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RESUMO

GOMES-MAIA, Julyana. Telmisartana, um bloqueador do receptor AT1, pode mitigar
alteracdes comportamentais associadas a esquizofrenia? 2022. 79 f. Dissertacdo (Mestrado
em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A esquizofrenia (SCHZ) é um transtorno psiquiatrico que atinge aproximadamente 1%
da populagdo mundial. Esse transtorno é constituido pela combinacdo de 3 tipos de sintomas:
positivos, negativos e cognitivos. Embora existam medicamentos para o tratamento desse
transtorno, estes sdo pouco eficazes para controlar os sintomas negativos e cognitivos, além de
proporcionarem muitos efeitos adversos. Considerando isso, muitos estudos apontam que o
Sistema Renina-Angiotensina (SRA) cerebral pode ser um alvo terapéutico promissor. O SRA
cerebral tem como principal peptideo bioativo a angiotensina Il e o seu receptor mais
abundamente expresso no encéfalo é do tipo 1 (AT1), através do qual exerce efeitos
sobre sistemas e processos neurobiologicos envolvidos na fisiopatologia da SCHZ, como por
exemplo sobre os sistemas dopaminérgico e glutamatérgico e a resposta neuroinflamatoria.
Assim, o presente trabalho investigou os efeitos do bloqueio do AT1, através da administracédo
de telmisartana (TEL), sobre as alteracGes comportamentais associadas a SCHZ induzidas por
um modelo farmacologico, obtido através da administracdo de fenciclidina (PCP), um
antagonista de receptor NMDA. Para isso, utilizamos camundongos de ambos os sexos da cepa
C57BL/6 que dos dias de vida pds-natal (PN) 60 a 70, diariamente receberam uma injecédo de
TEL (0,25 ou 1mg/Kg, ip), ou salinae, apés 30 minutos, receberam uma inje¢do de PCP
(2,5mg/kg, PN60-69; 10mg/Kg em PN70) ou salina. Os grupos experimentais formados foram:
CT, PCP, PCP-Tel0.25 e PCP-Tell. A partir do PN63, 10 minutos apds a Ultima injecdo, 0s
animais foram submetidos a testes comportamentais: Campo Aberto para verificar a expressdo
de hiperatividade locomotora associada aos sintomas positivos e habituagdo, um indicador de
memoria ndo-associativa (PN63-65); Reconhecimento de Objetos, o qual avalia a memdria
declarativa (PN66); Labirinto em T, tarefa capaz de analisar a meméria operacional (PN67);
Esquiva Passiva, 0 qual analisa a memoria e aprendizagem por meio do condicionamento pelo
medo (PN68-69); por fim, Inibicdo pelo Pré-Pulso (PPI), uma medida do filtro sensério-motor
(PN70), todos estes prejudicados em pacientes com SCHZ. Os 3 grupos expostos a fenciclidina
apresentaram hiperatividade em comparagdo ao grupo CT nos 3 dias de teste do CA. No
entanto, a administracdo repetida da telmisartana promoveu reducdo da atividade locomotora,
de modo que no 3° dia, o grupo PCP-Tell foi significativamente diferente do grupo PCP. Os
grupos CT e PCP-Tell apresentaram reducdo progressiva da atividade locomotora ao longo dos
dias de teste, 0 que indica habituacdo a arena. Assim, administracdo repetida de telmisartana é
capaz de mitigar a hiperatividade induzida pela fenciclidina e de reverter prejuizo na
memdria/aprendizado ndo-associativo. Ndo foram identificados danos cognitivos nos testes de
Reconhecimento de Objetos e Esquiva Passiva. No Labirinto em T, os grupos PCP-Tel0.25 e
PCP-Tell apresentaram prejuizo na memoria de trabalho em relagéo aos grupos CT e PCP. No
PPI, as duas doses de telmisartana ndo foram capazes de reverter o prejuizo cognitivo induzido
pela PCP. Juntos, nossos dados indicam que os efeitos datelmisartana em alteracGes
comportamentais associadas & SCHZ variam dependendo da funcdo analisada. Assim, mais
estudos se fazem necessarios para entender a participacdo do SRA e a curva dose-resposta
da telmisartana na SCHZ.

Palavras-chave: esquizofrenia; sistema renina-angiotensina cerebral; atividade locomotora;

memoria; inibicdo pelo pré-pulso.



ABSTRACT

GOMES-MAIA, Julyana. Telmisartan, an AT1 receptor blocker, may mitigate behavioral
alterations associated with schizophrenia? 2022. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias)
— Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2022.

Schizophrenia (SCHZ) is a psychiatric disorder that affects approximately 1% of the
world population. This disorder is constituted by the combination of 3 types of symptoms:
positive, negative and cognitive. Although antipsychotics treat this disorder, they are not
effective in controlling negative and cognitive symptoms, in addition to cause significant
adverse effects. Considering these data, many studies point out the brain Renin-Angiotensin
System (RAS) as a promising therapeutic target. The brain RAS has angiotensin Il as its main
bioactive peptide and its most abundantly expressed receptor in the brain is type 1 (AT1),
through which it exerts effects on neurobiological systems and processes involved in the
pathophysiology of SCHZ, such as the dopaminergic and glutamatergic and the
neuroinflammatory response. Thus, the present work investigated the effects of AT1 blockade
through the administration of telmisartan (TEL), on behavioral changes associated with SCHZ
induced by a pharmacological model obtained through the administration of phencyclidine
(PCP), an NMDA receptor antagonist. For this, we used C57BL/6 male and female mice. From
postnatal days (PN) 60 to 70, mice received a daily injections of TEL (0.25 or 1mg/Kg, ip), or
saline and, after 30 minutes, received an injection of PCP (2.5mg/kg, PN60-69; 10mg/kg in
PN70) or saline. The formed experimental groups were: CT, PCP, PCP-Tel0.25 and PCP-Tell.
From PN63 to PN70, 10 minutes after the last injection, the animals were submitted to
behavioral tests: Open Field to verify the expression of locomotor hyperactivity associated with
positive symptoms and habituation, an indicator of non-associative memory (PN63-65); Object
Recognition, which evaluates declarative memory (PN66); T-maze, a task capable of analyzing
working memory (PN67); Passive Avoidance, which analyzes memory and learning through
fear conditioning (PN68-69); and finally, Pre-Pulse Inhibition (PPI), a measure of the
sensorimotor filter (PN70), all of which are impaired in patients with SCHZ. The 3
phencyclidine-exposed groups showed hyperactivity when compared to the CT group on the 3-
day CA test. However, the repeated administration of telmisartan reduced locomotor activity,
so that on the 3rd day, the PCP-Tell group was significantly different from the PCP group. The
CT and PCP-Tell groups showed a progressive reduction in locomotor activity throughout the
test days, which indicates habituation to the arena. Thus, repeated administration of telmisartan
is able to mitigate phencyclidine-induced hyperactivity and reverse memory/non-associative
learning impairment. No cognitive impairment was identified in the Object Recognition and
Passive Avoidance tests. In the T-maze the PCP-Tel0.25 and PCP-Tell groups showed
impairment in working memory when compared to CT and PCP groups. In PPI, both doses of
telmisartan failed to reverse PCP-induced cognitive impairment. Together, our data indicate
that the effects of telmisartan on SCHZ-like behavioral changes vary depending on the
cognitive domain analyzed. Thus, further studies are needed to understand the participation of
the RAS and the dose-response curve of telmisartan in SCHZ.

Keywords: schizophrenia; cerebral renin-angiotensin system; locomotor activity; memory;

prepulse inhibition.
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INTRODUCAO

A esquizofrenia (SCHZ) é uma desordem psiquiatrica multifatorial, severa e cronica a
qual atinge por volta de 1% da populacdo mundial (SAHA et al., 2005). Apesar de existirem
antipsicoticos para o tratamento desse transtorno, estes sdo pouco eficazes no controle de todos
0S seus sintomas, proporcionam muitos efeitos adversos, bem como uma parcela significativa
dos pacientes é refrataria a esses medicamentos (OCCHIEPPO et al., 2022; SHEFFIELD et al.,
2018).

Visando isso uma série de trabalhos recentes aponta que a modulacdo do Sistema
Renino-Angiotensina (SRA) pode ser um alvo terapéutico promissor para SCHZ (OH & FAN,
2019). As evidéncias desses trabalhos apontam que o SRA esta relacionado a SCHZ, uma vez
que: é capaz de modular sistemas que estdo diretamente relacionados as imparidades
neuroquimicas da SCHZ (BROWN et al., 1996; MARCHESE et al., 2016; MARTINEZ-
PINILLA et al., 2015; OH & FAN, 2019); transtornos que apresentam quadros
neuroinflamatérios, como a SCHZ, geram um desequilibrio na expressdo dos receptores do
SRA cerebral a qual o receptor de angiotensina do tipo 1 (AT1) se torna mais expresso
(SAAVEDRA et al., 2011); e, por fim, pacientes com SCHZ apresentam incremento dos niveis
da enzima conversora de angiotensina (ECA) (RIGAT et al., 1990; GADELHA et al., 2015
a,c).

Adicionalmente a este contexto, estudos recentes observaram que o uso de bloqueadores
de receptores de angiotensina promove melhorias tanto comportamentais, quanto
neurogquimicas em transtornos que exibem a neuroinflamacéo, como a SCHZ (ABABEI et al.,
2019; FAN et al., 2017; OCCHIEPPO et al., 2022; VASCONCELOS et al., 2021). Dentre estes
antagonistas, evidéncias apontam que a telmisartana (TEL), medicamento capaz de bloquear o
AT1, desponta como um promissor tratamento para SCHZ (OH & FAN, 2019). Isso é devido
a sua acao anti-inflamatoria mais potente e mais prolongada (NODA etal., 2012; WINCEWICZ
& BRASZCO, 2017). Inclusive, ja foi demonstrado que este medicamento em associagdo aos
antipsicoticos foi eficaz no combate dos sintomas cognitivos de pacientes com SCHZ (FAN et
al., 2017).

Apesar de existirem tais evidéncias, sdo escassas as pesquisas que avaliam o impacto
do SRA e o0s prejuizos da SCHZ em modelo animal. Portanto, considerando a necessidade de

novos tratamentos para este transtorno crénico e que sejam eficazes para todos os sintomas,
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este trabalho busca investigar se o bloqueio do AT1 por meio da TEL seria capaz de reverter as
divergéncias comportamentais do modelo animal de SCHZ via exposi¢do subcronica a
fenciclidina (PCP).
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Esquizofrenia (SCHZ)

A SCHZ é um transtorno psiquiatrico multifatorial, severo e crénico o qual atinge por
volta de 1% da populacdo mundial (SAHA et al., 2005). Embora as primeiras manifestacoes
desta condicdo ocorram desde estagios iniciais da adolescéncia, o seu diagndstico
frequentemente ocorre ao final deste periodo ou durante o inicio da fase adulta (BLACKMAN
& MACGABE, 2020). Por consequéncia, estes individuos tém suas atividades socioeconémicas
e a qualidade de vida significativamente prejudicada (KALACHE et al., 2015). Ademais, a
expectativa de vida destes pacientes € cerca de quinze anos menor, além destes individuos terem
risco para o suicidio cinco vezes maior do que o restante da popula¢do mundial (HIORTH@J
etal., 2017; PALMER et al., 2005).

Existem trés tipos de sintomas relacionados a SCHZ: positivos, negativos e cognitivos
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Os sintomas positivos da SCHZ
compreendem os delirios e as alucina¢fes (ALKAM & NABESHIMA, 2016). Os delirios séo
distor¢des cognitivas as quais geram crencas fixas e indubitaveis, ou seja, ndo sao
desconstruidas mesmo se forem apresentadas evidéncias que deslegitimam estes pensamentos
disfuncionais (CAPLAN et al., 2008; ROSENBERG & CUCCHIARA, 2021). J4 as alucinacdes
sdo outro tipo de sintoma positivo e promovem a percep¢do de estimulos sensoriais mesmo na
auséncia desses. As alucinacdes sdo classificadas de acordo com o sentido que esta distor¢ao
atinge, ou seja, podem ser auditivas, visuais, tateis, olfativas, gustativas (HARE et al., 2018).
Dentre as supracitadas, a alucinacdo mais comum nos pacientes sao as auditivas (ZHAO et al.,
2020; EL ASHRY etal., 2021). Apesar de os medicamentos atuais atuarem de maneira eficiente
no controle dos sintomas positivos na maioria dos pacientes, em uma parte deles este tipo de
alucinacdo é refratario aos antipsicoticos, o que acaba promovendo um maior risco para o
suicidio (GALLETY etal., 2016; ELKIS & BUCKLEY, 2016).

Além da prdpria severidade dos sintomas positivos, estudos recentes apontam que este
tipo de sintoma esta fortemente relacionado aos negativos, havendo possibilidade de um
influenciar no desencadeamento do outro (CARRA et al., 2019; ALMULLA et al., 2021). Os
sintomas negativos sao caracterizados pela avolia, alogia, anedonia, embotamento afetivo, bem

como dificuldades na interacdo social (KIRSCHNER et al., 2017). Estes sintomas sédo altamente
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incapacitantes e afetam a qualidade de vida dos pacientes. Apesar de sua severidade e
relevancia, os medicamentos atuais ainda sdo pouco eficazes para controla-los (BEGUE et al.,
2020).

Desde as primeiras manifestacdes da SCHZ, os sintomas cognitivos estdo presentes na
maioria dos pacientes (KEEFE, 2008). Estes sintomas sdo capazes de comprometer oS
mecanismos atencionais, a memaria operacional e a declarativa, o tempo de processamento de
informacdes, promover disfuncdo executiva, bem como dificultar as interacGes sociais
(CARBON & CORRELL, 2014; DOLCOS et al., 2020). Assim como 0s sintomas negativos,
tais aspectos impedem o paciente de ter uma vida independente para realizar suas atividades
rotineiras, bem como comprometem a capacidade de manter estabilidade econdmica e
relacionamentos (KITCHEN et al., 2012). E importante ressaltar que os antipsicéticos
atualmente disponiveis também ndo sdo capazes de atuar significativamente no seu controle
(SHEFFIELD et al., 2018).

Atualmente, temos duas classes de antipsicoticos para o tratamento da SCHZ: os tipicos
e 0s atipicos. Os antipsicéticos tipicos (ou de primeira geracdo), como haloperidol e
clorpromazina, atuam de maneira eficaz somente sobre 0s sintomas positivos. Ja os atipicos (ou
de segunda geragdo), como clozapina, olanzapina e a risperidona, controlam os positivos,
todavia, agem de forma apenas moderada sobre os sintomas negativos e cognitivos. Além disso,
estas drogas promovem uma série de efeitos colaterais. Os tipicos podem gerar efeitos
extrapiramidais e hiperprolactinemia, enquanto os atipicos aumentam o risco para obesidade,
bem como para sindrome metabdlica (MACKENZIE et al., 2018; REMINGTON et al., 2021).
Outra questdo importante relacionada aos antipsicoticos disponiveis atualmente € que cerca de
30% dos pacientes sdo refratarios a estes tratamentos (OCCHIEPPO et al., 2022). Devido aos
efeitos colaterais, bem como a baixa eficadcia no controle dos sintomas negativos e dos
cognitivos, torna-se fundamental o estudo de novas alternativas terapéuticas que promovam
menores impactos negativos a salde dos pacientes, bem como sejam capazes de agir com
eficacia sobre todos os sintomas da SCHZ (SHEFFIELD et al., 2018).

A etiologia da SCHZ ainda ndo esta definida. Todavia, evidéncias apontam que fatores
genéticos somados & exposicdo a fatores ambientais durante periodos sensiveis do
neurodesenvolvimento podem estar relacionados as causas do transtorno (JAARO-PELED &
SAWA, 2020). Os fatores genéticos envolvidos neste transtorno sdo complexos e ainda nao
estdo totalmente esclarecidos. Todavia, atualmente sabe-se que a SCHZ é hereditaria, tendo
herdabilidade em torno de 70-80%, bem como estudos recentes identificaram multiplos genes
que estdo associados a esta desordem (HILKER et al., 2018; PARDINAS et al., 2018). Ja os
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aspectos ambientais sdo eventos que podem ocorrer no inicio da vida ou tardiamente e sdo
capazes de aumentar o risco do individuo de desenvolver SCHZ (GUERRIN et al., 2021). Estes
fatores podem ser: infeccdes virais (rubéola, toxoplasmose, herpes, dentre outras); diabetes,
desnutricdo, estresse durante a gravidez, complicacbes durante o parto (BROWN, 2011;
SUSSER & ST CLAIR, 2013). Além desses, outros fatores de risco frequentemente mais
tardios incluem: bullying, discriminagéo, traumas durante a infancia, uso de drogas de abuso,
fatores socioeconémicos, isolamento social (BLACKMAN & MACGABE, 2020; GUERRIN
etal., 2021).

1.1.1 Hipdteses para explicar a SCHZ

Embora a etiologia da SCHZ ainda esteja indefinida, existem hipoteses ligadas aos
mecanismos neuroquimicos que visam explicar a fisiopatologia deste transtorno mental. Dentre

estas, as mais aceitas sdo as hipoteses dopaminérgica e glutamatérgica (HYMIE et al., 2018).

1.1.1.1 Hipotese dopaminérgica

A hipdtese dopaminérgica foi estabelecida ap6s evidéncias que alguns farmacos eram
capazes de mitigar os sintomas positivos da SCHZ. Apos esta primeira descoberta, foi
observado em experimentos com animais que estes farmacos promovem o antagonismo de
receptores dopaminérgicos do tipo 2 (D2) e, por consequéncia, diminuem a disponibilidade de
dopamina. J& em humanos, foi comprovado que 0s agonistas deste sistema sdo capazes de
mimetizar psicose em individuos controle (WEINSTEIN et al., 2017).

Existem quatro vias dopaminérgicas principais no sistema nervoso central (Figura 1). A
primeira versdo desta hipotese sugere que haja uma hiperfuncdo de uma dessas vias: a via
mesolimbica (YANG & TSAI, 2017), que estaria associada aos sintomas positivos desse
transtorno mental. De acordo com essa hipbtese, os primeiros antipsicoticos, chamados
“tipicos” tem como mecanismo de acdo o antagonismo de receptores D2 e promovem melhora

desses sintomas.
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Figura 1 - Vias dopaminérgicas envolvidas na sintese e distribuigdo deste neurotransmissor
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Fonte: CANDEIAS, 2020.

Apesar desta primeira versdo da hipdtese dopaminérgica conseguir explicar 0s
mecanismos neuroquimicos dos sintomas positivos da SCHZ, esta ndo foi capaz de esclarecer
as origens dos sintomas negativos e cognitivos. Portanto, surgiram novas evidéncias
incorporadas a esta hipétese que discutem os mecanismos relacionados a tais sintomas (HYMIE
et al., 2018). Estes dados sugerem que a via mesocortical (Figura 1) apresenta baixa atividade
dopaminérgica, a qual tem papel importante nos sintomas negativos e cognitivos da SCHZ
(GRUNDER & CUMMING, 2016).

1.1.1.2 Hipotese glutamatergica

A hipotese glutamatérgica tem recebido destaque nas pesquisas atuais como um
mecanismo para elucidar a fisiopatologia da SCHZ. Esta hipotese propde que hd uma
hipoatividade dos receptores glutamatérgicos N-metil D-Aspartato (NMDA), 0 que promove
prejuizos na funcionalidade do sistema glutamatérgico. Esta evidéncia foi corroborada pelo fato

de pessoas sem transtornos psiquiatricos apresentarem alteracdes comportamentais similares as
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de pessoas com SCHZ ap6s administracdo de antagonistas dos receptores NMDA, como
fenciclidina (PCP) ou cetamina (JAVITT, 2007). Além deste indicio, outros trabalhos apontam
reducdo na quantidade de receptores NMDA nas regiGes do hipocampo, cértex pré-frontal,
talamo e lobo temporal de pacientes com SCHZ, ou seja, em areas que fazem parte das vias
mesolimbica e mesocortical (GARGIULO & DE GARGIULO, 2014).

Apesar da hipGtese dopaminérgica e da glutamatérgica serem frequentemente
apresentadas separadamente, sabe-se que estes sistemas interagem e também que outros
sistemas estdo envolvidos na SCHZ (HOWES et al., 2017). A hipofuncdo dos receptores
NMDA gera prejuizos na funcdo regulatoria que o sistema glutamatérgico exerce sobre o
sistema dopaminérgico. Nesse sentido, a hipoatividade dos receptores NMDA, particularmente
daqueles presentes em interneurdnios do tipo acido gama aminobutirico, afeta a regulacdo das
vias mesolimbica e mesocortical, ambas com origem na area do tegumento ventral. A disfungéo
dos receptores NMDA leva a reducdo da atividade dopaminérgica mesocortical, resultando em
uma diminuicéo da liberacéo de dopamina no cortex pre-frontal, estando associada aos sintomas
negativos e cognitivos da SCHZ; além de reduzir o input cortical excitatorio que promoveria a
inibicdo da via mesolimbica, aumentando a atividade nesta via elevando a uma maior liberacéo
de dopamina nas areas limbicas, como o ndcleo acumbente, o que esta associado aos sintomas
positivos (STAHL, 2013; HOWES et al., 2017; STAHL, 2018; UNO & COLE, 2019).

1.1.2 Esquizofrenia e neuroinflamacio

As hipoteses descritas acima atribuem as alteracdes no funcionamento de sistemas de
neurotransmissdo as diferencas comportamentais identificadas na SCHZ. Contudo, ha
evidéncias que as alteracbes neuroquimicas envolvidas na etiologia e manifestacdo dessa
desordem sejam mais complexas, envolvendo, por exemplo, o sistema imune (MEYER, 2013).

O sistema imune regula as respostas prd e anti-inflamatdrias. Nesse sentido, a
inflamacéo tem sido consistemente associada a SCHZ, sendo proposta como um fator de risco,
quando presente durante fases sensiveis do desenvolvimento, mas também como sendo uma
caracteristica apresentada pelos pacientes com esse transtorno, uma vez que estes pacientes
demonstram niveis elevados de citocinas inflamatérias (KALINKOVICH et al., 2020; LUZA
et al., 2015).
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Nesse sentido, a exposicdo a infecgdes durante o periodo perinatal pode ativar cascatas
de sinalizacdo de vias inflamatdrias. As moléculas geradas ao longo deste processo podem
alcancar a prole via placenta proporcionando um quadro pré-inflamatorio o qual submete a
prole um maior risco para o desenvolvimento da SCHZ e prejudica fases criticas do
neurodesenvolvimento, como mielinizagdo, remodelacdo neuronal e poda sindptica (CANUTI
etal., 2015; GUERRIN et al., 2021; MEYER et al., 2009).

O quadro pro-inflamatoério também € identificado tardiamente em individuos
diagnosticados com SCHZ. Isto foi demonstrado por meio da analise do sérum e plasma de
pacientes adultos, os quais apresentaram maiores concentrac@es de citocinas pré-inflamatorias,
como interleucina-1p, fator de necrose tecidual a e interleucina-6. Tais evidéncias mostram
alteracdes nos processos inflamatdrios periféricos (GOLDSMITH et al., 2016; MILLER et al.,
2011; POTVIN et al., 2008). Todavia, outros estudos observaram que a SCHZ provoca
neuroinflamacdo. Em estudos in vivo, pacientes adultos com SCHZ foram submetidos a
tomografia de emisséo de pdsitrons e foi observada uma ampla ativacdo da microglia, célula do
sistema nervoso central responsavel pela liberacao das citocinas inflamatérias (DOORDUIN et
al., 2009; VAN BERCKEL et al., 2008). Trabalhos post-mortem verificaram, por meio de
analises empregando PCR, uma ampla expressédo do RNA mensageiro de citocinas
inflamatorias, principalmente no cortex pré-frontal dorsolateral (FILLMAN et al., 2013;
PANDEY et al., 2018).

Além destes trabalhos que mostraram as diferencas nos processos inflamatérios de
individuos com SCHZ, outras pesquisas apoiam a hipdtese neuroprogressiva da SCHZ. Esta
hipGtese aponta que este estado inflamatério cronico pode agravar os sintomas cognitivos e
negativos dos pacientes devido a deterioracdo de algumas regides cerebrais. A neuroinflamacéo
deteriora, principalmente, o cértex pré-frontal dorsolateral, regido que desempenha papéis
significativos na memoria, aprendizagem, atencio (BEN-AZU et al., 2019; LOPEZ-
GONZALEZ et al., 2019; MEYER, 2013; MONJI et al., 2013).

Por causa da gravidade desta condicdo e pela falta de medicamentos que busquem
mitigar este quadro neuroinflamatério observado na SCHZ, muitos estudos pré-clinicos
recentes buscam tratamentos que envolvam melhorias dos sintomas e que sejam anti-
inflamatdrios (DE BARTOLOMEIS et al., 2022; MULLER et al., 2013; OCCHIEPPO et al.,
2022; VASCONCELOS et al., 2021).
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1.1.3 Modelos animais da esquizofrenia

Para preservar a integridade fisica e psicologica dos pacientes, experimentos realizados
em humanos perpassam por codigos nacionais e internacionais que obrigam a fundamentacéo
de estudos clinicos por meio de pesquisas pre-clinicas, por exemplo: a experimentacéo animal
(SCHNAIDER, 2008). Os modelos animais sdo capazes de mimetizar um determinado
fendmeno de forma que os dados obtidos nestes experimentos podem elucidar questdes
bioldgicas observadas em humanos. Além disso, podem promover maior precisdo na busca por
novos medicamentos antes de serem levados a fase clinica (KOOB, 2012; ARAKAWA &
IGUCHI, 2018).

Os modelos experimentais sdo amplamente empregados nos trabalhos relacionados a
SCHZ (FLORES et al., 2016). Para mimetizar as caracteristicas da SCHZ existem categorias
de modelos que podem ser empregados, 0s quais sdo: os farmacoldgicos do
neurodesenvolvimento e genéticos. Dentre estas categorias, 0s modelos experimentais mais
comuns sdo os farmacologicos (MCGONIGLE, 2014; ELLENBROEK & YOUN, 2016).

Um dos modelos farmacoldgicos utilizados emprega a fenciclidina (PCP)para mimetizar
os sintomas relacionados a SCHZ (FLORES et al., 2016). A PCP foi desenvolvida para atuar
como um anestésico. Todavia, como promove muitos efeitos colaterais, como ansiedade,
psicose e dependéncia, seu uso em humanos foi descontinuado. A PCP também é utilizada como
droga de abuso, sendo popularmente conhecida como “pd-de-anjo” (FUJIGAKI et al., 2019).

A PCP é um antagonista ndo-competitivo dos receptores NMDA e, através de ensaios
clinicos, foi observado que esta droga € capaz de gerar em pacientes saudaveis sintomas
correspondentes aos da SCHZ. Como a droga possibilita isso, a PCP é amplamente empregada
nos estudos com animais para investigar a neuroquimica deste transtorno. Em roedores, esta
droga é capaz de gerar hiperatividade, alterar a inibicao pelo pré-pulso (PPI, do inglés prepulse
inhibition), prejudicar as interag@es sociais, promover déficits mnemaonicos e na aprendizagem
(SAMS-DODD, 1998; SARNYAI et al., 2015; ARONSON, 2016).

A exposicgdo de roedores a PCP além de causar déficits comportamentais similares aos
presentes em pacientes com SCHZ, também mimetiza nos animais as alteragcdes neuroquimicas
observadas nesse transtorno (MOURI et al., 2007). Através da diminuicdo da ativacdo dos
receptores NMDA nos interneurénios GABAérgicos, a PCP promove em roedores alteracdes
nos niveis extracelulares de glutamato no cértex pré-frontal e no nicleo acumbente, bem como

modula a dopamina nestas mesmas regides do encéfalo (JAVITT etal., 2007; ZUO et al., 2012),
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0 que € consistente com o que é observado em pacientes com SCHZ, que apresentam alteracdes
neuroquimicas na via mesocorticolimbica. Além disso, o uso da PCP também altera a resposta
inflamatdria dos animais (TRAN et al.,2018). A exposicdo a PCP ativa a cascata inflamatoria,
inclusive a glial, promovendo a liberagéo de citocinas pré-inflamatorias. Esta ativacdo também
estd relacionada aos prejuizos comportamentais observados no modelo animal da SCHZ
(WANG et al., 2001; ZHU et al., 2014).

1.2 Sistema Renino-Angiotensina (SRA)

Estudos recentes apontam que a modulagdo do Sistema Renino-Angiotensina (SRA),
especialmente o cerebral, é um alvo terapéutico em potencial para SCHZ (FAN et al., 2017;
KHALLAFetal., 2017; TORIKA et al., 2017). O SRA esta envolvido em respostas fisioldgicas
que sdo particularmente relevantes paraa SCHZ, atuando como neuromodulador, influenciando
a atividade de sistemas de neurotransmissdo como o dopaminérgico e glutamatérgico, bem
como de respostas inflamatdérias (BROWN et al., 1996; FARAG et al., 2017; MARCHESE et
al., 2016; MCFALL et al., 2020; OH & FAN, 2019). E importante ressaltar que, apesar de
existirem evidéncias que apontem influéncias do SRA sobre a SCHZ, pouco se sabe ainda sobre
essa relacdo. Nesse sentido, estudos com modelos animais podem ajudar na elucidagdo da
participacdo do SRA na SCHZ.

1.2.1 Funcionamento do SRA sistémico

O SRA se trata de um sistema fisioldgico tradicionalmente apontado na literatura pelo
envolvimento na regulacdo da pressdo sanguinea, do balango hidrico e da funcdo
cardiovascular. Basicamente, o funcionamento do SRA opera através de uma série de eventos
bioguimicos (LE etal., 2013; CAREY & PADIA, 2018). A primeira rea¢do bioquimica depende
da liberacdo da renina na corrente sanguinea. A renina € uma enzima armazenada nas celulas
justaglomerulares das arteriolas aferentes renais e € secretada por meio de estimulos do sistema

nervoso simpatico ou quando o organismo se encontra em condicdes de desequilibrio
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eletrolitico. Quando a renina é liberada no sangue ocorre ligagdo com o angiotensinogénio, uma
molécula produzida pelo figado que é substrato desta enzima. O angiotensinogénio é clivado
pela renina em angiotensina | (ANG1) (Figura 2). Apds sua formacdo, a ANG1 entra em contato
com a ECA, a qual € abundante na circulacdo sanguinea pulmonar, embora possa ser encontrada
em uma ampla variedade de tecidos, e converte a ANG1 em angiotensina Il (ANG2) (Figura
2). A ANG2 ¢ considerada o principal peptideo do SRA uma vez que possibilita uma série de
atividades biologicas por meio da atuacédo nos receptores de angiotensina do tipo | (AT1) e do
tipo 11 (AT2) (Figura 2). Quando ANG2 se liga no AT1 é capaz de estimular a liberacdo de
aldosterona e vasopressina. Além disso, causa vasoconstrigdo, estimula a proliferacdo celular,
e fibrose. Ja os efeitos da ligagdo da ANG2 no AT2 sdo de forma geral opostos aos resultantes
da interacdo desta molécula com o AT1 (PRIETO et al., 2013; EMATHINGER et al., 2021;
KHOSHGHAMAT et al., 2021; SPETH, 2021; TRIVENI & SADASHIVA, 2021; VARGAS
etal., 2022).

A via de sinalizacdo do SRA que promove a sintese da ANG?2 é classica na literatura.
Todavia, existem outras vias capazes de gerar outros tipos de angiotensinas que promovem
efeitos distintos da ANG2. Estas outras vias de sinalizacdo sdo geradas por causa da enzima
conversora de angiotensina Il (ECA2). A ECA2 promove a formacdo de outro peptideo ativo,
a angiotensinal-7 (ANG1-7). Este peptideo ativo apresenta efeitos vasodilatadores e
antiproliferativos que sdo mediados pelos receptores Mas (Figura 2) (CHRISSOBOLIS et al.,
2020; KHOSHGHAMAT et al., 2021; SPETH, 2021).

O desequilibrio do SRA aumenta o risco de ocorréncia de uma série de desordens no
organismo, como: hipertensdo, desenvolvimento de cancer, problemas no coracdo, nos rins e
nos pulmdes. Devido a isso, surgiu um grande interesse sobre como seria possivel modular este
sistema atraves da administracdo de farmacos. Foi observado que este sistema pode ser regulado
caso sejam fornecidos medicamentos que atuem como inibidores da ECA ou ECA2 (IE), bem
como os inibidores dos receptores de angiotensina (IRA) (Figura 2). Quanto aos IRA, existe
grande variedade deste tipo de medicamento disponivel para o uso. Os mais conhecidos s&o:
azilsartana, candesartana, eprosartana, olmesartana, irbesartana, losartana, telmisartana e
valsartana. E importante ressaltar que estes IRA atuam principalmente no receptor AT1, sendo
que farmacos capazes de atuar no AT2 ainda estdo em desenvolvimento (KHOSHGHAMAT
etal., 2021; TRIVENI & SADASHIVA, 2021).
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Figura 2 - Representacdo esquemaética da cascata de reacGes bioquimicas do SRA com a

interferéncia dos IE e IRA
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1.2.2 Funcionamento do SRA cerebral

Tradicionalmente, o0 SRA é descrito na literatura como um sistema de acdo sistémica
relacionado ao controle da pressdo arterial e manutencdo do balango hidrico. Todavia,
atualmente varias outras funcdes tém sido associadas a este sistema, e ja é sabido que varios
Orgdos apresentam seu proprio SRA, inclusive o cérebro (GROBE et al., 2010; VADHAN &
SPETH, 2021).

Em 1971, pesquisadores descobriram a existéncia do SRA cerebral e este achado
despertou a curiosidade sobre sua fisiologia (GANTEN et al., 1971a, b). Inicialmente, foi
observado que o SRA cerebral desempenha papéis similares ao SRA sistémico, pois, também
atua no controle de fluidos e da presséo arterial. Adicionalmente a estas fungdes, foi visto que
este sistema regula a percepgdo da sede, bem como influencia 0 comportamento sexual e
reprodutivo (WRIGHT & HARDING, 2011; KLOET & KRAUSE, 2017). Além disso, foram
encontradas diferencas nos processos bioquimicos deste sistema em relagdo ao SRA sistémico.
O SRA cerebral atua de forma independente do sistémico, bem como apresenta componentes
especificos os quais sdo produzidos em locais distintos do SRA sistémico (KLOET &
KRAUSE, 2017; FARAG et al., 2017; ABIODUN & OLA, 2020).

Uma dessas diferencas esta na cascata de eventos bioquimicos, que pode ser iniciada de
forma alternativa. A pré-renina pode clivar o angiotensinogénio, ao invés de somente a renina;
formando ANG1 (KLOET & KRAUSE, 2017; ABIODUN & OLA, 2020). O sistema nervoso
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central apresenta baixa disponibilidade de renina em comparacdo a corrente sanguinea. No
sistema nervoso central, 0 meio intracelular dos neurbnios armazena renina e pro-renina,
todavia, a pro-renina é preferencialmente usada nas reacdes bioquimicas (GROBE et al., 2008;
WRIGHT & HARDING, 2013).

No SRA cerebral, o angiotensinogénio € clivado pela pro-renina para formar ANG1 e é
majoritariamente produzido nos astrocitos (KLOET & KRAUSE, 2017; ABIODUN & OLA,
2020). Assim como a renina, ndo ha unanimidade sobre qual a fungéo desta molécula no sistema
nervoso central, porém, alguns estudos que empregam modelos animais apontam que o
angiotensinogénio pode modular o balanco hidrico, bem como a presséo arterial (MORIMOTO
et al., 2001; LAVOIE et al., 2004). Apds a formacdo da ANG1, esta molécula precisa passar
pela ECA ou ECA2 para gerar ANG2 ou ANGL1-7, peptideos os quais sdo biologicamente
ativos. A ECA ¢é o componente do SRA o qual se apresenta em maior abundancia no cérebro,
especificamente no endotélio da vasculatura cerebral e no plexo coréide; enquanto a ECA2
possui ampla distribuicdo no sistema nervoso central (BODIGA & BODIGA, 2013; TOTA et
al., 2012).

Assim como ocorre no SRA sistémico, apos a conversdao da ANG1 em ANG2 ou ANG1-
7, enfim, os peptideos formados podem se ligar aos receptores AT1, AT2 ou Mas, receptor
exclusivo para o peptideo ANG1-7 (CHRISSOBOLIS et al., 2020; KHOSHGHAMAT et al.,
2021; SPETH, 2021). Os receptores do SRA estdo disponiveis em ampla distribui¢do no sistema
nervoso central, sendo o AT1 mais abundante que os demais receptores (WRIGHT &
HARDING, 2011; GUIMOND & GALLO-PAYET, 2012).

1.2.3 Evidéncias da relacdo entre SRA cerebral e SCHZ

Os receptores do SRA sdo amplamente expressos sistema nervoso central, sendo o AT1
encontrado no hipotalamo, hipocampo, amigdala e cortex; enquanto AT2 é expresso em areas
como amigdala, caudado e putamen, globo pélido, coliculo inferior, nacleo olivar inferior,
talamo e area do tegumento ventral. E importante ressaltar que muitas destas regides que esses
receptores estdo expressos coincidem com areas envolvidas na fisiopatologia da SCHZ
(BASMADJIAN et al.,, 2017; VIAN et al., 2017). Consistentemente com esta ampla

distribuicédo, evidéncias mostram que o SRA cerebral é capaz de modular sistemas que estdo
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envolvidos nas diferencas neuroquimicas da SCHZ, como o colinérgico, dopaminérgico e
glutamatérgico.

Foi demonstrado que a ativacdo do receptor AT1 é capaz de incrementar a liberacdo de
dopamina extracelular no estriado (BROWN et al., 1996; MARCHESE et al., 2016; OH &
FAN, 2019). Além disso, no estriado os receptores AT1 e D2 formam heterodimeros funcionais,
ou seja, a acdo de um receptor tem influéncias sobre o outro (MARTINEZ-PINILLA et al.,
2015). Outro efeito importante gerado pela ativacdo do AT1 é a modulacdo da acetilcolina.
TOTA et al., 2013 demonstrou que a ativacao deste receptor foi capaz de reduzir os niveis de
acetilcolina e que esse efeito foi impedido pela administracdo de candesartana, um IRA
amplamente empregado. Em relacdo ao sistema glutamatérgico, como ja discutido, a
hipofuncdo de receptores NMDA constitui uma das hipoteses mais bem estabelecidas para
explicar a sintomatologia da SCHZ. WANG et al., 2014 demonstrou que a TEL promoveu
efeitos neuroprotetores contra a excitotoxicidade do glutamato, reduzindo a ativagdo de
caspase-3 e prevenindo ativacdo de ERK1/2 pelo glutamato.

A ligacdo de ANG2 em AT1 desempenha papéis pro-inflamatorios, bem como esta
associada a neurodegeneracdo (FARAG et al., 2017; MCFALL et al., 2020). De forma geral,
esta sinalizacdo gera uma mudanca para o fenétipo pré-inflamatorio da microglia promovendo
um incremento na expressao das citocinas pré-inflamatorias, como fator de necrose tecidual o
ou interleucina-1p (TORIKA et al., 2016).

Outras pesquisas mostram que pacientes com SCHZ apresentam niveis atipicos da
enzima conversora de angiotensina (ECA) no fluido cérebro-espinal, assim como outros
estudos demonstram que estes individuos apresentam polimorfismos no gene da ECA, os quais
promovem um aumento na atividade desta enzima (RIGAT etal., 1990; GADELHA et al., 2015
a, C).

Considerando as evidéncias associadas ao SRA cerebral e SCHZ, estudos recentes
visam a modulac¢do farmacoldgica do AT1 por meio de IRA ou de IE para analisar se € possivel
observar melhorias comportamentais, bem como nas alteragdes inflamatdrias e/ou
neurogquimicas (SAAVEDRA et al., 2011). OCCHIEPPO et al., 2022 observou que o blogueio
do AT1 através do tratamento com candesartana foi capaz de aumentar a interacdo social,
reduzir a hiperlocomocéo, bem como melhorar a memoria e a aprendizagem de ratos modelados
para SCHZ. VASCONCELOS et al., 2021 também utilizou candesartana como tratamento em
camundongos modelados para SCHZ e observou melhorias comportamentais na inibigéo pelo
pré-pulso, preferéncia social e na memaria operacional, bem como verificou redugdo nos niveis

de interleucina-1p, fator de necrose tecidual a e interleucina-4. ABABEI et al., 2019 verificou



26

reversao dos danos cognitivos causados em camundongos modelados para Alzheimer através
da administragdo subcrdnica de ramipril, captopril e losartana. Portanto, a modulacdo do AT1
por meio da IRA e IE desponta como promissor alvo terapéutico para transtornos que
apresentam prejuizos cognitivos.

Dentre os IRA encontrados na literatura, um medicamento que desponta como uma
forma promissora para tratar a SCHZ ¢ a telmisartana (TEL) (OH & FAN, 2019). A TEL é um
antagonista do receptor AT1 e apresenta aos seguintes diferenciais em relacdo aos outros IRA:
¢ agonista parcial de proliferadores de peroxissoma tipo gama (PPARY), proporcionando uma
acdo anti-inflamatoria adicional (WINCEWICZ & BRASZCO, 2017); apresenta maior
lipossolubilidade, o que permite que a droga atinja o sistema nervoso central de forma mais
rapida e de forma dose-dependente para bloquear os efeitos gerados pela ANG2 (GOHLKE et
al., 2001; WINCEWICZ & BRASZCO, 2017) e também possui acdo mais prolongada que os
demais medicamentos (NODA et al., 2012).

Além destas evidéncias, uma série de trabalhos apontam a eficacia do tratamento com
TEL. FAN et al., 2017 observou que pacientes com SCHZ tratados com TEL em associacao
com os antipsicoticos obtiveram melhorias nos sintomas positivos, negativos e cognitivos, bem
como reducBes nos niveis de interleucina-6 no plasma. XU et al., 2015 observou que a
administracdo de TEL em camundongos foi capaz de reverter alteracbes na atividade
locomotora geradas pela exposicéo a lipopolissacarideo. WINCEWICZ & BRASZCO, 2014;
verificaram que a administracdo de TEL foi capaz de reverter os déficits cognitivos em ratos
expostos a estresse cronico. Também foi observado em roedores modelados para deméncia que
a administracdo de TEL promoveu a reversdo dos prejuizos mneménicos (ABDELKADER et
al.,2020; WASHIDA et al., 2010). Outros trabalhos com roedores também observaram que a
TEL é capaz de mitigar prejuizos da memdria operacional na memdria atencional (ABO-
YOUSSEF et al., 2020; KHALIFA et al., 2020). Portanto, considerando a necessidade de novos
tratamentos para este transtorno cronico e que sejam eficazes para todos os sintomas, este
trabalho busca investigar se o bloqueio do AT1 pela TEL seria capaz de reverter as divergéncias

comportamentais do modelo animal de SCHZ via exposic¢ao subcronica a PCP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral investigar o papel do blogueio do receptor
AT1 sobre alteracfes comportamentais da SCHZ. Para isso empregamos o modelo animal de
SCHZ por meio da administracdo subcrénica de PCP, um antagonista ndo competitivo do

receptor NMDA, e a TEL, antagonista do AT1, em animais modelados pela PCP.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar as alteracdes comportamentais relacionadas a SCHZ por meio do modelo animal
de exposicdo a PCP associado ao tratamento com a TEL por meio dos seguintes testes:

1) Teste do Campo Aberto (CA): empregado para avaliar, em roedores, caracteristicas que
estdo relacionadas aos sintomas positivos da SCHZ, como a hiperlocomog&o; assim
como é utilizado para verificar outros comportamentos, como ansiedade e a capacidade
de habituacdo.

2) Teste de Reconhecimento de Objeto (RO): tem o objetivo de avaliar a memdria
declarativa episodica e aprendizagem dos animais por meio da diferenciacdo de um
objeto novo em comparagdo a um objeto familiar.

3) Teste do Labirinto em T (LT): investiga a memoria de trabalho e aprendizagem dos
animais por meio da andlise das alternancias espontaneas que os animais fazem nos
bracos-alvo deste equipamento.

4) Teste de Esquiva Passiva (EP): avalia a memoria de curto e/ou longo prazo e a
aprendizagem atraves do condicionamento pelo medo.

5) Teste de Inibicdo pelo Pré-Pulso (PPI): utilizado para avaliar a integridade do filtro

sensério-motor nos animais.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos descritos a seguir foram previamente aprovados pelo Comité de Etica
para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ) sob o0 n° 033/2018 e estdo de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de
Laboratorio adotado e promulgado pelos Institutos Nacionais de Saude (National Institutes of
Health - NIH) dos Estados Unidos da América.

Os animais foram derivados de uma colonia da linhagem C57BL/6 mantida na
Universidade Federal Fluminense (Niter6i, Brasil) por mais de 60 gera¢des. Os animais machos
e fémeas usadas nos experimentos descritos a seguir foram gerados e mantidos no biotério do
Laboratorio de Neurofisiologia da UERJ em um ciclo de luminosidade de 12/12 horas (luzes se
apagam as 14h), temperatura controlada (21+1°C) e livre acesso a &gua e comida.

No 25° dia p6s-natal (PN25), foi realizado o desmame, a sexagem, bem como 0s animais
foram separados em caixas contendo entre 2 e 5 animais. Caso um animal precisasse ficar em
iIsolamento, um brinquedo para roedores era colocado em sua caixa e este era trocado uma vez

por semana.

3.1 Periodo de exposicéo as drogas

Em PNG60O teve inicio o periodo de administracdo subcrénica de PCP como modelo de
SCHZ e, paralelamente, ocorreu a exposi¢cdo a TEL. Todos os animais receberam 2 injecBes
diarias: 1 intraperitoneal (i.p.) e 1 subcutanea (s.c.). Durante todo o procedimento experimental,
0s animais receberam injecdes i.p. de solucdo salina (NaCl, 0.9%) (SAL) ou TEL (0,25 mg/kg
ou 1mg/kg) e, apés intervalo de 30 minutos, receberam injecbes s.c. de SAL ou PCP
(2,5mg/kg). De PN60 a PN62, os animais receberam as injecOes e retornaram ao biotério. De
PN63-PN70 o tratamento foi administrado e, dez minutos apds a ultima inje¢do, os animais
foram submetidos aos testes comportamentais (Figura 3). E importante ressaltar que, em PN70,
a dose da PCP empregada foi de 10 mg/kg, pois, de acordo com SPIELEWOY & MARKOQOU,
2004; esta dose gera a maior redugéo do PP na menor intensidade de pré-pulso na linhagem de
roedores C57BL/6 (Figura 3).

Assim, os seguintes grupos foram formados:
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1. Grupo SAL.: receberam salina na primeira e na segunda injecao.

2. Grupo PCP: receberam salina na primeira injecdo e na segunda injecdo PCP.

3.Grupo PCP-Tel0.25: receberam diariamente a menor dose de telmisartana na primeira injecdo
e, na segunda injecéo, PCP.

4. Grupo PCP-Tell: receberam diariamente a maiordose de telmisartana na primeira injecao e,
na segunda injecéo, PCP.

Figura 3 - Desenho experimental do presente trabalho

PN60 PN62 DPN63 PN65 PN66 PN67 PN68 PN69 PNT0
CA RO LT EP PPI

Exposicdo aos farmacos

PN60-62: retornam ao biotério
TEL PCP
ou . ou - PN63-69: CA RO, LT e EP |
30 min 10 min
SAL SAL ’ PNT0: PPI ¢ sacrificio |

Legenda: Os experimentos foram conduzidos do dia p6s-natal (PN) 60 até o 70. De PN60-62, os animais foram
apenas expostos aos farmacos. A partir de PN63, foram conduzidos os testes comportamentais. Em 63-65, foi
conduzido o Campo Aberto (CA); no PN66 foi realizado o teste de Reconhecimento de Objetos (RO); no PN67,
ocorreu o teste de Labirinto em T (LT); em PN68-69, foram conduzidas as sessdes de Esquiva Passiva (EP); por
fim, no PN70 ocorreu o teste de Inibigdo pelo Pré-Pulso (PPI) e, ao final do teste, os animais foram eutanasiados.
Fonte: a autora, 2022.

3.2 Monitoramento da massa corpoérea e da ingesta de liquidos

Tanto em humanos quanto em roedores, 0 SRA tem influéncia na pressao arterial, pois
é capaz de modular a vasoconstricdo bem como controla os eletrélitos do organismo. Além
destas funcbes relacionadas a pressdo arterial, também possui ligacdes com funcdes
metabdlicas, como o controle dos niveis de glicose e, consequentemente, o peso corporal
(MOGI et al., 2008; MICHAEL et al., 2016; BECKMANN et al., 2021). Considerando estas
funcdes e a possivel modulacéo exercida pela TEL, a massa corporal e ingesta de liquido foram

monitorados.
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De PN60-PN70, os animais tiveram seu peso, em gramas, medido e anotado. Isto, além
de ter como objetivo verificar se a TEL modificaria o peso dos animais, foi uma forma de
calcular a dose correta dos farmacos a ser administrada.

De PN61-PN70, foi iniciado 0 acompanhamento do consumo de agua dos animais. Em
PNG60, pipetas de vidro com 15mL de &gua filtrada foram colocadas nas caixas dos animais
(Figura 4). No dia seguinte, o consumo foi verificado e anotado, bem como os 156mL de agua
foram repostos. A medida de ingesta hidrica foi utilizada como um indicador de alteracGes na
pressdo arterial, o que pode resultar em alteracbes no consumo de agua. Além disso, para
quantificar as perdas de agua que as pipetas eventualmente poderiam ter devido a oscilaces
nas prateleiras dos animais, foi colocada junto aos animais experimentais uma caixa com apenas

uma pipeta chamada de “Leak”.

Figura 4 - Caixa do biotério de um animal com uma pipeta de vidro empregada para verificar o
consumo de &gua do PN61-70

Fonte: a autora, 2022.
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3.3 Periodo de testes comportamentais

3.3.1 Campo aberto (CA)

Um comportamento em modelos animais de SCHZ que pode ser observado e
relacionado com os sintomas positivos do transtorno em humanos é a hiperlocomogéo. Esta
caracteristica pode ser associada a estes sintomas uma vez que ha hiperativacdo das vias
dopaminérgicas subcorticais (MCCUTCHEON et al., 2020). Como o CA possibilita investigar
a atividade locomotora, é um teste que pode ser usado neste tipo de analise (OCCHIEPPO et
al., 2022).

A habituacéo é uma forma de aprendizagem ndo-associativa que consiste na progressiva
reducdo de uma resposta comportamental devido a prolongada ou repetida exposicao ao fator
que ¢ atenuado (POON & YOUNG, 2006). Considerando o contexto do CA, uma medida para
avaliar se houve habituacdo a arena de teste é através da analise da atividade locomotora ao
longo do periodo que o teste foi conduzido. A reducéo na ambulacéo dos animais durante este
periodo, indica que houve habituacdo (ROJAS-CARVAJAL et al., 2018).

Este teste foi conduzido de PN63-PN65. A arena empregada no teste de CA (Figura 5)
é uma caixa de acrilico transparente (46 x 46 x 46 cm) posicionada sobre uma base conectada
a um computador, o qual utiliza um programa (Monitor de Atividades — Insight, Ribeirdo Preto,
SP) capaz de registrar a atividade de cada animal durante o teste. Para iniciar o teste, cada
animal foi colocado no centro do equipamento e a livre exploracdo foi permitida por vinte
minutos. Quando o teste foi finalizado, a arena foi higienizada com um pano umedecido com
alcool a 35% para remover as excretas e minimizar odores que podem interferir no
comportamento dos demais animais a serem testados.

A ambulacéo do animal é registrada através da passagem de cada animal pelos feixes de
luz infravermelha geradas pela base conectada, a qual leva estes dados para o programa. A partir
destas informacdes, a anélise de atividade locomotora foi realizada e o pardmetro utilizado foi
a disténcia, em centimetros, percorrida pelo animal durante os vinte minutos de livre

exploracao.
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Figura 5 - Arena de teste empregada pelo Laboratorio de Neurofisiologia da UERJ para avaliar
o CA

Fonte: a autora, 2021.

3.3.2 Reconhecimento de objetos (RO)

O RO permite avaliar a memaria declarativa episodica dos roedores por meio da anélise
da habilidade inata dos animais de discriminarem um objeto novo em comparacao ao familiar
(IZQUIERDO et al., 2006; EBNER & KAAS, 2015). Pacientes com SCHZ apresentam
alteracbes neuroldgicas as quais promovem danos cognitivos, sobretudo nas memorias
declarativas (Ql et al., 2016). Portanto, através do RO, é possivel investigar se 0 modelo animal
de SCHZ, empregado no presente trabalho, apresenta prejuizos mnemdonicos analogos aos
observados em humanos.

O protocolo de RO empregado no presente trabalho consiste em trés etapas (Figura 6):

1-Habituacdo a arena de teste:

Para evitar que os animais interajam mais com um ambiente desconhecido do
que com os objetos do RO, foi realizada a ambientacdo ao aparato de teste. O periodo
de realizacdo do CA (PN63-PN65) serviu para ambientar 0s animais a arena de testes,
ja que a mesma arena foi empregada em ambos os testes.

2- Primeira sesséo de RO:

Em PNG66, logo, um dia ap6s o ultimo dia de ambientagdo, ocorreu a primeira
sessdo de RO. Nesta sessdo, dois objetos (objeto esquerdo [OE] e objeto direito [OD])
feitos com blocos de montar construidos de formas iguais, sdo inseridos na arena do CA,
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em disposicdes paralelas e afastados das laterais da arena. Os animais foram colocados
no centro da arena, com a cabeca voltada para a parte traseira da caixa, de modo que,
em um primeiro momento, ndo entrassem em contato com 0s objetos. Em seguida, a
livre exploracdo foi permitida por cinco minutos. O objetivo desta sessdo € a
familiarizag&o dos animais com os objetos.

3- Segunda sesséao de RO:

Por meio da segunda sessdo do RO, é possivel verificar a memoria declarativa
dos animais. Nesta etapa, a qual ocorre 1h30min apds a primeira sessdo, o OE foi
substituido por outro, o qual também foi feito com blocos de montar, porém, com
organizacédo diferente do objeto anterior. Novamente, os animais foram inseridos na

arena e a exploracdo foi permitida por cinco minutos.

Figura 6 - Representacdo esquematica do protocolo do RO empregado no presente trabalho

Habituaciao 1* sessao do RO 2 sessao do RO

24h

Realizado durante o Realizado no PN66; Realizado no PN66;
BNG:6S; Livre exploracao dos Livre exploraciao dos

Livre exploracao objetos iguais permitida objetos diferentes
permitida por 20 min. por 5 min. permitida por 5 min.

Fonte: a autora, 2021.

Ao final de cada etapa, 0 equipamento e os objetos foram limpos com um pano
umedecido com alcool a 35% para remover as excretas e minimizar odores que podem interferir
no comportamento dos demais animais a serem testados. O comportamento dos animais foi
filmado em todas as sessdes de RO. Por meio das imagens gravadas, 0 comportamento de cada
animal foi quantificado através do software ACC PlusM 102 - Avaliacdo Computadorizada de
Comportamento (desenvolvido no LN/DCF/IBRAG/UER)).

A anélise comportamental envolveu a quantificacdo do tempo de exploracéo dos objetos
e as interagcdes com 0s mesmos, representadas pela quantidade de vezes que o animal explorou
0 objeto direcionando suas vibrissas, cheirando ou tocando o objeto. O ato de subir no objeto
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s foi considerado caso 0 animal direcionasse as narinas ao objeto enquanto estivesse subindo
nele (LEGER et al., 2013). Foi empregada como medida de aprendizagem e memoria a %
Interacdo com 0 OE=((TempoOE*100)/(TempoOE+TempoOD)).

3.3.3 Labirintoem T (LT)

Pacientes com SCHZ apresentam severas disfungdes relacionadas a memoria de
trabalho (LETT et al., 2014). Para avaliar se os animais modelados para SCHZ também
apresentam este tipo de disfuncéo, foi empregado o LT. O LT examina a memdria de trabalho
através da analise das alternancias espontaneas que os animais fazem nos bracos-alvo deste
equipamento (STEWART et al.,2011; TANILA, 2018).

O aparato do LT consiste em trés bracos de acrilico brancos perpendicularmente
dispostos, tendo um inicial (40 cm de comprimento, 10 cm de largura, 15 cm de altura) - onde
o animal foi contido no comeco do teste; e os bragos-alvo (30 cm de comprimento, 10 cm de
largura, 15 cm de altura), os quais possibilitam examinar a alternancia dos animais, que foi um
parametro para avaliar aprendizagem e memoria. Cada brago do LT apresentava uma porta
guilhotinada para que o experimentador tivesse controle do acesso dos animais aos bragos.

O teste foi conduzido em PN67 e o protocolo deste trabalho foi de alternéncia continua
e foi baseado nos empregados por GERLAI, 1998 e WANG et al., 2018. O teste apresentava
quinze sessdes (Figura 7): uma de escolha forcada e quatorze de escolhas espontaneas.

Sessdo de escolha forcada: Os animais foram forgados a explorar um dos bragos-alvo,

visto que o outro foi bloqueado previamente pelo experimentador de forma aleatoria.

Inicialmente, cada animal foi mantido por cinco segundos no espaco distal do braco

inicial, o qual foi bloqueado. Ap6s este intervalo, o animal pode somente explorar o

brago-alvo que estava liberado. Quando o animal retornava ao brago inicial, aporta

proximal era vedada e, por mais cinco segundos, o animal era novamente contido.

SessOes de escolhas espontaneas: Nestas quatorze sessfes seguintes os camundongos

livremente decidiam qual dos bragos-alvo explorariam, e, ao entrar no escolhido, o

preterido era bloqueado simultaneamente. Apds o intervalo de contencdo do animal no

braco inicial, realizado na sessao de escolha for¢ada, a vedacéo deste braco era retirada

e 0 animal decidia qual dos bragos-alvo ingressaria. Assim que o animal escolhia um
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dos bracos, o outro sincronicamente era bloqueado pelo experimentador. Logo que o
animal retornava ao brago inicial, sua passagem era vedada, enquanto o brago-alvo
obstruido era liberado. Antes de ocorrer a outra sessdo, o0 animal era novamente retido
no braco inicial por mais cinco segundos. O mesmo protocolo realizado nesta sesséo foi

repetido nas demais.

Figura 7 - Protocolo de alternancia continua em LT empregado no presente trabalho

SESSAO DE ESCOLHA FORCADA

’

Fonte: a autora, 2022.

Apenas foram consideradas entradas nos brag¢os quando todo o animal, incluindo a
cauda, estivesse no braco. Além disso, foi somente considerada alternéncia espontanea quando
o animal entrava em um braco-alvo diferente da tentativa anterior. Por exemplo, caso em uma
das sessdes 0 animal escolhesse o brago-alvo direito e na sessao posterior entrasse no brago-
alvo esquerdo, era considerada uma alternancia espontanea (MIEDEL et al., 2017).

Para minimizar pistas olfativas que poderiam enviesar o teste, o equipamento do LT foi
higienizado com um pano umedecido com alcool a 35° ao final das quinze sessbes de cada
animal. As sessdes foram gravadas para as analises comportamentais, as quais consistiram em
verificar a laténcia (LA), representada pelo tempo em segundos que cada animal levou para
entrar pela primeira vez no braco-alvo bloqueado durante a primeira sessdo (WANG et al.,
2006), ou seja, para fazer a primeira alternancia espontdnea, bem como para avaliar a
quantidade de alternancias espontaneas de cada animal. A porcentagem de alternancias foi
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calculada da seguinte forma: (nimero de sessGes de alternancia espontanea/14)*100 (WANG
etal., 2018).

3.3.4 Esquiva passiva (EP)

O EP é capaz de acessar a memoria de curto e/ou longo prazo, assim como a
aprendizagem de camundongos através do condicionamento pelo medo. Em relacdo a
neurobiologia, a EP é capaz de avaliar se existem prejuizos no hipocampo e na amigdala, as
quais sdo as estruturas envolvidas na formacdo de memorias aversivas (SWEATT, 2010;
WEERA et al., 2020).

O protocolo de EP selecionado para o presente trabalho foi de “step-down”, o qual é
similar ao de ABREU-VILLACA et al., 2013. O “step-down ” foi executado em uma caixa de
acrilico cujo assoalho apresenta uma grade que fica conectada a um circuito de corrente elétrica
continua regulada manualmente pelo experimentador. Acima da grade, ha uma plataforma que
ndo recebe corrente elétrica onde os animais eram colocados no inicio do teste.

O teste foi realizado em dois dias e trés sessdes (Figura 8 e 9):

Primeira sessdo de EP: em PN68 os animais foram colocados na plataforma e foi
permitido até 5 minutos para que ocorresse a descida. Assim que o animal colocava as
quatro patas no assoalho, recebia um leve chogue nos pés (0,3 mA/2s). O tempo de
laténcia (LAO) para descer da plataforma foi contabilizado em segundos.

Segunda sessdo de EP: trés horas ap6s a primeira sessdo, cada animal foi
colocado novamente na plataforma e o0 maximo de tempo permitido para a descida foi
de 5 minutos. Se o animal descesse da plataforma, ndo seria administrado o choque,
apenas seria quantificado o tempo de laténcia desta etapa (LA3). O objetivo desta sessao
é averiguar a aprendizagem e a memoria de curto prazo.

Terceira sesséo de EP: em PN69 os animais foram testados novamente e tiveram
até 5 minutos para descer da plataforma. Novamente, caso o animal descesse da
plataforma, o choque ndo seria administrado e o tempo de laténcia seria quantificado
(LA24). Por meio desta etapa, € possivel acessar a aprendizagem e memoria de longo
prazo dos animais.

A LA foi contabilizada em segundos, ou seja, 0 tempo que cada animal leva para descer

da plataforma foi o componente empregado para avaliar a memoria/aprendizagem dos animais.
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Para esta avaliagdo, foram empregados os seguintes indices: (LA3 - LAQO) / LAO e (LA24 -

LAO) / LAO.

Figura 8 - Representacdo

protocolo de “step-down”

1* SESSAO

esquematica das sessdes de Esquiva Passiva,

2* SESSAO
(3h apés a 1? sessio)

3" SESSAO

(24h apés a 1* sessido)

Fonte: a autora, 2021.
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Figura 9 - Fotografias referentes ao equipamento de EP empregado pelo Laboratério de

Neurofisiologia da UERJ.

Fonte: a autora, 2021
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3.3.5 Inibicdo pelo pré-pulso (PPI)

A PPI funciona como uma medida da integridade do filtro sensorio-motor, o qual tem a
funcdo de alocar maior atencdo no processamento de informacGes sensoriais do ambiente
consideradas mais relevantes que outras (SATO, 2020). As diferencas neuroldgicas observadas
na SCHZ sdo capazes de prejudicar a eficacia dessa filtragem de informacdes. Logo, quando
expostos a este tipo de avaliagdo, pacientes com SCHZ apresentam danos relacionados a esta
habilidade em comparagcdo com individuos controle (GRILLON et al., 1992; GEYER et al.,
2001). No teste do PPI, a exposi¢cdo a um estimulo sonoro intenso e inesperado (pulso) produz
uma resposta de sobressalto. A inibicdo pelo pré-pulsos e refere a reducdo de resposta de
sobressalto ao pulso quando este € antecedido por um estimulo sonoro menos intenso (pré-
pulso) (SATO, 2020).

Como a resposta de sobressalto ocorre em varias espécies, tanto em roedores quanto em
humanos, é possivel avaliar a integridade do filtro sensério-motor em um modelo animal de
SCHZ (SWERDLOW et al., 2001). Em PN70, os animais foram submetidos ao teste do PPI. O
mesmo protocolo de injecBes que os animais foram submetidos durante toda sequéncia
experimental foi realizado. Todavia, para este teste a dose de PCP empregada foi de 10 mg/kg,
pois de acordo com SPIELEWOY & MARKOU, 2004; esta dose gera a maior reducdo do PPI
na menor intensidade de pré-pulso na linhagem de roedores C57BL/6.

O equipamento onde ocorre o teste € uma camara com isolamento acustico na qual o
animal é retido sobre uma plataforma que possui um sensor que avalia a resposta de sobressalto
a estimulos sonoros emitidos pelo programa PACKWIN (Harvard Apparatus, EUA) instalado
em um computador acoplado (Figura 10). Os estimulos sonoros sdo gerados durante todo o
teste, ou seja, por trinta minutos.

No inicio do teste, ocorreu a habituacdo, cuja duracdo foi de cinco minutos. Neste
periodo o animal foi submetido a um ruido de fundo de 65dB. Apds esta etapa, ocorreu o pré-
teste, fase na qual o animal foi exposto a dez pulsos sonoros com intensidade de 120 dB(P).
Finalizado o pré-teste, foi iniciado o teste, composto por cinquenta eventos sonoros
semiranddmicos. Estes eventos foram 10 pulsos de 120 dB, 30 pulsos de 120 dB sendo 10
precedidos de pré-pulsos (Pp) de 70 dB (Pp70+P), 10 precedidos de pré-pulsos de75 dB
(Pp75+P) e 10 precedidos de pré-pulsos de 80 dB (Pp80+P) e 10 eventos sem estimulos sonoros
além do ruido de fundo. Por Gltimo ocorreu o pos-teste, no qual o animal é novamente exposto

a 10 pulsos de 120 dB. As respostas de sobressalto dos periodos de pré-teste, teste e pos-teste
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sdo armazenadas no computador. Para a avaliacdo da integridade do filtro sensério-motor,
utilizamos os dados de sobressalto do periodo de teste e calculamos o percentual de inibi¢do
referente a cada par de pré-pulso e pulso (Pp70+P; Pp75+P; Pp80+P) da seguinte forma: %PPI
= 100 — (média das respostas ao pulso antecedido pelo pré-pulso x 100) / média das respostas
ao pulso. O %PPI foi utilizado como indicador da integridade do filtro sensério-motor. Também
foram avaliadas as respostas de sobressalto para as diferentes intensidades de estimulos sonoros
apresentadas durante o teste e as respostas de sobressalto aos pulsos no pré e pds-teste, como

indicador de habituacéo.

Figura 10 - Equipamento empregado pelo Laboratério de Neurofisiologia da UERJ para avaliar
o PPI.

Fonte: a autora, 2021.

3.4 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como médias e erros padrao da média. Os resultados foram
considerados significativos quando p<0,05, ponto de corte que indica que as hipdGteses
apresentam mais de 95% de probabilidade de serem confirmadas. Os dados obtidos foram
inicialmente avaliados por meio de anélises de variancia de repeticdo (rANOVAS) ou
univariadas (WLANOVAS). A seguir serdo detalhados os fatores de repeticdo para cada analise.
Para as UANOVAs foram considerados apenas os fatores GRUPO (CT, PCP, PCP-Tel0.25 e
PCP-Tell) e SEXO.
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Quanto a avaliacdo da massa corporea, ingesta de liquido e ingesta de liquido/massa
foram realizadas rANOVAs onde o DIA foi utilizado como fator de repeticdo. Em relagéo ao
teste de CA, o DIA também foi considerado o fator de repeticdo para as analises de atividade
locomotora e habituacdo. Para 0 RO, OBJETO foi considerado o fator de repeticdo na analise
da primeira sessdo, sendo o tempo de interacdo a variavel analisada. Para a analise da segunda
sessd0 o percentual de interacio com o objeto novo foi a variavel analisada e SESSAO foi
considerado o fator de repeticdo. Em relacdo ao teste de EP avaliamos a laténcia dos animais
para descer da plataforma. A SESSAO foi considerado o fator de repeticio. Ja para o PPI, para
analisar 0%PPI, a INTENSIDADE dos pré-pulsos foi utilizada como fator de repeticdo
(Pp70+P; Pp75+P; Pp80+P). Para a analise da resposta de sobressalto, o fator repetido também
foi a INTENSIDADE (P; Pp70+P; Pp75+P; Pp80+P). Na habituacdo, o objetivo era analisar se
houve diminuicdo na resposta de sobressalto aos pulsos no pos-teste quando comparada a
resposta de sobressalto aos pulsos no pré-teste. Sendo assim, foi realizada uma rANOVA de
repeticdo considerando o fator ETAPA (pré-teste e poOs-teste). Em seguida as rANOVAs,
havendo efeitos ou interacdo entre os fatores significativos, foram feitas UANOVAs de menor
ordem.

Para o LT foram utilizadas uUANOVAs para a analise do percentual de alternancia e laténcia
para a primeira alternéncia espontanea.

As UANOVAS foram seguidas de testes posthoc Fisher’s Protected Least Significant
Difference (FPLSD) para comparacao entre 0s grupos experimentais. Testes t pareados foram

usados post hoc quando apropriado.
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporea

Ao longo dos experimentos, foi realizado o monitoramento da massa corporal dos
animais. Para essa analise, foi realizada uma rANOVA. Foi identificado efeito do DIA
(F10,1170=10,7; p<0,001), SEXO (F1,117=395,2; p<0,001), bem como foi verificada interacdo
DIAX SEXO (F10,1170=4,8; p<0,001) (Figuras 11 e 13). Esta diferenca relacionada ao sexo
ocorreu uma vez que os machos apresentam maior massa que as fémeas. A analise em ambos
0s sexos ndo mostrou efeitos significativos ou interagcdes com o fator GRUPO, indicando que
as exposicoes a PCP e TEL ndo produziram efeitos capazes de alterar o ganho de massa corporal

dos animais (Figuras 11 e 13).

Figura 11 - Massa corpérea dos machos.

Massa corpérea- machos
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Legenda: Grupo CT (n=15), animais que receberam injecdes de SAL; PCP (n=13), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=13), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=14), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 1mg/Kg, bem como a fenciclidina.

Fonte: a autora, 2022.
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Figura 12 - Massa corporea das fémeas.

Massa corpdrea- fémeas
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Legenda: Grupo CT (n=20), animais que receberam injecGes de SAL; PCP (n=19), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=12), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=19), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 1mg/Kg, bem como a fenciclidina.

Fonte: a autora, 2022.

4.2 Ingesta de liquido

A rANOVA identificou efeito de DIA (Fo,1053=16,8; p<0,001), o qual refletiu pequenas
variacbes na ingesta para todos 0s grupos experimentais; interacbes DIAx GRUPO
(F27,1053=1,8; p<0,01) e DIAXSEXO (Fo,1053=3,0; p<0,001). As rANOVAs de menor ordem
para cada sexo mostraram que nos machos (Figura 13), houve efeito de DIA (F6,8; 459=8,2;
p<0,001) e interacdo DIA X GRUPO (F274s50=1,7; p<0,05). Por causa desta interacdo DIA X
GRUPO, foram empregadas UANOVAs para verificar se houveram diferencas entre 0s grupos
em cada dia. Todavia, ndo foram encontradas diferengas significativas (WANOVAs Machos:
PN61: grupo: F351=2,44; p=0,075; PN68: grupo: F351=2,6; p=0,059) (Figura 12).
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Figura 13 - Ingesta de liquido dos machos.
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Legenda: Grupo CT (n=15), animais que receberam injecdes de SAL; PCP (n=13), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (h=13), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=14), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 1mg/Kg, bem como a fenciclidina. “Leak” é uma caixa sem animal, mas com uma pipeta com 4gua utilizada
apenas para verificar as eventuais perdas que todas as pipetas possam ter.

Fonte: a autora, 2022.

Nas fémeas (Figura 14) s6 foi identificado efeito do DIA (Fe594=12; p<0,001), sendo este,
associado a um ajuste no consumo nos primeiros dias do experimento em todos 0s grupos
experimentais. Esse ajuste pode ter ocorrido pela substituicdo das mamadeiras convencionais

por pipetas para oferta de liquido.

Figura 14 - Ingesta de liquido das fémeas.
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Legenda: Grupo CT (n=20), animais que receberam injecGes de SAL; PCP (n=19), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=12), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=19), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 1mg/Kg, bem como a fenciclidina; “Leak” é uma caixa sem animal, mas com uma pipeta com agua utilizada
apenas para verificar as eventuais perdas que todas as pipetas possam ter.

Fonte: a autora, 2022.



44

4.3 Ingesta de liquido corrigido pela massa corporal

Por fim, na analise do consumo corrigido pela massa corporal, a rANOVA indicou efeito
do DIA (Fo1053=14; p<0,001), do SEXO (F1,117=23; p<0,001) e interagdes DIA X SEXO
(Fo,1053=3,8; p<0,001) e DIA X GRUPO (F27,1053=1,6; p<0,05). Nos machos, além do efeito do
DIA (F9459=8,1; p<0,001), houve interacdo DIA X GRUPO (F27.459=1,8; p<0,01) (Figura 15).
Este efeito, identificado na variavel ingesta de liquido, foi mantida apos a correcdo pelo peso
corporal e pode refletir ajustes no consumo devido a troca das mamadeiras por pipetas para
oferta de liquido. As uUANOVAS de menor ordem identificaram efeito significativo somente
em PN68 houve efeito de GRUPO (F351=2,8; p=0,050). O teste posthoc mostrou que 0s grupos
PCP e PCP-Tel0.25 apresentaram maior consumo corrigido do que o grupo CT (FPLSD: CT x
PCP — p<0,05e CT x PCP-Tel0.25 —p<0,05) (Figura 14). Nas fémeas (Figura 16) s6 foi
identificado efeito do DIA.

Figura 15 - Ingesta de liquido corrigido pela massa corporea dos machos
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Legenda: Grupo CT (n=15), animais que receberam injeces de SAL; PCP (n=13), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=13), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=14), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 1mg/Kg, bem como a fenciclidina. * p <0,05 PCP, PCP-Tel0.25 e PCP-Tell vs. CT; # p <0,05 CT VS. PCP-
Tel0,25.

Fonte: a autora, 2022.
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Figura 16 - Ingesta de liquido corrigido pela massa corporea das fémeas

Ingesta de Liquido/Massa Corpdrea- Fémeas

—CT

mL/g
=
w

—pcp

PCP-Tel0.25
=—PCP-Tell

PN61 PN62 PN63 PN64 PNG5 PN66 PNG67 PNG8 PN69 PN70

Legenda: Grupo CT (n=20), animais que receberam injeces de SAL; PCP (n=19), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=12), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=19), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 1mg/Kg, bem como a fenciclidina.

Fonte: a autora, 2022.

4.4 Testes Comportamentais

441 CA

Foi realizada uma ANOVA global de repeticdo (rANOVA) com todos os fatores
envolvidos (GRUPO, SEXO e DIA). Os resultados mostraram que a atividade dos animais
variou em fungdo do GRUPO e do DIA (Dia: F2,186=4; p<0,01; Grupo: F393=7,8; p<0,001).
Portanto, foram realizadas UANOVASs para que cada dia fosse analisado separadamente.

No dia 1 (Grupo:Fs93=4,4; p=0,006) foi observado que os animais expostos a PCP, ou
seja, os grupos PCP, PCP-Tel0.25 e PCP-Tell, apresentaram maior atividade locomotora em
relacdo ao grupo CT (CTxPCP- p<0,001; CTxPCP-Tel0.25-p<0,01; CTXPCP-Tell-p<0,01).
Assim como no dia 1, no dia 2 (Fz93=7,3 p<0,001) também foi identificada hiperlocomocéo
nos grupos que receberam PCP (CTxPCP-p<0,001; CTxPCP-Tel0.25- p<0,001; CTxPCP-Tell
—p=0,001) (Figura 17). Estes resultados indicam que essa droga provocou hiperatividade e que

o0 tratamento com telmisartana ndo mitigou este efeito.
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No dia 3 (Fs93=5,8; p=0,001) também foi encontrada maior atividade locomotora
induzida pela fenciclidina, uma vez que todos 0s grupos expostos a ela apresentaram
hiperatividade em comparacdo ao grupo controle (CTxXPCP- p<0,001; CTxPCP-Tel0.25 e
CTxPCP-Tell- p<0,05) (Figura 17). Em relacdo aos animais expostos a TEL, ambos 0s grupos
PCP-Tel 0.25 e PCP-Tel1, apresentaram menor atividade locomotora em relagéo ao grupo PCP,
no entanto, a diferenca somente atingiu a significancia estatistica no grupo tratado com a maior
dose de telmisartana (PCPxXPCP-Tel1-p<0,05; PCP x PCP-Tel0.25-p=0,088 PS) (Figura 17).
Logo, a TEL mitigou o impacto provocado pela PCP na locomoc¢éo dos animais.

Testes T pareados foram realizados para verificar se existiam diferencas na atividade de
cada grupo em funcdo dos dias de teste. Foi verificado que os grupos CT e PCP-Tell
apresentaram reducdo da atividade locomotora. No grupo CT, esta reducdo ocorreu
marcadamente entre 0 1° e 0 2° e 0 1° e 0 3°dias de teste (D1xD2- p<0,001; D1xD3 - p<0,001),
enquanto no grupo PCP-Tell, a reducédo foi mais lenta, sendo significativa na comparacao entre
0 1° e 0 3° dia de teste (D1xD2 — p=0,066; D1xD3 — p=0,020). Distintamente, os grupos PCP e
PCP-Tel0.25 (Figura 17) ndo apresentaram reducdo na ambulacdo ao longo dos dias de teste.
Estes resultados sugerem que a PCP causou prejuizo na habituacdo e que a maior dose de TEL

foi capaz de reduzir o dano cognitivo.

Figura 17 - Atividade locomotora dos animais submetidos ao CA
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Legenda: Grupo CT (n=29), animais que receberam injecGes de SAL; PCP (n=30), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=21), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=31), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina. * p <0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 PCP, PCP-Tel0,25 e PCP-Tell vs.
CT; @ p <0,05, PCP-Tell vs. PCP; PS (p=0,088) PCP-Tel0.25 vs. PCP; $$$ p<0,001 D1 vs. D2: CT; & p<0,05
D1 vs. D3 PCP-Tell; &&& p<0,001 D1 vs. D3: CT.

Fonte: a autora, 2022.
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442 RO

O % Interacdo com o OE foi utilizado como medida associada a memoria declarativa
episddica dos animais. Para a anélise desta variavel, foi realizada uma rANOVA global com
os fatores envolvidos (GRUPO, SEXO e SESSAO) (Figura 18). Os resultados mostraram
que houveram variacdes na exploracdo dos objetos em funcdo da SESSAO (Sessio:
F171=37,5; p<0,001), revelando que o0s animais passaram mais tempo interagindo com o
objeto novo na segunda sessao quando comparada com a primeira. Além disso, foi realizada
uma UANOVA para que cada sessdo fosse analisada separadamente. N&o foram detectadas
diferencas significativas entre 0s grupos na 1% e na 22 sessdo. Similarmente testes T pareados
mostraram que todos 0s grupos despenderam mais tempo no objeto novo na 22 sessdo em
comparagdo com a 12 sessdo (testes T: CT p=0,000; PCP p=0,030; PCP-Tel0.25- p=0,029;
PCP-Tell —p=0,003), o que indica que nenhum grupo apresentou prejuizos na memdria

episadica.

Figura 18 - Percentual de tempo gasto com o objeto novo em cada sessao dos animais no teste
do RO
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Legenda: Grupo CT (n=31), animais que receberam injecGes de SAL; PCP (n=26), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=20), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=27), animais que foram expostos a telmisartana em uma
dose de 0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Fonte: a autora, 2022.
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443 LT

Para verificar se existem diferencas na porcentagem das alternancias como forma de
avaliar prejuizos na memoria de trabalho, foi realizada uma UANOVA cujos fatores foram
GRUPO e SEXO. A uANOVA detectou que 0s grupos experimentais apresentaram diferentes
porcentagens de alternéncias (Grupo: Fz73=6,97, p<0,001). Os grupos que receberam a PCP
associada a TEL apresentaram reducdo nas alternancias quando comparados ao grupo CT
(CTXPCP-Tel0.25 e PCP-TEL1, p<0,001), enquanto o grupo PCP apresentou reducdo préxima
a significancia em relacéo ao grupo CT (FPLSD: CTxPCP — p=0,056). Além disso, quando
comparados 0s grupos que receberam TEL com aquele que recebeu apenas a PCP, foi detectado
um menor percentual de alternancia (PCP x PCP-Tel0.25, p <0,05; PCP x PCP-Tell, p=0,056
PS) (Figura 19). Estes dados demonstram que danos cognitivos subclinicos causados pela
exposicao a PCP sdo agravados pela TEL.

Figura 19 - Porcentagem de alternancias no LT
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Legenda: Grupo CT (n=24), animais que receberam injecGes de SAL; PCP (n=24), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=25), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=24), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina. *** p<0,001 PCP, PCP-Tel0.25 e PCP-Tell vs. CT; #p <0,05, PCP-
Tel0.25 vs. PCP; PS PCP vs. PCP-Tell (p=0,056 PS); PS CT VS. PCP (p=0,056).

Fonte: a autora, 2022.

Além dos dados referentes a porcentagem de alternancias, foi realizada uma uUANOVA
para avaliar a laténcia para realizar a primeira alternancia espontanea (Figuras 20 e 21). Como

a UANOVA detectou uma interacdo entre Grupo e Sexo (Fs73=3,86, p=0,013), as analises das
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laténcias foram divididas por sexo. Em relacdo aos machos (Figura 20), a uUANOVA néo
detectou nenhuma diferenca significativa entre os grupos. J& nas fémeas (Figura 21), foi
verificado que o grupo PCP-Tel0.25 apresentou a maior laténcia para realizar a primeira
alternancia correta em relacdo grupo CT e ao grupo PCP-Tel1(CT x PCP-Tel 0.25, p <0,05;
PCP-Tell x PCP-Tel0.25, p <0,01), o que corrobora o dano cognitivo identificado na variavel

% de alternancias.

Figura 20 - Primeira alternancia correta dos machos
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Legenda: Grupo CT (n=12), animais que receberam injecdes de SAL; PCP (n=12), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=13), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=12), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina.

Fonte: a autora, 2022.
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Figura 21 - Primeira alternancia correta das fémeas
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Legenda: Grupo CT (n=12), animais que receberam injecdes de SAL; PCP (n=12), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=12), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=12), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina. * p<0,05 PCP-Tel0.25 vs. CT; $$ p<0,01 PCP-Tel0.25 vs. PCP-Tell.
Fonte: a autora, 2022.

444 EP

Para analisar a laténcia para descer da plataforma, variavel usada para avaliar
memoria/aprendizado, primeiramente foi realizada uma rANOVA cujos fatores foram
SESSAO, GRUPO e SEXO (Figura 22). A analise verificou que os animais se comportavam
de forma distinta em cada sesséo (F2,162=88,9; p<0,001), sendo esse efeito devido ao aumento
na laténcia para descer da plataforma nas sessdes 2 e 3 quando comparadas a sessao 1. Em
relacdo a esse aumento, uma interacdo Sessdo x Grupo (Fe162=2,2; p <0,05) e um efeito de
Grupo (Fz81=4,7; p <0,05) sugerem que esse aumento ndo foi homogéneo entre as sessdes e 0S
grupos experimentais. Assim, foram realizadas UANOVAs para cada uma das sessdes. Apesar
de tendéncias terem sido identificadas (Grupo: S1 - F3g1=2,6; p=0,055; S3 - F381=2,3; p=0,087),
ndo houve diferencas significativas. Esses dados indicam que a PCP ndo foi capaz de causar
prejuizos na memoria/aprendizado e que a telmisartana, em nenhuma das doses utilizadas aqui,

ndo foi capaz de influenciar esse efeito.
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Figura 22 - Laténcia para descida da plataforma em cada sesséo de EP
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Legenda: Grupo CT (n=24), animais que receberam injecdes de SAL; PCP (n=20), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=20), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=24), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina.

Fonte: a autora, 2022.

445 PPl

O percentual de inibicdo da resposta de sobressalto ao pulso por cada intensidade de
pré-pulso (%PPI) foi a variavel analisada. A rANOVA indicou que o %PPI variou em funcéo
do grupo e da intensidade de pré-pulso (Grupo: Fze4=6,7; p<0,001; Intensidade pré-pulso:
F2,188=118,4, p<0,001; Intensidade pré-pulso x Grupo: Fe 188=2,4; p <0,05) (Figura 23). Assim,
inibicdo da resposta de sobressalto devida a cada intensidade de pré pulso foi analisada. N&o
houve diferenca significativa entre os grupos no %PPI quando associado ao pré-pulso de 70dB.
Ja no %PPI associado ao pré-pulso de 75dB (Grupo: F394=9,2; p<0,001) todos os grupos
apresentaram reducdo quando comparados ao CT, mas apenas 0s grupos tratados com a TEL
atingiram a significancia estatistica (CT x PCP, p=0,055 PS; CT x TELO0,25-PCP, p<0,001; CT
X TEL-1-PCP, p <0,05). Adicionalmente, o grupo tratado com a menor dose de TEL apresentou
%PPI significativamente menor do que os grupos PCP (p <0,01) e TEL1-PCP (p <0,05),
indicando agravamento do déficit cognitivo produzido pela PCP. A analise do %PPI associado
ao pré-pulso de 80 dB (Grupo — F394=6,7; p<0,001) revelou que todos 0s grupos expostos a
PCP apresentaram percentual de inibicdo significativamente menor do que o grupo CT

(p<0,001 para todas as comparagdes), de modo que, neste caso, a TEL néo interferiu no efeito
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da PCP. Assim, além de pontualmente nos animais expostos ao pré-pulso de 75dB termos
identificado uma piora associada a menor dose de TEL, de um modo geral, as duas doses de

TEL néo foram capazes de reverter o prejuizo no filtro sensério-motor induzido pela PCP.

Figura 23 - Percentual da inibicéo pelo pré-pulso
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Legenda: Grupo CT (n=28), animais que receberam injecdes de SAL; PCP (n=27), camundongos que foram
expostos somente a fenciclidina; PCP-Tel0.25 (n=20), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose de
0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina; PCP-Tell (n=27), animais que foram expostos a telmisartana em uma dose
de 0,25mg/Kg, bem como a fenciclidina. ** p<0,01, *** p<0,001 PCP, PCP-Tel0.25 e PCP-Tell vs. CT; @ p
<0,05, PCP-Tell vs. PCP; ## p<0,01 PCP-Tel0.25 vs. PCP; PS PCP vs. CT; CTxPCP - 0,055 (PS).

Fonte: a autora, 2022.
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5 DISCUSSAO

5.1 Massa corporal

A massa corporal dos animais foi monitorada durante todo o experimento. Ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos na avaliagdo da massa corporal,
mostrando que as exposi¢des a PCP e a TEL ndo produziram efeitos capazes de alterar o ganho
de massa dos animais. Curiosamente, a literatura cientifica aponta que a administracdo de TEL
promove a reducdo da massa corporea em animais (AUBERT et al., 2010; BECKMANN et al.,
2021; HE et al., 2010; WINCEWICZ & BRASZCO, 2014). Aparentemente, a auséncia de
efeitos foi devida ao fato das doses de TEL empregadas no presente trabalho terem sido baixas
em comparagao aos estudos que demonstraram efeitos redutores da massa corporea.

Além disso, a analise mostrou que, ao longo da sequéncia experimental, os machos
apresentaram maior massa corporea em comparacdo as fémeas. Este resultado corrobora
evidéncias de que existem diferencas metabodlicas entre os sexos. O estradiol, horménio
feminino, além de seus papéis ja bem estabelecidos na literatura, também promove a regulacéo
da massa corpoérea, além de dificultar o ganho de peso (DING et al., 2017; HONG et al., 2009).
J& 0 sexo masculino, pela auséncia majoritaria deste horménio, apresenta maior propensao de
acumular massa em relacdo ao sexo feminino (HONG et al., 2009; BENZ et al., 2012).

Portanto, os resultados do presente trabalho estdo de acordo com a literatura.

5.2 Ingesta de liquido

Em roedores que apresentam hipotenséo é observado um aumento do consumo de agua
(THUNHORST et al., 2010). Como a TEL apresenta efeitos hipotensivos (WILD et al., 2019),
foi analisado o consumo de agua para quantificar diariamente, de forma indireta, se as doses
administradas aos animais impactariam a pressao arterial dos animais. Fizemos as medicGes
apesar de dados anteriores indicarem que as doses empregadas no presente trabalho néo
promovem alteragdes na pressao arterial em roedores (MOGI et al., 2008). Assim como a massa

corporea, 0 consumo de agua dos animais foi quantificado ao longo de todo experimento. Em
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ambos o0s sexos, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos, bem como néo
houve diferencas em relacdo a quanto cada grupo consumiu por dia.

Distintamente, ao corrigir a ingesta de liquido pela massa dos animais, em PN68, 0s
machos dos grupos PCP e PCP-Tel0.25 apresentaram maior consumo que o grupo CT. De
acordo com BAYORH et al., 1984; a PCP é uma droga capaz de aumentar a pressao arterial
portanto, espera-se que um animal hipertenso apresente menor consumo de agua. Todavia, isto
ndo foi o observado no presente trabalho. Além disso, animais expostos a TEL 0,25 mg/Kg
tiveram aumento no consumo em PN68. Assim como no presente trabalho, AUBERT et al.,
2010 observou em camundongos machos adultos que a TEL aumentou a ingesta de liquido.
Portanto, os resultados do presente trabalho corroboram o que normalmente é encontrado na
literatura, a qual aponta que o bloqueio do receptor AT1 promove aumento no consumo de dgua
(CULMAN et al., 1999; DAVISSON et al., 2000; LAZARTIGUES et al., 2008).

N&do é possivel afirmar que este resultado dos grupos PCP-Tel0.25, e PCP esta
relacionado a hipotensdo, uma vez que a presséo arterial ndo foi aferida. Cabe notar ainda que
o efeito identificado foi pontual, somente ocorrendo em um dos dias de medicdo. Contudo
MOGlI et al., 2008 aponta que apenas doses altas de TEL sdo capazes de alterar a pressdo arterial
e ja esta bem estabelecido na literatura que a PCP causa hipertensdo (BAYORH et al., 1984;
MALAVE et al., 1982). Assim, apesar do efeito ndo se repetir ao longo dos dias, as diferencas

encontradas sugerem a necessidade de avaliar diretamente a presséo arterial em estudos futuros.

5.3 Testes Comportamentais

531 CA

O CA ¢ um teste que possibilita a avaliacdo da atividade locomotora dos animais
(OCCHIEPPO et al., 2022). Em modelos animais de SCHZ, os animais quando sdo submetidos
ao CA apresentam hiperlocomogéo, comportamento o qual pode ser observado e relacionado
com o0s sintomas positivos do transtorno em humanos, uma vez que tanto a hiperatividade
qguanto a SCHZ tém como caracteristica a hiperativacdo das vias dopaminérgicas subcorticais
(MCCUTCHEON et al., 2020).
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No presente trabalho foi observado que a exposic¢do subcronica a PCP na dose de 2,5
mg/Kg foi capaz de gerar hiperatividade locomotora no CA. Esta alteragdo é associada a um
desequilibrio na sinalizacdo mesolimbica relacionada aos neurdnios dopaminérgicos do VTA e
envolvendo os receptores dopaminérgicos do tipo 1 e 2, que resulta em uma maior ativacéo dos
receptores D2 (MCCUTCHEON et al., 2020; KUEPPER et al., 2012). Nossos resultados
corroboram dados encontrados por DUTRA-TAVARES et al., 2021; e SPOOREN et al., 2000;
0s quais observaram que a dose da PCP empregada no presente trabalho é capaz de gerar
aumento na atividade locomotora.

Além disso, os resultados de CA do presente trabalho revelaram que a TEL,
principalmente na dose de 1 mg/Kg, promoveu a reducdo progressiva da hiperatividade
locomotora causada pela PCP, o que também foi encontrado em outros trabalhos que visaram
modular o SRA cerebral empregando IRAs para bloquear o AT1. OCCHIEPPO et al., 2022;
usando cetamina, um antagonista dos receptores NMDA e o IRA candesartana, demonstrou em
ratos, que o bloqueio de AT1 neste modelo animal de SCHZ foi capaz de reduzir
significativamente a hiperlocomocéo dos animais no teste de CA. XU et al., 2015; observou em
machos C57BL/6 que a exposicdo a TEL em uma dose de 1 mg/Kg reverteu anormalidades na
locomocgdo promovidas pela exposicdo a lipopolissacarideo. PAZ et al., 2011; verificou a
reversdo da hiperatividade locomotora em ratos, induzida pela administracdo de anfetamina,
através da exposicdo a candesartana. RAGHAVENDRA et al., 1998 investigou se a losartana
possui acdo nootropica, bem como efeito na locomocdo e também observou reducdo na
atividade locomotora de camundongos que tiveram AT1 inibido por este IRA.

Hé evidéncias de uma maior liberacdo de dopamina extracelular no estriado por meio
da ligacdo da ANG2 com seu receptor AT1 e que, nesta mesma regido do sistema nervoso
central, receptores AT1 e D2 formam heterodimeros funcionais. Além disso, foi observado que
a ativacdo de AT1 funciona como uma contra regulacdo entre a dopamina e ANG2 na regido
nigroestriatal (BROWN et al., 1996; MARCHESE et al., 2016; MARTINEZ-PINILLA et al.,
2015; VILLAR-CHEDA et al., 2010). Portanto, estes resultados de CA, apesar de se
restringirem a parte comportamental, sugerem que o bloqueio do AT1 modula a agéo das vias
dopaminérgicas subcorticais, as quais estdo em desequilibrio na SCHZ e provocam a
hiperatividade locomotora. Além disso, estes resultados apontam a necessidade de mais buscas

entre a relacédo das vias nigroestriatal e mesolimbica, SRA cerebral e SCHZ.
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532 RO

Através do RO é possivel investigar a memoria declarativa episddica em camundongos
observando se eles conseguem discriminar um objeto novo em detrimento de um familiar
(IZQUIERDO et al., 2006; EBNER & KAAS, 2015). Como individuos com SCHZ apresentam
prejuizos mnemaonicos, por meio do RO é possivel investigar se 0s animais expostos a PCP
apresentam prejuizos cognitivos analogos aos observados em humanos (QI et al., 2016).

O presente trabalho ndo encontrou em nenhum grupo experimental prejuizos
mnemonicos no indice de reconhecimento. Em contraste com este resultado, DUTRA-
TAVARES et al., 2021 observou danos cognitivos em camundongos machos adolescentes
expostos a PCP 2,5 mg/Kg submetidos ao teste de RO. Contudo, adolescentes sdo mais
sensiveis a exposicdo a PCP uma vez que a droga pode interferir em um periodo que é
importante para o desenvolvimento do sistema nervoso central (MOGHADAM et al., 2021;
STURMAN & MOGHADDAM, 2011). Portanto, considerando os resultados obtidos no
presente trabalho, é possivel afirmar que a administracdo subcrdénica da PCP na dose empregada
ndo foi capaz de gerar danos cognitivos. Varios artigos que encontraram déficits cognitivos no
RO empregaram em camundongos adultos a dose de 10 mg/Kg (GIGG et al., 2020; LI et al.,
2018; NODA et al., 2021).

Em relacdo a TEL, assim como no presente trabalho, WINCEWICZ & BRASZCO,
2014; bloqueou o AT1 por meio da administracdo de TEL 1mg/Kg em ratos e ndo observou
melhorias cognitivas no RO. JA ABDELKADER et al.,2020; verificou a reversdo dos prejuizos
mnemonicos em ratos modelados para Alzheimer através da administracdo de TEL. Por fim,
OCCHIEPPO et al., 2022; encontrou melhorias em anormalidades na memoria de ratos
modelados para SCHZ por meio do bloqueio do AT1 através da exposicao a candesartana.

Portanto, para os préximos experimentos, é importante que a dose da PCP seja
modificada para a qual promoveu nos modelos animais as diferengas comportamentais
observadas em pessoas com SCHZ, bem como para que seja avaliada com maior precisédo 0s

efeitos da associagdo da TEL com a PCP.
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533 LT

Além das disfuncbes relacionadas & memoria declarativa pacientes com SCHZ
apresentam severas disfungdes relacionadas & memoria de trabalho (LETT et al., 2014). Em
modelos animais para SCHZ, € possivel avaliar a existéncia deste tipo de prejuizo mnemaénico
através do LT, o qual examina a memoria de trabalho através da analise das alternancias
espontaneas que os animais fazem nos bragos-alvo deste equipamento (STEWART et al.,2011;
TANILA, 2018).

Embora a dose de PCP utilizada nesse estudo tenha provocado uma reducdo no % de
alternancias em relacdo ao grupo CT, esse efeito ndo alcangou significancia. Portanto, a dose
foi subeficaz, em provocar danos na variavel associada a memoria de trabalho. Assim como no
presente trabalho, TADMOR et al., 2018 verificou em machos adultos da linhagem ICR que a
administracdo subcrénica da PCP em uma dose de 5 mg/Kg foi ineficaz em gerar danos
cognitivos. Distintamente, trabalhos que modelaram a SCHZ em camundongos adultos com
PCP e realizaram o LT observaram prejuizos na memoria de trabalho. CASTANE et al., 2015
observou em machos adultos da linhagem C57BL/6 que a exposicdo a PCP 10 mg/Kg por 10
dias provocou reducdo significativa das alternancias espontaneas no LT. ZIMNISKY et al.,
2013 observou em machos adultos da linhagem C57BL/6 que a exposi¢do subcronica a PCP na
dose de 1 mg/Kg provocou alteracdes comportamentais no LT.

Estudos recentes que realizaram o blogueio do AT1 por meio da TEL em roedores
observaram melhorias na memoria de trabalho no Labirinto em Y, o qual é um teste para
memoria de trabalho cujo protocolo é muito similar ao LT (SHARMA & RAKOCZY, 2010).
WASHIDA et al., 2010 observou em camundongos machos adultos que a dose de 1 mg/Kg de
TEL promove melhorias na memoria operacional no teste do Labirinto em Y em um modelo
animal de deméncia. Outros trabalhos modelaram a deméncia em ratos, empregaram a TEL
como tratamento e observaram reversdao nos prejuizos da memoria operacional (ABO-
YOUSSEF et al., 2020; KHALIFA et al., 2020).

Além destes estudos que empregaram a TEL, outros trabalhos observaram no Labirinto
em Y resultados similares devido ao bloqueio do AT1. VASCONCELOS et al., 2021; verificou
reversdo dos déficits mnemdnicos de camundongos modelados para SCHZ através da
administracdo subcrénica de candesartana. Em outro estudo envolvendo deméncia, também foi
verificado em ratos melhora cognitiva devido ao bloqueio do AT1 (ALZAHRANI et al., 2020).
Um estudo avaliou no modelo animal de Alzheimer que o bloqueio do AT1 por meio da
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losartana e o bloqueio da ECA pelo captopril ou raptopril sdo capazes de reverterem as
anormalidades na memoria de trabalho desses camundongos (ABABEI et al., 2019). Por fim,
foi observado em machos adultos da linhagem C57BL/6 modelados para deméncia que a
exposicdo a TEL em uma dose de 1mg/Kg foi capaz de reverter déficits cognitivos (WASHIDA
et al., 2010). Em contraste com estes trabalhos, os resultados do presente estudo demonstram
que camundongos expostos a PCP e TEL em ambas as doses, apresentaram déficits
mnemonicos. Além disso, 0s animais expostos a PCP e TEL na dose de 0,25mg/Kg ainda
tiveram a maior laténcia para realizar a primeira alternancia. Portanto, sdo necessarios novos
estudos para verificar como a PCP influencia na agdo da TEL, uma vez que no presente trabalho
foi observada uma piora na cognicao, enquanto em trabalhos que empregam outras drogas em

associacdo a outros IRA sao verificadas melhorias mnemonicas.

534 EP

O teste de EP proporciona a avaliacdo de memorias de curto e/ou longo prazo através
do condicionamento pelo medo (SWEATT, 2010; WEERA et al., 2020). Os resultados do EP
do presente trabalho ndo apontaram diferencas significativas entre os grupos em relacdo a
laténcia para descer da plataforma. Em contraste, trabalhos recentes que modelaram a SCHZ
através da cetamina observaram danos cognitivos no EP, avaliada através do “‘step-down”, que
foi 0 mesmo método empregado no presente trabalho (FARAHMANDFAR et al., 2016 e
YADAV et al., 2018).

Outros estudos que modelaram SCHZ e empregaram a PCP também observaram danos
cognitivos no EP, todavia na variagao “step-throught”. MALIKOWSKA et al., 2017 observou
em machos adultos da linhagem CD-1 que as doses da PCP de 1, 3 e 6 mg/Kg administradas de
forma aguda 30 min antes do teste, geraram déficits cognitivos no EP. ADEM et al., 2019
utilizou machos adultos da linhagem C57BL/6 e demonstrou que doses baixas da PCP, 0,5, 1,
2 e 3mg/Kg administradas de forma aguda s&o capazes de promover danos cognitivos em
camundongos machos adultos no EP. Como o presente trabalho administrou a PCP de forma
subcronica, bem como realizou o EP na versao “step-down”, sdo necessarios mais estudos que
utilizaram doses subcrénicas da PCP para uma comparagdo mais precisa com nossos resultados.

Em relagdo ao bloqueio do AT1, em contraste com nossos dados, alguns trabalhos
observaram no EP melhorias cognitivas. RAGHAVENDRA et al., 1998 observou no EP cuja
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versao usada foi a “step-down”, que o blogueio do AT1 por meio da exposi¢do de camundongos
a losartana promoveu melhorias cognitivas tanto em condi¢des basais, quanto em associacdo a
escopolamina, droga capaz de gerar déficits na memoria e aprendizagem. WINCEWICZ &
BRASZCO, 2014 analisaram no EP, na variacao “step-throught ”, que a administracdo de TEL
1mg/Kg em ratos expostos ao estresse cronico foi capaz de reverter os déficits cognitvos
gerados pelo estresse. Estes dados apontam que sdo necessarios mais estudos com a associagao
da PCP com IRA para verificar de forma precisa a acdo destes inibidores sobre os deficits

causados pela PCP.

5.35 PPI

O PPI é um comportamento observado em mamiferos e se trata de um mecanismo do
sistema nervoso central que possui a funcdo de escolher quais estimulos sensdrio-motores
devem receber maior atencdo (SATO, 2020). Assim, o PPI funciona como uma medida da
integridade do filtro sensério-motor (SATO, 2020). Uma forma de se avaliar o PPl é pela
medicdo de uma resposta de sobressalto causada por um estimulo sonoro forte (pulso) quando
este é precedido por um estimulo de menor intensidade (pré-pulso). Espera-se que, quando o
filtro esta integro, ocorra inibicdo da resposta de sobressalto causada pelo pulso devido a
exposicao prévia ao pré pulso. As alteracdes neuroldgicas observadas na SCHZ séo capazes de
prejudicar a eficacia do pré-pulso para a reducdo do reflexo de sobressalto. Logo, quando
expostos a este tipo de avaliagdo, pacientes com SCHZ apresentam danos relacionados a esta
habilidade em comparagdo com individuos controle (GRILLON et al., 1992; GEYER et al.,
2001). Logo, déficits no PPI sdo considerados um endofenétipo para a SCHZ (BRAFF et al.,
2007).

No presente trabalho foi observado que a administracdo da PCP na dose de 10 mg/Kg
promoveu prejuizos no filtro sensério-motor, principalmente no pré-pulso de 80 dB. DUTRA-
TAVARES et al.,2021 também observou este deficit do PPI no pre-pulso de 80 dB ao fazer o
teste em camundongos adolescentes empregando PCP 10 mg/Kg, enquanto TSIVION-
VISBORD et al.,2021 identificou tais déficits em camundongos adultos modelados para SCHZ
empregando PCP 10 mg/Kg, nos pré-pulsos de 69 e 73 dB. Adicionalmente ao que foi visto em

animais, estes déficits no PPl também s&o vistos em humanos com SCHZ (FERNANDEZ-
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ESPEJO et al., 2009; TAKAHASHI & KAMIO, 2018), o que valida os resultados do presente
trabalho.

Ja a exposicdo a ambas as doses de TEL prejudicou o filtro sensério motor, sendo a dose
de 0,25 mg/Kg a promotora de maiores danos. A literatura ndo apresenta unanimidade quanto
a relacdo do SRA cerebral com o PPl. VAN DEN BUUSE et al., 2005; observou em
camundongos que a ECA desempenha papéis significativos para o PPl uma vez que modula o
sistema dopaminérgico no nudcleo acumbente. Em contraste com o estudo supracitado,
MARTIN et al., 2008 demonstrou em camundongos que a inativacdo da ECA néo interfere no
PPI, tampouco na modulacdo do sistema dopaminérgico. Ja VASCONCELOS et al., 2021
reverteu os danos no filtro sensério-motor em camundongos modelados para SCHZ por meio
do blogueio do AT1, o que ndo foi observado no presente trabalho. Portanto, estes dados
apontam que ainda séo necessarios mais estudos para esclarecer quais os efeitos da modulacéo

do SRA cerebral sob os déficits do PPl em um modelo animal de SCHZ.
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CONCLUSAO

A exposicdo repetida a TEL em associacdo com a PCP é capaz de mitigar a
hiperlocomocéo observada em camundongos adultos modelados para a SCHZ.

Como indicado pelos resultados de habituacdo ao OF, o dano na aprendizagem néo-
associativa causada pelo PCP foi parcialmente revertido pela TEL.

A exposicdo a PCP e a TEL ndo tiveram impacto na memoria episddica.

A associagdo entre PCP e a TEL, principalmente na menor dose, pode gerar piora nos
déficits relacionados a memoria de trabalho, bem como na inibicdo pelo pré-pulso dos
animais.

Assim, nossos resultados indicam que a TEL pode ser um farmaco promissor para o
tratamento de sintomas positivos da SCHZ bem como prejuizos cognitivos na
aprendizagem nao-associativa, no entanto, esta pode agravar déficits na memoria de
trabalho e no filtro sensério-motor. Juntos, nossos dados demonstram gque mais estudos

se fazem necessarios para entender a participacdo do SRA na SCHZ.
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