura 14 - Percentual de inibicdo pelo pré-pulso de 80dB de animais modelados
para esquizofrenia e tratados com olanzapina.
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Animais controle (CT) ou expostos a PCP (5, 10 ou 20mg/kg) durante o periodo neonatal e que, em
PN50, 30 minutos antes do teste de inibicdo pelo pré-pulso, receberam inje¢des subcuténeas de salina
ou olanzapina (OLZ; 2,0mg/kg). Valores representam média £EPM. **p<0,01 vs CT; #<0,05 vs CT-
OoLzZ.

Fonte: A autora, 2022.

Os resultados do teste IPP demostram que animais machos e fémeas modelados
para esquizofrenia no periodo neonatal apresentam deficiéncia no filtro sensério-motor,
com indicios de maior severidade em machos. O tratamento com olanzapina na
adolescéncia novamente nao foi capaz de mitigar os danos causados pela fenciclidina no
periodo neonatal.

Outra variavel medida no teste de IPP foi a resposta de sobressalto. Novamente, a
ANOVA de repeticdo feita entre os grupos Naive e SAL ndo mostrou diferenca
significativa entre eles (Figura 15). Sendo assim, os animais desses grupos foram unidos

em um dnico grupo CT.



45

Figura 15 - Resposta de sobressalto aos estimulos sonoros aplicados no teste da
IPP de animais dos grupos Naive e SAL.
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D Resposta de sobressalto ao PP80+P
Naive

SAL
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Legenda: A - P; B - PP70+P; C - PP75+P; D - PP80+P.

Animais Naive ndo receberam nenhuma injecdo, mas passaram por todos os procedimentos de
manipulacdo, e animais SAL receberam injecdes subcutaneas de salina durante o periodo neonatal e
em PN50, 30 minutos antes do teste de inibicdo pelo pré-pulso. Valores representam média +tEPM.
Fonte: A autora, 2022.

Como houve quatro intensidades de estimulos sonoros diferentes (pulsos de
120dB e pulsos precedidos pelos pré-pulsos de 70, 75 ou 80dB), a ANOVA global
realizada novamente foi a de repeticdo. Com esta foi possivel observar efeitos da
intensidade de estimulo [F(3,531)=312,1; p=0,000]. Esse efeito indica que a resposta de
sobressalto foi progressivamente reduzida a medida em que a intensidade de pré-pulso
aumentava, o que esta de acordo com a literatura. Adicionalmente, foi identificado
efeito do tratamento com olanzapina [F(1,177)=10,9; p=0,001] e do sexo
[F(1,177)=23,9; p=0,000], além de interacdes entre intensidade de estimulo e tratamento
[F(3,531)=8,6; p=0,000], intensidade de estimulo e sexo [F(1,177)=23,9; p=0,000] e
uma interacdo tripla entre intensidade de estimulo, tratamento com olanzapina e sexo
[F(3,531)=4,1; p=0,007]. Nao houve efeito ou interacbes envolvendo Exposicao
Neonatal.

Para investigar quais as alteracOes associadas aos efeitos e interacOes
identificadas, em seguida, foram feitas UANOVAs de menor ordem para cada
intensidade de estimulo sonoro. Além disso, a presenca da interacdo tripla citada
anteriormente e a auséncia de interacdo entre a exposi¢do neonatal a fenciclidina e os
outros fatores fez com que as analises seguintes tivessem como enfoque o papel do
tratamento com a olanzapina na resposta de sobressalto. Analisando apenas 0S grupos
que foram tratados com olanzapina na adolescéncia, foi possivel observar um efeito

sexo-dependente do tratamento. Quando o pré-pulso de 70dB precedeu o pulso (Figura
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16B), as fémeas [F(3,41)=4,5; p=0,008] do grupo PCP10-OLZ apresentaram maior
resposta de sobressalto quando comparadas as fémeas de todos 0s outros grupos
tratados com olanzapina. J& quando os pré-pulsos de 75dB e 80dB precederam o pulso
(Figuras 16C e 16D, respectivamente), as fémeas do grupo PCP10-OLZ apresentaram
maior resposta de sobressalto apenas quando comparadas as fémeas dos grupos CT-
OLZ e PCP5-OLZ.

Com relacdo as analises feitas entre os grupos tratados com olanzapina e seus
respectivos pares tratados com salina, ndo foram identificadas diferencas significativas
em nenhuma das comparacOes realizadas para os machos. Em relacdo as fémeas,
somente houve diferenga entre 0s animais tratados ou ndo com a olanzapina no grupo
exposto a menor dose de fenciclidina durante o periodo neonatal. Foi possivel observar
gue em quase todas as intensidades de estimulos sonoros (exceto quando o pulso foi
precedido pelo pré-pulso de 80dB), as fémeas do grupo PCP5-OLZ apresentaram uma
reducdo significativa da resposta de sobressalto em relacdo as fémeas do grupo PCP5
(Figura 16A, 16B e 16C). Vale ressaltar também que, apesar de ndo ter atingido a
significancia estatistica, as fémeas do grupo PCP5 apresentaram um aumento da
resposta de sobressalto quando comparadas as fémeas do grupo CT. Sendo assim, o

tratamento com a olanzapina reduziu esse efeito do PCP5.
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Figura 16 - Resposta de sobressalto aos estimulos sonoros aplicados no teste da
IPP de animais modelados para esquizofrenia e tratados com olanzapina.
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Legenda: A - P; B - PP70+P; C - PP75+P; D - PP80+P.

Animais fémeas e machos controle (CT) ou expostos a PCP (5, 10 ou 20mg/kg) durante o periodo
neonatal e, que em PN50, 30 minutos antes do teste de inibigdo pelo pré-pulso, receberam injecdes
subcutaneas de salina ou olanzapina (OLZ; 2,0mg/kg). Valores representam média +tEPM. @p<0,05,
@@p<0,01, @@@p<0,001 vs. PCP10-OLZ; &p<0,05 PCP5-OLZ vs. PCP5.

Fonte: A autora, 2022.

O terceiro parametro obtido no teste de IPP consistiu ha comparacdo entre as
respostas de sobressalto obtidas durante o pré-teste e durante o pds-teste. Assim como
ocorreu nas outras variaveis, a ANOVA de repeticdo feita entre os grupos Naive e SAL
ndo mostrou diferencas entre eles (Figura 17). Assim, esses animais foram agrupados

em um dnico grupo CT.

Figura 17 - Resposta de sobressalto aos pulsos aplicados nas fases de pré e pos-
teste do teste da IPP de camundongos dos grupos Naive e SAL.
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Animais Naive ndo receberam nenhuma injecdo, mas passaram por todos os procedimentos de
manipulacdo, e animais SAL receberam injecfes subcutaneas de salina durante o periodo neonatal e
em PN50, 30 minutos antes do teste de inibicdo pelo pré-pulso. Valores representam média +EPM.
Fonte: A autora, 2022.

A ANOVA global de repeticdo realizada em seguida mostrou efeito da etapa
[F(1,177)=77,8; p=0,000] e interacdo desse fator com o sexo [F(1,177)=4,35; p=0,038].
O efeito da etapa indica que ha reducdo da resposta de sobressalto do pré para o pos-
teste, ou seja, que ocorreu habituacdo. O efeito do sexo ocorreu porque machos (Figura
18B) tiveram respostas de sobressalto mais intensas que fémeas (Figura 18A). Como
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ndo houve interacdo da etapa com a exposi¢cdo neonatal a fenciclidina e nem com o

tratamento com a olanzapina, ambos os fatores ndo influenciaram nesse processo.

Figura 18 - Resposta de sobressalto aos pulsos aplicados nas fases de pré e pos-
teste do teste da IPP de animais modelados para esquizofrenia e tratados com

olanzapina.
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Legenda: A — fémeas; B — machos.

Camundongos controle (CT) ou expostos a PCP (5, 10 ou 20mg/kg) durante o periodo neonatal e que,
em PN50, 30 minutos antes do teste de inibicdo pelo pré-pulso, receberam inje¢des subcutaneas de
salina ou olanzapina (OLZ; 2,0mg/kg). Valores representam média +EPM.

Fonte: A autora, 2022.

3.4 Western Blotting

Por meio da técnica de Western Blotting, as proteinas NR1 e PSD-95 presentes
nas regides do CF e do HP de animais na idade de PN30 foram quantificadas. No CF, a
ANOVA global mostrou efeito proximo a significancia da exposicdo neonatal a
fenciclidina [F(3,39)=2,7; p=0,062] e efeito significativo do sexo [F(1,39)=8,6;
p=0,006] na expressdo do NR1. Considerando-se este cenario, juntamente aos efeitos
sexo-dependentes identificados na anélise das variaveis comportamentais, na analise
subsequente, avaliamos separadamente machos e fémeas.

Verificamos que os animais machos [Exposi¢do neonatal: F(3,20)=3,9; p=0,025]
dos grupos PCP5 e PCP10 apresentaram diminuicdo da expressdo do NR1 em
comparacdo aos animais do grupo CT (Figura 19). As analises da PSD-95 no CF, assim
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como as andlises dessa proteina e do NR1 no HP ndo mostraram alteracdes

significativas entre os grupos (Figura 20).

Figura 19 - Percentual de densidade da subunidade NR1 do receptor NMDA no
CF de animais modelados para esquizofrenia.
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Animais machos e fémeas controle (CT) ou expostos a PCP (5, 10 ou 20mg/kg) durante o periodo
neonatal. Densidade da proteina NR1 corrigida pela densidade da proteina B-actina. Valores
representam média £EPM. *p<0,05, **p<0,01 vs. CT.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 20 - Percentual de densidade da subunidade NR1 do receptor NMDA no HP e da
proteina PSD-95 no CF e no HP de animais modelados para esquizofrenia.
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Legenda: A — proteina NR1 no hipocampo; B — proteina PSD-95 no cértex frontal; C — proteina PSD-

95 no hipocampo.

Animais machos e fémeas controle (CT) ou expostos a PCP (5, 10 ou 20mg/kg) durante o periodo
neonatal. Densidade das proteinas NR1 e PSD-95 corrigidas pela densidade da proteina B-actina.
Valores representam média tEPM.

Fonte: A autora, 2022.
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4 DISCUSSAO

A esquizofrenia é considerada uma desordem do neurodesenvolvimento
(WEINBERGER, 1987). Estudos com humanos mostram que a ocorréncia de
perturbacdes durante o periodo perinatal estdo associadas ao aumento do risco de se
desenvolver essa doenca (MURRAY et al., 2017; JAARO-PELED; SAWA, 2020).
Consistente com essa ideia, estudos pré-clinicos mostram que intervencdes feitas nesse
periodo sdo capazes de provocar diversas alteracdes comportamentais e neuroquimicas
sabidamente  relacionadas &  esquizofrenia (RATAJCZAK; WOZNIAK;
NOWAKOWSKA, 2013).

O modelo utilizado no presente trabalho para a inducdo da esquizofrenia foi a
exposicao a fenciclidina no periodo neonatal (LIU et al., 2011; OKAMOTO et al., 2012;
AMANI et al.,, 2013; GRAYSON et al., 2015). A fenciclidina é um antagonista
glutamatérgico ndo competitivo dos receptores NMDA, que impede, portanto, a a¢do do
glutamato nesses receptores comprometendo a atividade do sistema glutamatérgico
durante um periodo critico do desenvolvimento do sistema nervoso de roedores
(DOBBING; SANDS, 1979). Especialmente entre o 7° e 14° dias pds-natais ocorre 0
pico de expressdo de receptores NMDA (GOODLETT; HORN, 2001; GOODLETT;
HORN; ZHOU, 2005; AMANI et al., 2013) e existem fortes evidéncias de que
disfuncGes na sinalizacdo glutamatérgica mediada pelos receptores NMDA durante esse
periodo sensivel sdo criticas para o aumento do risco para esquizofrenia (DU BOIS;
HUANG, 2007; LIM; TAYLOR; MALONE, 2012a).

Além disso, diferencas sexuais em relacdo a prevaléncia, a idade de inicio e aos
sintomas da doenca, além da resposta ao tratamento com antipsicoticos tém sido
observadas em humanos (FRANCESCHINI; FATTORE, 2021). Homens manifestam a
doenca mais cedo, possuem sintomas negativos e cognitivos mais severos e apresentam
pior resposta ao tratamento quando comparados as mulheres (GOGOS et al., 2019).
Apesar das diferencas serem mais desfavoraveis aos pacientes do sexo masculino, a
doenca é grave em ambos 0s sexos. Assim, a énfase dos estudos experimentais em
machos dificulta o entendimento dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da
esquizofrenia e o desenvolvimento de tratamentos mais eficientes e com menos efeitos
adversos.

No presente trabalho investigamos os efeitos comportamentais induzidos pela

administracdo neonatal & fenciclidina em camundongos adolescentes de ambos 0s sexos
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e a possivel reversdo das alteragdes comportamentais associadas a esquizofrenia pelo
antipsicatico atipico olanzapina. Além disso, considerando i) o envolvimento do sistema
glutamatérgico na fisiopatologia desse transtorno; ii) o dimorfismo sexual desse
sistema; e iii) visando o melhor entendimento dos mecanismos moleculares associados a
inducdo das alteracfes comportamentais semelhantes a esquizofrenia pelo modelo de
exposicao neonatal a fenciclidina, avaliamos também a expressdo da subunidade NR1
do receptor NMDA e da proteina PSD-95 no periodo equivalente ao inicio da
adolescéncia.

Em relacdo aos resultados dos testes comportamentais realizados neste estudo,
de modo geral, observamos que a exposi¢do neonatal a fenciclidina provocou alteragdes
sexo-dependentes. No teste do campo aberto, observamos que machos se mostraram
mais sensiveis ao efeito hipolocomotor induzido pela exposi¢do neonatal a fenciclidina.
Similarmente, identificamos prejuizos na interacdo social e no filtro sensorio-motor
apenas em machos. O tratamento com a olanzapina ndo foi capaz de reverter nenhuma
das alteracbes comportamentais provocadas pela exposi¢cdo neonatal a fenciclidina.
Contudo, no teste de inibicdo pelo pré-pulso a exposicdo a olanzapina em fémeas do
grupo CT provocou melhora do %IPP. Interessantemente, observamos também que a
administracdo de olanzapina em animais modelados para esquizofrenia intensificou os
efeitos da exposicdo neonatal a fenciclidina, como identificado no campo aberto e
induziu a expressdo do dano ao comportamento em casos de alteragdes subclinicas,
como na interacdo social. Consistente com os dados obtidos nas avaliacdes
comportamentais, os resultados obtidos na técnica de Western Blotting mostraram uma
diminuicdo sexo-dependente da densidade proteina NR1 no cortex pré-frontal. Esses
resultados sugerem que a exposicao a fenciclidina no periodo neonatal pode ser usada
para modelar as diferencas sexo-dependentes identificadas em pacientes com SCHZ. A
ineficacia do protocolo usado para administracdo de olanzapina sugere ainda a
necessidade de mais estudos com o objetivo de investigar a eficacia de tratamentos

farmacoldgicos para esquizofrenia na adolescéncia.
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4.1 Efeitos sexo-dependentes do modelo de exposicdo neonatal a fenciclidina no

comportamento associado a esquizofrenia

Como dito anteriormente, estudos com humanos mostraram que diferencas
sexuais no sistema de neurotrasmissdo glutamatérgico podem estar envolvidas na
fisiopatologia da esquizofrenia. Mulheres com essa desordem mental apresentam
suprarregulacdo da glutamina sintetase, enzima envolvida na degradagdo do glutamato,
em comparacdo com homens que também manifestam o transtorno (MARTINS-DE-
SOUZA et al., 2010). Adicionalmente, mulheres com essa doenca apresentam maior
densidade de receptores NMDA em relagdo aos homens com esquizofrenia (WICKENS;
BANGASSER; BRIAND, 2018). Os horménios femininos parecem ser responsaveis
por esse aumento do tdnus glutamatérgico, pois ha relatos de que o estrogénio induz o
aumento do numero de receptores NMDA e AMPA (BARTH; VILLRINGER;
SACHER, 2015) e aumenta a probabilidade de liberacdo do glutamato em fémeas
(SMEJKALOVA; WOOLLEY, 2010). Além disso, existem outros mecanismos pelos
quais os hormoénios femininos exercem papel neuroprotetor. O estrogénio mostrou ser
capaz de inibir a morte neuronal, aumentar a plasticidade sinaptica e facilitar
comunicacdo neuronal (RIECHER-ROSSLER; BUTLER; KULKARNI, 2018). Esses
fatores podem explicar por que a esquizofrenia € mais severa em homens do que em
mulheres em idade reprodutiva.

Os dados obtidos no presente estudo mostraram que o modelo de exposicdo
neonatal a fenciclidina permite explorar essas diferencas entre 0s sexos na
esquizofrenia, pois os machos adolescentes se mostraram mais sensiveis as alteracdes

provocadas pela fenciclidina.

4.2 Atividade locomotora

A hiperatividade locomotora observada em modelos animais tem sido
relacionada aos sintomas positivos da esquizofrenia em humanos (SAMS-DODD,
1998). O desequilibrio dopaminérgico no estriado esta fortemente associado aos
sintomas positivos desse transtorno mental. Similarmente, alteracbes na locomogéo
refletem alteragdes dopaminérgicas subcorticais (KESBY et al., 2018). Assim,
alteracdes na locomocéo sdo usadas como um indicador de disfun¢des neurobioldgicas

semelhantes aquelas identificadas em individuos com esquizofrenia.
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Em nosso estudo observamos a reducédo da atividade locomotora provocada pela
exposicao neonatal a fenciclidina, o que ndo é corroborado por estudos anteriores com
esse modelo (WANG et al.,, 2001; SIRCAR; SOLIMAN, 2003; ANASTASIO;
JOHNSON, 2008; ANASTASIO et al., 2009; NAKATANI-PAWLAK et al., 2009;
BOCTOR; FERGUSON, 2010; ZHANG et al., 2012; AMANI et al., 2013; GASKIN;
ALEXANDER; FONE, 2014; RODRIGUEZ et al., 2017; MOGHADAM et al., 2021).
Um dos motivos que podem explicar essa inconsisténcia, € que a hiperatividade
observada nesses estudos foi provocada por um desafio com PCP antes do teste do CA.
Assim, as condicbes em que a hiperatividade, descrita em outros trabalhos que
utilizaram o modelo de exposicdo neonatal a fenciclidina, foi manifestada é diferente
das condigdes de avaliacdo do nosso trabalho, no qual avaliamos atividade locomotora
espontanea.

Embora seja, de fato, incomum a descri¢do de reducdo da atividade locomotora
em modelos de esquizofrenia, alguns trabalhos também encontraram a expressao de
hipolocomocdo espontdnea. Nesse sentido, laccarino et al. (2013) utilizou a
administracdo neonatal de quinurenina, um produto do metabolismo do triptofano e que
atua como antagonista de receptor NMDA, como modelo de esquizofrenia. Os autores
observaram reducdo dos cruzamentos entre camaras, parametro utilizado pelo grupo
para avaliar a atividade, em ratos adultos. Interessantemente, esse efeito é dependente
da idade em que ocorre a exposicdo ao acido quinurénico, uma vez que quando este é
administrado em animais adolescentes ou adultos o efeito hipolocomotor ndo €
observado. Esses dados reforcam a ideia de que a atividade dos receptores NMDA
durante o periodo pos-natal recente é crucial para o desenvolvimento adequado de
circuitarias neurais que estdo implicadas na esquizofrenia. Em outro estudo
desenvolvido por Latysheva & Rayevsky (2003), a exposicdo ao MK-801, um
antagonista de receptor NMDA, durante o neurodesenvolvimento pds-natal resultou em
hipolocomocgéo espontadnea em ratos juvenis. Contudo, em condigdo de desafio com
MK-801 os animais modelados para a esquizofrenia apresentaram hiperatividade
locomotora em comparagao ao grupo controle. Similarmente, animais modelados para a
esquizofrenia através da ativacdo do sistema imune materno com lipopolissacarideo
(HARVEY; BOKSA, 2014) ou Poly I:C (VAN DEN EYNDE et al., 2014) apresentaram
reducdo da atividade locomotora espontanea tardiamente. Juntos esses dados indicam
que a hipolocomoc¢édo espontanea pode ser de fato uma caracteristica dos modelos de

neurodesenvolvimento da esquizofrenia.
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Existem evidéncias de que a agitacdo psicomotora esteja associada com
episodios de psicose (KINON et al., 2001), tanto que a expressdo de hiperatividade
locomotora é largamente utilizada como pardmetro comportamental associado aos
sintomas positivos. No entanto, as alteragdes motoras na esquizofrenia se caracterizam
por um estado dinamico que envolve periodos de agitacdo e desaceleracdo psicomotora
(SANO et al., 2012), refletindo, portanto, condi¢bes neurobioldgicas diferentes. Apesar
de ndo receber tanta atencdo, a reducdo psicomotora € um sintoma caracteristico da
esquizofrenia reconhecido desde o inicio do estudo desse transtorno por Bleuer e
Kraepelin e ocorre independentemente do uso de antipsicéticos (MORRENS;
HULSTIJN; SABBE, 2007).

Nesse sentido, Farrow et al. (2005) mostrou correlacdo entre menor atividade
motora espontanea e reducdo de massa no cortex cingulado anterior, uma regido
envolvida com comportamentos direcionados a objetivos, indicando uma associacao da
hipoatividade com sintomas negativos da esquizofrenia. Essa ideia foi corroborada por
Bervoets et al. (2014), que mostrou associagdo positiva entre a sintomatologia negativa
do transtorno e a iniciacdo de movimentos, particularmente relacionada a volicao.

Assim, considerando que avaliamos a atividade locomotora espontanea, é
possivel que tenhamos observado a expressdao de uma alteracdo comportamental
associada aos sintomas negativos da esquizofrenia. Assim, nossos dados sugerem que 0
modelo de exposicdo neonatal a fenciclidina mimetiza o curso natural do transtorno,
uma vez que durante a adolescéncia tipicamente ainda ndo sao manifestados os sintomas

positivos, refor¢ando a validade de face do modelo.

4.3 Interacao social

Déficits na interacdo social fazem parte dos sintomas negativos da esquizofrenia
(KAHN et al., 2015). Essa classe de sintomas é responsavel por grande parte dos
prejuizos sociais causados por essa desordem mental e estdo presentes antes do
primeiro evento psicético (OWEN; SAWA; MORTENSEN, 2016). Além disso, 0s
medicamentos existentes sdo pouco eficazes em trata-los (EGERTON et al., 2020).
Sendo assim, a existéncia de modelos animais que mimetizem esses sintomas e
possibilitem estudar os mecanismos neurobiologicos envolvidos neles € de extrema

importancia.



61

No presente estudo, apenas animais machos expostos a fenciclidina nas doses de
5 e 20mg/Kg apresentaram déficits na interacdo social durante a adolescéncia. Outros
dois estudos avaliaram os efeitos provocados pelo modelo de exposicdo neonatal a
fenciclidina na interacdo social, no entanto, os testes foram feitos com animais adultos.
(NAKATANI-PAWLAK et al., 2009) observou déficits em machos expostos a dose de
10mg/Kg. J& no trabalho de (DU BOIS; HUANG; DENG, 2008), fémeas expostas a
essa mesma dose de fenciclidina ndo apresentaram déficits na interacéo social.

Estudos com outros modelos de esquizofrenia com énfase no
neurodesenvolvimento tém investigado essas alteracbes no final da adolescéncia.
Apesar de muitos deles utilizarem apenas animais machos (BLAS-VALDIVIA et al.,
2009; LI et al., 2016; BATOR et al., 2018; HERNANDEZ-FRAUSTO; LOPEZ-
RUBALCAVA; GALVAN, 2019; SALMANI et al., 2022), um estudo recente que
avaliou a interacdo social tanto em fémeas quanto em machos na idade de PN45
constatou déficits nesse parametro apenas em animais machos (VOJTECHOVA et al.,
2021), o que corrobora os resultados obtidos no presente estudo.

As observacdes citadas anteriormente também corroboram os dados encontrados
em estudos que investigaram os sintomas negativos na fase prodrémica da esquizofrenia
em humanos. Homens apresentam sintomas negativos de forma mais frequente e
acentuada do que as mulheres (CORCORAN et al., 2011; RIETSCHEL et al., 2017),
além de maior nivel de prejuizos no funcionamento social (WALDER et al., 2013;
RIETSCHEL et al., 2017).

4.4 Inibicéo pelo pré-pulso

A inibicdo pelo pré-pulso (IPP) consiste em uma diminuicdo do reflexo de
sobressalto a um estimulo forte (pulso) e inesperado quando este é precedido por um
estimulo fraco (pré-pulso) (WU et al., 2018). O reflexo de sobressalto ocorre quando o
individuo é exposto a um estimulo sensorial intenso e inesperado e funciona como
protecdo a possiveis ameacas (WU et al., 2018).

A IPP funciona como uma medida da integridade do filtro sensério-motor, pois
enquanto o pré-pulso esta sendo processado, ocorre menor mobilizacdo de
processamento para outros estimulos. Isso faz com que a atencdo seja direcionada a um

estimulo por vez, protegendo o sistema de uma sobrecarga de estimulos sensoriais
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(BRAFF; GEYER; SWERDLOW, 2001). Individuos com esquizofrenia apresentam
déficits na IPP (BRAFF; GEYER; SWERDLOW, 2001), o que tem sido relacionado a
desorganizacdo do pensamento e a distratibilidade (TURETSKY et al., 2007).

A IPP pode ser observada em humanos, primatas ndo-humanos e roedores, pode
ser modulada genética e farmacologicamente e é relativamente simples de medir
(GEYER; DULAWA, 2003). Sendo assim, tem sido amplamente utilizada em estudos
com modelos animais de esquizofrenia (AMANN et al., 2010).

No presente estudo observamos que quando o pré-pulso de 70db precedeu o
pulso, houve um efeito sexo-dependente da exposicdo neonatal a fenciclidina, pois
somente camundongos machos expostos a maior dose apresentaram déficits na IPP
quando comparados aos machos do grupo CT. Quando o pré-pulso de 80db precedeu o
pulso, novamente animais expostos a maior dose de fenciclidina apresentaram reducao
do %IPP, contudo, tanto machos quanto fémeas foram afetados. Assim, nossos dados
mostraram que o modelo utilizado foi eficiente em induzir déficits na IPP, e que os
machos sdo mais sensiveis & a¢do da fenciclidina, uma vez que apresentaram prejuizos
jano pré-pulso de menor intensidade.

Estudos que utilizaram o modelo de exposicdo neonatal a fenciclidina e
avaliaram a IPP em adultos, identificaram prejuizos na integridade do filtro sensério-
motor induzido por esse modelo, contudo, em sua maioria, somente machos foram
analisados (GASKIN; ALEXANDER; FONE, 2014; RODRIGUEZ et al., 2017).
Assim, mais estudos sdo necessarios para verificar se nosso resultado de maior dano em
machos € persistente ou se fémeas tém agravamento dos sintomas mais tardiamente.
Interessantemente, estudos que avaliaram a IPP em animais pré-puberes, ou nao
identificaram déficits (BOCTOR; FERGUSON, 2009), ou identificaram em ambos os
sexos (WANG et al., 2003; ANASTASIO; JOHNSON, 2008; KIAERBY et al., 2013).
Esses dados sugerem que a expressdo dos efeitos sexo-dependentes identificados no
presente estudo, depende de mudancgas hormonais caracteristicas da adolescéncia.

Assim, 0s prejuizos na IPP em machos do modelo de exposi¢do neonatal a
fenciclidina utilizado no presente estudo ja eram esperados e sdo consistentes com
outros dados da literatura. Em relacdo as fémeas, é possivel que tenhamos identificado
menor sensibilidade desse sexo aos efeitos deletérios do modelo devido a influéncia dos
horménios sexuais femininos, o que reforca a hipdtese que estes hormonios podem

exercer papel neuroprotetor sobre os sintomas da esquizofrenia.
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O estudo de van den Buuse et al. (2017) mostrou que o MK-801 provocou
diminuicdo na IPP tanto em machos intactos quanto em machos gonadectomizados, mas
sO foi capaz de provocar diminuicdo na IPP em fémeas ap0s estas serem
ovariectomizadas. Adicionalmente, o estudo de Gogos et al. (2012) mostrou que o
tratamento com estradiol em fémeas ovariectomizadas foi capaz de reverter a
diminuicdo da IPP provocada pelo MK-801. Corroborando esses dados, Célia Moreira
Borella et al. (2016) observou que a variagéo do estradiol no decorrer do ciclo estral
influencia a expressdo da IPP na idade adulta em fémeas expostas a cetamina no periodo
neonatal. Quando o teste ocorreu no proestro, fase do ciclo em que os niveis de estradiol
se encontram mais altos, fémeas expostas a cetamina apresentaram maior %IPP quando
comparadas aquelas testadas no diestro, quando os niveis de estradiol estdo mais baixos.
Associado a isso, fémeas do grupo cetamina durante o diestro apresentaram desbalango
oxidativo no hipocampo. De acordo com Behl (2002), o estradiol apresenta
propriedades antioxidantes e estas seriam uma das formas pelas quais esse horménio
atua como neuroprotetor.

Observacdes feitas em dois estudos que investigaram a IPP em humanos na fase
prodromica da esquizofrenia mostraram que déficits nesse mecanismo estdo presentes
de forma marcante tanto em homens quanto em mulheres (QUEDNOW et al., 2008;
ZIERMANS et al., 2012). No entanto, esses estudos utilizaram apenas uma intensidade
de pré-pulso e esta foi mais alta que a maior intensidade de pré-pulso utilizada em nosso
trabalho, de modo que ndo podemos descartar que homens sejam mais sensiveis aos
prejuizos na IPP durante a fase prodrémica. Assim, mais estudos se fazem necessarios
para entender as diferencas sexuais durante essa fase da esquizofrenia, principalmente
que utilizem diferentes intensidades de pré-pulso para possibilitar uma avaliacdo mais

minuciosa da funcionalidade do filtro sensério-motor.

4.5 Tratamento com olanzapina

No presente estudo, o tratamento com olanzapina feito 30 minutos antes do
inicio de cada teste comportamental ndo foi capaz de reverter os déficits na IPP
observados em machos, assim como também n&o reverteu o prejuizo causado pelo

modelo de esquizofrenia na interagdo social. Além disso, causou diminuicdo na
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atividade locomotora per se e acentuou a hipoatividade provocada pela exposicéo
neonatal a fenciclidina nos animais de ambos 0s sexos.

Existem poucos trabalhos na literatura avaliando a eficicia do antipsicotico
olanzapina no modelo de exposicdo neonatal a fenciclidina. Nos trabalhos de Wang et
al. (2001) e Anastasio & Johnson (2008), a administracdo de olanzapina (2 mg/Kg e
1mg/Kg, respectivamente) 30 minutos antes da exposicdo a fenciclidina em PN7, 9 e 11
foi capaz de prevenir a expressao da hiperlocomogdo e dos deficits na IPP durante a
adolescéncia. E possivel observar que neste estudo, a administracdo da olanzapina
ocorreu no mesmo periodo do insulto, o que pode explicar a inconsisténcia desses
achados com os do presente trabalho.

O antipsicético atipico clozapina também provocou hipolocomoc¢do em estudos
utilizando outros modelos do neurodesenvolvimento, tanto em animais machos
(RUETER et al., 2004; LIM; TAYLOR; MALONE, 2012b; PINAR et al., 2015) quanto
em animais fémeas (PEN; JAY; KREBS, 2011) adultos. Além de acentuar a
hipolocomocédo provocada pela exposi¢do neonatal ao MK-801 (PINAR et al., 2015).
Alguns desses estudos atribuem a hipolocomocéo observada um possivel efeito sedativo
da clozapina nos animais. Esse efeito também ocorre em humanos que utilizam
antipsicoticos e estaria principalmente atrelado a inibicdo dos receptores H1
histaminérgicos (KAAR et al., 2020). De acordo com Kaar et al. (2020), os
antipsicoticos atipicos clozapina e olanzapina estdo entre 0s que apresentam maior
afinidade por esses receptores (KAAR et al., 2020). Nesse sentido, embora existam
poucos trabalhos com o modelo exposicdo neonatal a fenciclidina, a olanzapina é um
antipsicético atipico bastante utilizado em estudos pré-clinicos. Em dose semelhante a
utilizada no presente trabalho, ja foi demonstrado que a olanzapina reverte a
hiperlocomocdo induzida pela PCP em animais adultos (GLEASON; SHANNON,
1997), indicando um efeito hipolocomotor produzido por esta droga.

Com relagdo a interacdo social, o trabalho de Nakatani-Pawlak et al. (2009)
avaliou o efeito da clozapina sobre os déficits provocados pela exposi¢cdo neonatal a
fenciclidina em machos adultos. O tratamento ocorreu 2h antes do teste e foram
utilizadas 3 doses: 0,3, 1 ou 3 mg/Kg. Todas as doses foram eficazes em mitigar 0s
déficits na IS provocados pela exposicdo neonatal a fenciclidina, ao contrario do
observado no presente estudo utilizando a olanzapina. Rajagopal et al. (2022) observou
reversdao do déficit de interacdo social provocado por um modelo de administracdo

subcrénica de PCP em animais adultos pela olanzapina. De forma semelhante, Hida et
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al. (2015) também observou melhora de prejuizo na memoria visuo-espacial de
camundongos modelados para a esquizofrenia com PCP subcronica através da
administracdo de olanzapina (1 e 3mg/Kg). Assim, um ponto importante a ser discutido
é a dose utilizada em nosso trabalho. Diante dos dados descritos acima, a dose que
utilizamos nos testes de CA e de IS foi de 0,25mg/Kg. Essa dose parece ser suficiente
para causar reducdo da locomocdo, mas ndo para exercer efeitos sobre a interacdo
social, associada aos sintomas negativos.

De forma, semelhante, a administracdo de olanzapina nas doses de 2,5 mg/Kg
(FEJGIN et al., 2007) ou de 2,0 mg/Kg (LI; HE; VOLF, 2011) em ratos machos
modelados para esquizofrenia pela exposicdo a fenciclidina nao foi capaz de reverter
déficits na IPP. Interessantemente, Bakshi & Geyer (1995), usando ratos machos e
doses de 1,25; 2,5; 5 ou 10 mg/kg de olanzapina observou que esta foi eficaz em
reverter os déficits na IPP induzidos pela administracdo de PCP apenas nas doses de 5 e
10mg/Kg. Sendo assim, esses dados reforcam a ideia de que os sintomas negativos e 0s
prejuizos no filtro sensoério-motor necessitam de doses maiores de antipsicoticos para
serem mitigados.

Uma vez que a maioria dos estudos que usaram antipsicoticos atipicos em
modelos animais de esquizofrenia avaliou o impacto das drogas na idade adulta, estudos
futuros comparando adolescentes e adultos também sdo importantes par avaliar sua

eficacia sobre os sintomas modelados.

4.6 Proteinas NR1 e PSD-95 no Cortex Frontal e no Hipocampo

As proteinas NR1 e PSD-95 estdo intimamente ligadas a neurotransmissao
glutamatérgica. A NR1 é uma subunidade obrigatéria dos receptores NMDA, sendo
indispensavel para o seu funcionamento (TENDILLA-BELTRAN et al., 2021). A PSD-
95 atua na ancoragem, no posicionamento e na comunicagdo dos receptores
glutamatérgicos com outras proteinas intracelulares (COLEY; GAO, 2018).

Com base nas hipbteses do neurodesenvolvimento e glutamatérgica desse
transtorno, espera-se que o bloqueio dos receptores NMDA no periodo neonatal
provoque alteracdes na expressdo dessas proteinas em regides sabidamente envolvidas

com a esquizofrenia: CF e o HP. Avaliamos a expressdo dessas proteinas em PN30,
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idade equivalente ao inicio da adolescéncia em camundongos, com o intuito de
investigar possiveis alteracdes em estagios iniciais do curso fisiopatoldgico da doenca.

O CF esta envolvido em fungdes cognitivas como memoria de trabalho, atengdo
e tomada de decisdo, além de processos emocionais como emocdo, afeto e
comportamento social (SAKURAI et al., 2015). Como estes parametros encontram-se
prejudicados na esquizofrenia, muitos estudos tém investigado alterages no cortex pré-
frontal (CPF) de individuos com essa desordem mental (ZHOU et al., 2015). Estes
observaram uma perda significativa da substancia cinzenta nessa regido (SELEMON;
ZECEVIC, 2015), que estaria relacionada as disfuncdes nas conexdes dentro do proprio
CPF e deste com outras areas do sistema nervoso central (GAO et al., 2022). Como
citado anteriormente disfungdes glutamatérgicas que ocorrem no CPF provocam tanto
direta quanto indiretamente desbalanco nas vias dopaminérgicas mesocortical e
mesolimbica, estando envolvido em grande parte dos sintomas da esquizofrenia.

AlteracBes no HP, regido envolvida em processos cognitivos como memoria
espacial, memdria episddica e memoria de curto e longo prazo, também estdo presentes
na esquizofrenia. Estas incluem reducdo do volume, conexdo disfuncional com outras
partes do sistema nervoso central e alteracbes nos niveis de proteinas sinapticas
(WEGRZYN; JUCKEL; FAISSNER, 2022). Interessantemente, a reducdo do volume
hipocampal pode ser observada inclusive em individuos na fase prodrémica da
esquizofrenia (HARRISBERGER et al., 2016).

No presente estudo foi observada somente diminuicdo significativa da expressao
da proteina NR1 no CF de animais machos expostos a 5 ou 10mg/Kg de fenciclidina.
Esse resultado ndo corrobora os obtidos em outro estudo que utilizou 0 mesmo modelo
e investigou a expressdo das proteinas PSD-95 e NR1 no CF e no HP de animais
machos na idade de PN35 (DU BOIS; NEWELL; HUANG, 2012). Neste foi observado
aumento dos niveis das duas proteinas no HP e aumento dos niveis da PSD-95 no CF de
animais expostos a dose de 10mg/Kg de fenciclidina.

Estudos com modelos genéticos em que os animais apresentavam diminuigéo da
expressdo da proteina NR1 durante todo o desenvolvimento observaram diminui¢do na
interacdo social (DUNCAN et al., 2004; HALENE et al., 2009; BARKUS et al., 2012) e
na IPP (DUNCAN et al., 2004) na idade adulta. Além disso, no trabalho de Belforte et
al. (2010), que investigou 0 impacto da reducdo da expressao do NR1 no periodo pos-
natal e especificamente nas regides do CF e do HP, também foi possivel observar

diminuicdo na IPP. Esses achados corroboram os dados obtidos no presente estudo, ja
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que animais machos expostos a fenciclidina no periodo neonatal apresentaram
diminuicdo da expressdo do NR1 no CF e déficits na interacdo social e na IPP. Vale
ressaltar também que essas alteracdes foram observadas durante a adolescéncia,
mostrando que o modelo utilizado no presente estudo explora bem a hipotese de que a
esquizofrenia é uma desordem do neurodesenvolvimento.

Apesar de aceito o envolvimento do sistema glutamatérgico na fisiopatologia da
esquizofrenia, estudos post-mortem com cérebros humanos que avaliaram a expressao
do NR1 mostraram resultados divergentes. Alguns estudos observaram diminuicdo da
expressao dessa proteina no cortex de individuos com esquizofrenia (TOYOOKA et al.,
2002; ERRICO et al.,, 2013; WEICKERT et al.,, 2013), enquanto outros n&o
encontraram alteracOes significativas (KRISTIANSEN et al., 2006; HENSON et al.,
2008). Com relacdo a PSD-95, ndo foram encontradas diferencas significativas na
expressao dessa proteina no cortex de individuos com esquizofrenia (TOYOOKA et al.,
2002; HAHN et al., 2006; KRISTIANSEN et al., 2006, 2010). Estudos que avaliaram a
expressdo dessas proteinas no HP de individuos com esquizofrenia também n&o
encontraram alteracGes significativas (TOYOOKA et al.,, 2002; THOMPSON;
EGBUFOAMA; VAWTER, 2003). Apesar de estudos em pacientes serem sujeitos a
fatores de confusdo, esses dados sugerem que outras proteinas potencialmente
envolvidas com essa desordem mental devem ser investigadas em modelos animais, 0

gue pode contribuir para o0 melhor entendimento da sua fisiopatologia.
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CONCLUSOES

a) O modelo de exposi¢cdo neonatal a fenciclidina foi capaz de causar alteragoes
sexo-dependentes durante a adolescéncia, com destaque para o0 prejuizo na
interacdo social em machos, que é semelhante ao que ocorre em humanos na
fase prodromica da esquizofrenia;

b) O tratamento com a olanzapina ndo foi capaz de reverter essas alteracdes, além
de tornar evidentes prejuizos na interacdo social e na IPP em animais expostos a
fenciclidina no periodo neonatal;

¢) O modelo de exposicdo neonatal a fenciclidina foi capaz de causar alteracao

sexo-dependente na expressao da proteina NR1 no CF.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Dependéncia a nicotina e esquizofrenia: o
que ha por tras dessa associagao? busca pelos mecanismos biolégicos", registrada com
o n° 033/2018, sob a responsabilidade de Yael de Abreu Villaga - que envolve a produgéao,
manutencao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE
ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da
UERJ, em reunido de 24/05/2018.

Finalidade () Ensino ( X)) Pesquisa Cientifica
Vigencia da autorizagao 24/05/2022
Validade estendida: 24/05/2024
Espécie/linhagem/raca Camundongo C57BL/6
N° de animais 576
Peso/ldade 03 - 30 g/ 07 — 60 dias
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Origem Biotério setorial
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