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RESUMO
MODELO DE ESQUIZOFRENIA INDUZIDO PELO PRIMING DE RECEPTORES
D2: INFLUENCIA DO SEXO E DO ESTRESSE PERIPUBERAL

A esquizofrenia € um transtorno mental grave, crénico e incapacitante que afeta o
pensamento, percepgéo e comportamento do individuo acometido. E um transtorno poligénico
com contribuicbes de fatores desenvolvimentais e ambiental. Um dos principais achados
fisiopatologicos em pacientes com esquizofrenia é o aumento da sensibilidade do receptor de
dopamina D2, sem alteracdo na densidade desses receptores. Para um melhor entendimento da
heterogeneidade e complexidade dos sintomas da esquizofrenia, é necessario desenvolver
modelos experimentais com maior validade translacional. O objetivo do presente estudo foi
investigar a influéncia do sexo e do estresse peripuberal em um modelo de esquizofrenia
induzida pelo priming de receptores D2 em camundongos. Camundongos Swiss machos e
fémeas foram tratados com quinpirole (QNP 1 mg/kg; i.p.) durante os dias p6s-natais (DPN) 3
ao 13. Seguidos de exposicdo a eventos estressante na infancia (DPN 22-30). Os animais
foram divididos nos seguintes grupos: salina (Sal); QNP; salinatestresse na infancia (EST);
QNP+EST para animais machos e fémeas. No DPN 60 os animais foram submetidos aos
testes de comportamento de campo aberto, labirinto em cruz elevado, sociabilidade e
preferéncia por novidade social e inibi¢do pré-pulso. Apos a realizacao dos testes, as areas do
cortex pré-frontal, hipocampo e estriado foram dissecadas para analise dos niveis de
monoaminas. Os resultados mostraram que os animais machos e fémeas quando submetidos
ao priming de receptor D2 apresentaram hipolocomocdo quando comparados aos controles.
Apenas 0s machos expostos ao estresse na infancia apresentaram um aumento da atividade
locomotora quando comparado aos animais controle. A sensibilizagdo por QNP afetou a
atividade exploratoria nas fémeas em relacdo ao grupo salina. O priming de receptor D2 néo
alterou o perfil de comportamento estereotipados de self-grooming em ambos 0s sexos.
Somente no grupo dos machos houve uma diminuicdo desses comportamentos quando
expostos ao estresse somado ao priming de D2. Ambos os sexos, 0s animais tratados com
QNP neonatal apresentaram um aumento na defecacdo comparado com o0s grupos salina. As
fémeas apresentaram um perfil de hipolocomoc¢édo e aumento de defecagéo, sugerindo que as
fémeas submetidas ao priming de D2 apresentam um aumento na resposta emocional. Além
disso, os animais submetidos ao priming de D2 apresentaram menos comportamento tipo-
ansioso (machos mais que as fémeas). Ambos se demonstraram menos sociaveis e com déficit
de IPP. Quando expostos tanto ao priming de receptor D2 quanto estresse na infancia, os
animais nao apresentaram o mesmo conjunto de alteracbes ou uma exacerbacdo dos mesmos.
A fémeas continuaram apresentaram hipolocomo¢do (0s machos uma menor atividade
exploratdria). As fémeas apresentaram menor sociabilidade e déficits de memdria social,
enquanto os machos ndo apresentaram déficit social. Ambos néo apresentaram déficits de IPP.
O priming de receptor D2 produz um aumento de dopamina estriatal. Em conjunto, nossos
achados sugerem que o priming de receptor D2 induz alteracbes comportamentais
semelhantes a esquizofrenia quando adultos e houve uma influéncia do sexo. As fémeas
apresentaram um perfil mais semelhante ao componente afetivo da esquizofrenia. Os machos
submetidos ao priming de receptor D2 e exposto aos eventos estressantes na infancia
apresentam sintomas tipo-esquizofrenia, enquanto as fémeas n&o apresentaram. Faz-se
necessario a idealizacdo de experimentos adicionais para se avaliar 0s mecanismos
neurobiologicos alterados utilizando-se este modelo animal.

Palavras-chave: esquizofrenia; quinpirole; receptor D2; estresse; neurodesenvolvimento.



ABSTRACT
MODEL OF SCHIZOPHRENIA INDUCED BY DOPAMINE D2 RECEPTORS
PRIMING: INFLUENCE OF SEX AND PERIPUBERTAL STRESS

Schizophrenia is a severe and chronic mental disorder that affects the thinking, feeling
and behavior of the patients. Characterized as a complex syndrome with a combination of
heterogenous symptoms, is widely acknowledged to be a polygenic disorder with
developmental and environmental factors mediating the probability of becoming a
schizophrenic. One of the major pathophysiological findings in patients with schizophrenia is
the increased sensitivity of the dopamine D2 receptor, with no change in the density of these
receptors. Postnatal exposure to psychological trauma is a risk factor for developments in
psychiatric disorders such as schizophrenia. Consistent evidence from several studies has
identified childhood trauma as a putative risk factor for the development of schizophrenia. For
a better understanding of the heterogeneity and complexity of the symptoms of schizophrenia,
it is necessary to develop experimental models with greater translational validity. We aimed
to investigate the behavioral and neurochemical changes in adult mice submitted to D2
receptor priming induced by neonatal quinpirole administration in addition to exposure to
childhood stressful events. Male and female Swiss mice were treated with quinpirole (QNP 1
mg / Kg; i.p.) during the postnatal day (PND) 3 to 13. Following exposure to stressful events
in childhood (PND 22-32). The animals were divided into the following groups: saline (Sal);
QNP; saline + stress in childhood (EST); QNP + EST for both male and female animals. In
the DPN 50 the animals were submitted to tests of open field, elevated plus-maze, sociability
and preference for social novelty and pre-pulse inhibition. After the tests were performed, the
areas of the prefrontal cortex, hippocampus and striatum were dissected for analysis of the
levels of monoamines. The results showed that the male and female animals submitted to D2
receptor priming presented hypolocomotion when compared to controls. Only males exposed
to stress in childhood showed an increase in locomotor activity when compared to control
animals. Sensitization by QNP affected the exploratory activity in females in relation to the
saline group. The D2 receptor priming did not alter the stereotyped behavior profile of self-
grooming in both sexes. Only in the group of males was there a decrease in these behaviors
when exposed to stress added to the priming of D2. Both sexes, animals treated with neonatal
QNP showed an increase in defecation compared to saline groups. The females showed a
profile of hypolocomotion and increased defecation, suggesting that females submitted to D2
priming showed an increase in emotional response. In addition, animals submitted to D2
priming showed less anxiety-like behavior (males than females). Both were less sociable and
had a PPI deficit. When exposed to both D2 receptor priming and childhood stress, the
animals did not present the same set of changes or an exacerbation of the same. The females
continued to exhibit hypolocomotion (the males had a lower exploratory activity). Females
presented lower sociability and social memory deficits, while males did not present social
deficit. Both had no PPI deficits. Taken together, our findings suggest that D2 receptor
priming induces behavioral changes like schizophrenia when adults and there was an
influence of gender. The females presented a behavioral profile similar to the affective
component of schizophrenia. Males subjected to D2 receptor priming and exposed to stressful
events in childhood presented schizophrenia-like symptoms, while females did not present. It
Is necessary to perform additional experiments to evaluate the neurobiological mechanisms
studying this animal model.

Keywords: schizophrenia; quinpirole; D2 receptor; stress; neurodevelopment.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esquizofrenia

DescricOes sobre a loucura, no seu sentido mais amplo — como um comportamento
incontrolével, ininteligivel e irracional — podem ser encontradas na Biblia, na Mesopotamia,
Grécia, Literatura Latim e, também, em escrituras de varias culturas orientais (ELLARD,
1987; HALDIPUR, 1984; SCODEL, 1996). Os desafios acerca da esquizofrenia ndo estdo
limitados as causas da doenca, mas também das origens historias desse transtorno. A historia
da esquizofrenia é um quebra-cabeca. Distor¢cdes graves do pensamento e dos sentimentos
podem definir esquizofrenia, sendo um dos transtornos mentais mais sérios e incapacitantes.
Os critérios de diagndstico atuais especifica uma desordem que pode ser diretamente
relacionada com as descri¢Ges clinicas detalhadas de Kraepelin e Breuler no final do século
XIX (HEINRICHS, 2003). Entretanto, os relatos de Haslam e Pinel sdo comumente
considerados como 0s casos mais antigos de esquizofrenia da literatura médica e psiquiatrica
(GOTTESMAN; I.; GOTTESMAN, 1991).

Em contraste, relatos historico mostram que doencas semelhantes ao diagnostico atual
de esquizofrenia sempre esteve presente ao longo de varios periodos histéricos e diferentes
culturas (TURNER, 1992). Antes do conceito introduzido na literatura psiquiatrica por
Kraepelin em 1893, existiam relatos médicos, biogréaficos, religiosos sobre o que se conhecia
na época como “loucura” que ndo distinguiam a esquizofrenia de outros tipos de insanidade

(GORDON, 2013).

Considerando dementia praecox (deméncia precoce), as suas definicdes e delimitacbes
clinicas tem mudado ao longo desse século, sendo sua etiologia e fisiopatologia ainda elusiva
(TANDON et al., 2013). Apesar de atualmente existir um diagnostico definido confidvel, a
esquizofrenia essencialmente permanece sendo uma ampla sindrome clinica definida por
relato de experiéncias subjetivas (sintomas), perca de funcdo, incapacitante (prejuizos

comportamentais) e uma progressdo com padrao variavel (JABLENSKY, 2010).

Até o presente momento o melhor entendimento sobre esse transtorno, é que a
esquizofrenia apresenta uma expressao fenotipica variavel e pouco compreendida, com uma

etiologia complexa, envolvendo uma forte contribuicdo genética (variando entre 60-80%),
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assim como, fatores ambientais e sua interacdo com a susceptibilidade genética
(JABLENSKY, 2010; SALLEH, 2004).

1.2 Aspectos epidemioldgicos atuais da esquizofrenia

A esquizofrenia estd entre as principais doencas incapacitantes e com impacto
negativo na economia, sendo classificada pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS) uma
das principais 10 doencas com maior impacto para saide mundialmente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008). Esse transtorno tem ocorréncia distribuida por todo o globo. A
prevaléncia da esquizofrenia na populacdo mundial é estimada em 1% internacionalmente. E
sua incidéncia, ou seja, 0 nimero de casos novos anualmente, gira em torno de 1,5 por 10.000
habitantes. Todavia, existem variabilidade populacional associada com endogamia
(MCGRATH et al., 2008).

O inicio precoce e a tendéncia a cronicidade da esquizofrenia fazem com que ela seja
uma desordem de prevaléncia relativamente alta (AYANO, 2016). Frequentemente o inicio
dos sintomas desse transtorno ocorro durante adolescéncia; o inicio durante a infancia ou
tardio (ap6s 45 anos) sao raros (GIBSON et al., 2014). A esquizofrenia precoce, definida
como ocorrendo antes dos 18 anos de idade, e a esquizofrenia infantil, antes dos 13 anos,
compartilham os mesmos sintomas de diagnoéstico com a esquizofrenia de inicio adulto, mas
seus prognosticos e comorbidades diferem. Ainda ndo esta claro por que o transtorno de inicio
precoce frequentemente tem sintomas mais severos (DRIVER; GOGTAY; RAPOPORT,
2013).

No geral a incidéncia € maior no sexo masculino do que no feminino (MCGRATH et
al., 2004), com uma razdo de 1,4:1 (KRABBENDAM; ALEMAN, 2003). As mulheres
tendem a ter um diagnéstico mais tardio ao longo da vida que o homem. A idade média de
inicio é entre 18-25 para 0os homens e entre 25-35 para as mulheres, com um segundo pico
ocorrendo perto da menopausa (ABEL; DRAKE; GOLDSTEIN, 2010). Alguns indicios
mostram que o prognastico € pior para homens (USALL et al., 2003).

A esquizofrenia esta associada com problemas sociais, econémicos e, primariamente,
de saude. Esta alencada como uma das 15 principais causas de disabilidade ao redor do
mundo (VOS et al., 2017). Os individuos com esquizofrenia tém um risco aumentado de
morte prematura em relacdo a populacdo geral. Nos Estados Unidos, a idade média de
mortalidade dos pacientes com esquizofrenia gira em torno de 28,5 anos. A ocorréncia de
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comorbidade como doenca cardiovascular, doenca hepética e diabetes, sdo fatores que
contribuem para a mortalidade prematura entre esses pacientes (SIMON et al., 2018;0LFSON
et al., 2015). Uma estimativa de 4,9% dos individuos com esquizofrenia morrem por suicidio,
uma taxa maior que a populacdo em geral, tendo esse risco aumentado nos primeiros anos da
doenga (PALMER; PANKRATZ; BOSTWICK, 2005).

1.3 Sintomatologia da esquizofrenia

A esquizofrenia € um transtorno mental grave e cronico que afeta o pensamento,
sentimento e comportamento do individuo acometido. Individuos com esquizofrenia parecem
perder o contato com a realidade. Caracterizada como uma complexa sindrome com uma
combinacdo de sintomas heterogénios (KAHN et al., 2015). Os sintomas que caracterizam a
esquizofrenia, mas ndo exclusivos, podem ser divididos em categorias como “positivos”,
“negativos” e “cognitivos” (Figura 1). Sintomas “positivos” sdo caracterizados por
comportamentos e pensamentos que ndo sdo normalmente presentes, como, por exemplo,
psicoses recorrente, alucinagfes e discurso e comportamento desorganizados. Além desses
sintomas, a sindrome amotivacional ¢ caracterizada por sintomas ‘“negativos”, os quais
incluem déficit social, embotamento afetivo, anedonia (a inabilidade de sentir prazer) e
energia ¢ iniciativa diminuidas. Por sim, os sintomas “cognitivos” sdo expressos como uma

vasto conjunto de disfuncdes cognitivas (KAHN et al., 2015).

Figura 1 Sintomas da esquizofrenia

Sintomas “positivos” § Sintomas “negativos” | Sintomas cognitivos

Sintomas aberrantes: Sintomas deficitarios: Prejuizo cognitivo
Indicam que os individuos Refletem a auséncia de generalidado

perderam a ligagdo com a caracteristicas normais. Anormalidades de
realidade pensamentos e habilidades

Alucinacdes Anedonia » Aprendizado

llusdes Associabilidade * Memoria
Pensamento e Apatia » Cognigéo social

Discursos Avolicao
desorganizados

Figura representando as classificagdes dos sintomas da esquizofrenia. Fonte: préprio autor.
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O conceito de um continuum ou spectrum de fendtipos relacionados a esquizofrenia
origina-se nas observacdes de diferentes transtornos que tendem a ser classificados em um
grupo transtornos relativos clinicos semelhantes a individuos com esquizofrenia
(SULLIVAN, 2005). Quando se considera as primeiras investigagdes sobre a categorizacdo
dos sintomas da esquizofrenia, o conceito de “enfraquecimento” geral de processos neuronais
que resultam em um “defeito” ou “imperfeicdo” no funcionamento neuronal foi considerando
como o pilar da dementia praecox de Kraepelin. Cujo principais estudos sugeriram que 0s
precursores de “defeitos neuronais” podem ser detectados no inicio da doenca, ocorrendo
simultaneamente com sintomas “produtivos” ou “aflorados” (ADITYANJEE et al., 1999). A
partir dos anos 1970, os termos como sintomas ‘“produtivos” e “defeituosos” foram
substituidos por sintomas “positivos” e “negativos”, respectivamente (STRAUSS;
CARPENTER; BARTKO, 1974).

Os sintomas “positivos” compreendem alucinagdes (vozes que conversam com ou
sobre o0 paciente), ilusdes (por exemplo, paranoia) e distdrbio do pensamento. Esses sintomas
sdo principalmente tratados pelos antipsicoticos “tipicos” (ROSS et al., 2006). Muitos
pacientes com esquizofrenia apresentam os sintomas ‘“negativos”, que incluem reacdo e
expressdo emocional diminuida (embotamento afetivo), reducdo do interesse e das interacdes
sociais (associabilidade), reducdo da capacidade de sentir prazer (anedonia), disfuncdo da
comunicacdo (alogia) e reducdo do desejo, da motivacédo e da persisténcia (apatia ou avoli¢ao)
(BLANCHARD; COHEN, 2006). Os sintomas “negativos” podem ser mais debilitantes ¢

Menos responsivos aos tratamentos.

Os sintomas “cognitivos” s3o considerados entidades distintas dos sintomas
“negativos”, apesar de haver de sobreposicdo entre 0s conceitos. A esquizofrenia é
caracterizada por um prejuizo cognitivo generalizado. Os principais dominios cognitivos
disfuncionais na esquizofrenia séo a atencdo ou vigilancia, velocidade de processamento de
informacBes, memoria de trabalho, aprendizado e memoria verbal, memoria e aprendizado

virtual, resolucéo de problemas e cognicéo social (KAHN; KEEFE, 2013).
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1.4 Neurobiologia da Esquizofrenia

A esquizofrenia € um transtorno poligénico com fatores desenvolvimentais e
ambientais mediando a probabilidade de um individuo em se tornar esquizofrénico (LEWIS;
LIEBERMAN, 2000). Esse transtorno € altamente hereditario (taxa de hereditariedade de
0,8), entretanto a genética e a interpretacdo dos estudos genéticos sao complexas e dificeis.
Contudo, atualmente, os avangos nas analises fenotipicas, neuroimagem, genética, epigenética
e patologia molecular formam a base para compreensdo da neurobiologia e fisiopatologia da
doenga. (ROSS et al., 2006). A esquizofrenia pode ser entendida, a0 menos em parte, como
um transtorno sutil do desenvolvimento do cérebro, que pode superar os fatores genéticos da
doenga (ARNOLD; TALBOT; HAHN, 2004; RAPOPORT; GIEDD; GOGTAY, 2012).
Assim como, um papel etioldgico de mutacGes e polimorfismos em uma por¢do de genes nos
sintomas e subtipos da doenca (CHEN; LIPSKA; WEINBERGER, 2006; CRADDOCK;
OWEN; O’DONOVAN, 2006).

Estudos de neuroimagem permitiram investigar a funcdo e estruturas das vias
neuronais implicadas na esquizofrenia. As principais anormalidades encontradas incluem
alargamento do terceiro ventriculo e do lateral; reducdo do volume do lobo temporal médio
(formacdo hipocampal, giro parahipocampal); reducdo do volume do giro temporal superior.
Além de reducdo do volume do lobo frontal, particularmente as regifes do pré-frontal e
orbito-frontal e anormalidades do lobo parietal. Também sdo evidentes anormalidades no
talamo, corpo caloso, nacleos basais (ANTONOVA et al., 2004; HONEA et al., 2005).

A compreensdo da neurobiologia da esquizofrenia avancou no dltimo século,
evoluindo da teoria etiologica unicausal para modelos mais complexos (ARARIPE NETO;
BRESSAN; BUSATTO FILHO, 2007). Sendo relacionada, mas ndo limitada a: i) alteragdes
nos sistemas neurotransmissores, tais como dopaminérgicos e glutamatérgicos (BUCKLEY;
STAHL, 2007); ii) alteracGes nas neurotrofinas (FAVALLI et al., 2012); iii) desequilibrio
oxidativo (ZHANG et al., 2010) e iv) alteragdes em Oxido nitrico (ON) (BERNSTEIN;
BOGERTS; KEILHOFF, 2005).

Achados neuropatoldgicos e neuroanatdmicos em pacientes com esquizofrenia
propuseram que o surgimento de disfuncdo da organizagdo estrutural durante o
desenvolvimento cerebral precoce ocorre devido uma maturacao sinéptica alterada no periodo

pos-natal (BAYER et al.,1999). Muitos estudos mostram a associacdo entre a incidéncia de
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processos inflamatorios durante o periodo vulneravel de desenvolvimento do SNC e o risco

aumentado de desordens psiquiatricas como a esquizofrenia (TEJKALOVA et. al., 2012).

Vaérias hipoteses, incluindo hipofuncdo glutamatérgica, déficit gabaérgico, niveis de
dopamina alterados e prejuizos neurodesenvolvimentais tém sido propostas para contribuir
para a fisiopatologia da esquizofrenia (VAN OS; KAPUR, 2009). Evidéncias clinicas e
experimentais sugerem uma teoria neurodesenvolvimental da esquizofrenia, esta postula que
anormalidades no desenvolvimento neuropsicomotor precoce é uma possivel causa da doenca
(MURRAY; LEWIS, 1987; WEINBERGER, 1987). Durante o periodo pré-natal o feto esta
altamente sensivel aos efeitos nocivos induzidos por insultos ambientais que podem levar a

alteracdes bioldgicas persistentes ao longo da vida do individuo (MEYER, 2014).

Atualmente ha estudos que demonstram anormalidades neurodesenvolvimentais em
pacientes com esquizofrenia: reducdo do volume de neurdpilo do cortex cerebral sem perca
neuronal aparente (SELEMON; GOLDMAN-RAKIC, 1999). Estudos neuropatoldgicos,
imunohistoquimicos, e estruturais sugerem a ocorréncia de déficits qualitativos e quantitativos
no processo neuronal e conectividade sinaptica na esquizofrenia (GLAUSIER; LEWIS,
2013).

1.5 Neurobiologia da dopamina na Esquizofrenia

A hipétese dopaminérgica da esquizofrenia foi inicialmente baseada nos estudos de
Arvid Carlsson (CARLSSON et al.,, 2001; CARLSSON; LINDQVIST; MAGNUSSON,
1957; CREESE; BURT; SNYDER, 1976; SNYDER et al., 1970). Estudos post-mortem de
pacientes com Esquizofrenia geram suporte para a hipdtese de alteracdes de varios
neurotransmissores como, dopamina, glutamato, serotonina e GABA (HOWES et al., 2013;
SELVARAJ et al., 2014). A analise com marcadores moleculares da funcdo dopaminérgica no
post-mortem de pacientes reportam que hd uma expressdao aumentada na populacdo de

receptores de dopamina no corpo estriado (KAALUND et al., 2014).

Evidéncia farmacoldgicas sugerem que farmacos dopaminomimeticos induzem
estados de paranoia e comportamento bizarro, enquanto farmacos dopaminoliticos sdo bons
agentes antipsicoticos (ROSS et al.,, 2006). Estudos de ativacdo regido-especifico por
neuroimagem molecular funcional tém revelado que h& um aumento da recaptagdo de

dopamina no estriado em individuos com esquizofrenia, psicose ou em estado prodrémico;
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além disso, esse aumento de recaptacdo pré-sindptica de dopamina esté ligado com a atividade
do pré-frontal (FUSAR-POLI et al., 2013; MEYER-LINDENBERG et al., 2002).

A hipotese dopaminérgica da esquizofrenia foi proposta na década de 60 quando o
primeiro antipsicotico, clorpromazina, tratou com sucesso 0s sintomas “positivos” de
pacientes esquizofrénicos. A hipdtese da hiperatividade dopaminérgica baseia-se em
evidéncias de que neurolépticos que antagonizam receptores de dopamina (DA) do tipo D2,
0s quais sdo pertencentes a classe dos receptores acoplados a proteina G, sdo eficazes no
tratamento de sintomas “positivos” (CARLSSON; LINDQVIST, 1963). Além disso, farmacos
gue aumentam a atividade da dopamina, como anfetaminas, pioram 0s sintomas positivos da
esquizofrenia (ANGRIST; KAMMEN, 1984)

A neurotransmissdo dopaminérgica no Sistema Nervoso Central é mediada por cinco
principais vias (Figura 2), que sao: (a) A via nigroestriatal, com os corpos celulares na
substancia nigra pars compacta (SNc) e as projecdes dopaminérgicas vdo para o estriado
dorsal; (b) A via mesolimbica, com fibras que se projetam da area tegmentar ventral (ATV)
para o estriado ventral, o que inclui o nicleo accumbens, o ndcleo caudado e estruturas do
sistema limbico como o hipocampo e a amigdala (LUO; HUANG, 2016); (c) a via
mesocortical que tem projeces da ATV para o coértex pré-frontal; (d) a via
tuberoinfundibular, cujas fibras nervosas se projetam do hipotalamo para a hipéfise anterior; e
(e) a via incerto-hipotalamica, caracterizada como projecdes curtas que saem da zona incerta
para o0 hipotadlamo. Acredita-se que essa via tenha um papel no comportamento sexual
(ALBANESE; ALTAVISTA; ROSSI, 1986; SITA; ELIAS; BITTENCOURT, 2007).
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Figura 2 Vias dopaminérgicas e suas regides especificas
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As cinco principais vias dopaminérgicas cerebrais. a) via dopaminérgica nigro-estriatal; b) mesolimbica; c)
mesocortical; d) tuberoinfundibular; €) incerto-hipotalamica. Abreviaturas: DLPC - cortex pré-frontal
dorsolateral; VMPFC - cdrtex pré-frontal ventro-medial. (STAHL, 2014)

Nessa teoria dopaminérgica acredita-se que o0s sintomas “positivos” da doenca
ocorrem como resultado da hiperfuncdo dopaminérgica no corpo estriado (ABI-DARGHAM,;
MOORE, 2003), enquanto 0s sintomas “negativos” e déficits cognitivos ocorrem devido a
uma diminuicdo de dopamina pré-frontal provavelmente causada por uma hipofuncao
glutamatérgica (ANDREASEN et al., 1999). Esses fatores sdo resultantes de um desequilibrio
entre o sistema dopaminérgico cortical e subcortical que séo relacionados funcionalmente via

sistema glutamatérgico, sugerindo que sua disfuncdo poderia também precipitar sintomas
psicoticos (WARDAS et al., 2003).

Tem sido proposto que pacientes com esquizofrenia apresentam um déficit funcional
de dopamina no cortex pré-frontal. Uma consideracdo sobre a disfungcdo dopaminérgica nesse
transtorno é a relagdo oposta entre liberagdo de dopamina no estriado e o cortex pré-frontal.

Diversos estudos tém mostrado que a atividade do cortex pré-frontal diminuida pode estar
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correlacionada com a liberagéo exagerada de DA no estriado (MEYER-LINDENBERG et al.,
2002).

Uma alteracdo neuronal geralmente proposta & a hiperatividade dopaminérgica,
particularmente através do aumento da funcdo do receptor de dopamina D, assim como uma
disfuncdo serotoninérgica (SELVARAJ et al., 2014) e uma hipofuncdo do receptor de
glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) (COHEN et al., 2015). O aumento da ativacdo do
receptor de dopamina D, (RD,) parece desempenhar um papel majoritario nos

comportamentos anormais observados na esquizofrenia (NIKAM; AWASTHI, 2008).
1.6 Dopamina e seus receptores

Em 1957, o farmacologista Arvid Carlsson mostrou que a dopamina ou 5-
hidroxitiramina, um metabdlito do aminodcido tirosina, era mais que uma molécula
precursora da norepinefrina e funcionava como um neurotransmissor (CARLSSON, 1993).
Atualmente, sabe-se que a dopamina tem um papel importante para diversas funcGes cerebrais
(por exemplo, processo de aprendizagem, recompensa, controle motor, resposta emocional e
funcBGes executivas), e esta envolvida na patogénese de varias doencas psiquiatricas e
neuroldgicas (KO; STRAFELLA, 2012).

A variedade de funcdes fisioldgicas controladas pela DA no cérebro e 6rgaos
periféricos é mediada pelos receptores D1, D2, D3, D4 e D5. Esses receptores sdo divididos
em dois grandes grupos, a classe de receptores D1 e D2 com diferencas estruturais bem
definidas (Figura 3). Os receptores de dopamina sdo receptores de sete dominios
transmembrana (7DT), também conhecidos como receptores acoplados a proteina G. Essa
classificacdo é geralmente baseada em evidéncias bioquimicas que mostram que a dopamina é
capaz de modular a atividade da adenilil ciclase (AC) (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).
Os receptores D1 e D5 fazem parte da classe de receptores D1, que sdo capazes de acoplar-se
a proteina Gos (estimulatéria) induzindo assim a producdo do segundo mensageiro AMP
ciclico. Enguanto que os receptores D2, D3 e D4 fazem parte da classe de receptores D2, 0s
quais podem acopla-se a proteina Ga; (inibitoria) inibindo a producdo de AMPc
(KEBABIAN, 1978; SPANO; GOVONI; TRABUCCHI, 1978).
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Figura 3 Caracteristicas estruturais dos receptores de dopamina D1 e D2 em humanos
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Fonte: Adaptado de (CROCKER, 1993).

Os receptores dopaminérgicos possuem um amplo perfil de expressao no cérebro e na
periferia. No cérebro, os receptores D1 sdo expressos em uma alta densidade nas areas que
compreendem as vias mesolimbicas, mesocortical e nigroestriatal; assim como, o caudado-
putamen no estriado, nlacleo accumbens, substancia nigra, bulbo olfatério, amigdala e no
cortex frontal. Também sdo expressos em menor densidade no hipocampo, cerebelo, areas
talamicas e hipotalamicas (SIBLEY; MONSMA, 1992). Levando em consideracdo 0S
receptores D2, os niveis mais altos de receptores D2 sdo encontrados no estriado, no nucleo
accumbens, e no tubérculo olfatério. Também sdo expressos em niveis significantes em areas
corticais, substancia nigra, area tegmental ventral, septo, amigdala, hipotdlamo e hipocampo
(GERFEN, 2000; MISSALE et al., 1998; SEEMAN, 2006; VALLONE; PICETTI;
BORRELLI, 2000). Os receptores D3 possuem um padrdo de distribuicdo mais limitado
sendo observado em é&reas limbicas, como a parte externa no nucleo accumbens (shell),
tubérculo olfatdrio e nas ilhas de Calleja. Em menores proporcGes, podem ser encontrado no
striatum, na substancia nigra pars compacta, ATV, hipocampo, area septal e varias areas
corticais (SOKOLOFF et al., 1992).

O papel funcional dos diferentes receptores de dopamina tem sido extensivamente
estudado. As fungdes mais discutidas nesse presente estudo foram as desempenhadas pelo
receptor D2/D3. As principais fungdes do receptor D2 parecem estar mais relacionadas com a
predominancia do tipo de autoreceptores que estdo envolvidos com a regulacéo pré-sinaptica

do disparo de potencial de agdo, sintese e liberacdo de dopamina. Existem duas variantes
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splice de receptor D2, uma longa e uma curta (denominados como D2L long e D2S short).
Tendo diferentes distribuicfes nos neurénios, 0 D2S esta localizado predominantemente no

terminal pré-sinaptico e o D2L no terminal pds-sinaptico (USIELLO et al., 2000).

Muitas funcGes sdo exercidas pela ativacdo de receptores de dopamina. Os receptores
D1, D2 e em menor propor¢do, o D3 estdo intimamente envolvidos com recompensa e
mecanismos reforcadores (KOOB; VOLKOW, 2010). Tanto D1 quanto D2 parecem ter um
papel critico para mecanismos de memoria, memdria de trabalho, que sdo mediadas pelo
cortex pré-frontal. De outra forma, D3 e D4 tém uma influéncia modulatoria em aspectos
especificos nas funcBes cognitivas mediadas pela formacdo hipocampal (MISSALE et al.,
1998; RONDOU; HAEGEMAN; VAN CRAENENBROECK, 2010; SOKOLOFF et al.,
1992). A resposta fisioldgica celular desencadeada pela ativacao dos receptores D2 é mediada
pelos mecanismos de sinalizacdo dos receptores de sete dominios transmembranas. As vias de
sinalizacdo ativadas pelos neur6nios que expressam receptores D2 estdo resumidas na figura
4,
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Figura 4 Vias de sinalizacdo reguladas pelo receptor de dopamina D2
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Vias de sinaliza¢do reguladas pela dopamina em neur6nios que respondem ao receptor de dopamina de classe
D2. A) regulacéo da sinalizacdo G Gs/AMPc/PKA por receptores da classe D2; B) regulagdo da sinalizagdo Gpy
por receptores da classe D2. C) regulacdo da sinalizagdo da B-arrestina 2/Akt/GSK-3 pelo receptor de dopamina
D2 e D3. A acdo de outros neurotransmissores, fatores de crescimento e neurotrofina foi incluida para ilustrar o
papel de muitos deles com intermediadores de sinal. Setas azuis indicam ativacdo, setas vermelhas indicam
inibicdo e setas verdes indicam a amplificacdo de uma func¢do j& ativada. Setas pretas indicam a¢des que podem
ser ativadoras ou inibitérias na funcdo de substratos especificos. Abreviatura: 5-HT — 5-hidroxitriptamia; BDNF
— fator neurotréfico derivado do cérebro; PDK1 - quinase 1 dependente de fosfatidilinositol; Pi3K -
fosfatidilinositol 3-quinase; RTK - receptor tirosina quinase; PKA — fosfoquinase A; AC: adenilil ciclase; GSK3
— quinase de glicogénio sintase 3. Traduzido de (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

1.6 Uso de modelos animais para estudo da esquizofrenia

Um direcionamento estimulado pela pesquisa em Neurociéncias e pelo Instituto

Nacional de Salude tém sido a formacdo de novos modelos animais de doencas em humanos
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com valor translacional. De modo geral, os modelos animais agregam valores na pesquisa
basica ou pre-clinica, permitindo que pesquisadores compreendam aspectos fisiopatologicos
ou vias mecanisticas. Os modelos animais podem ser Uteis para o desenvolvimento e
descoberta de tratamentos novos e mais efetivos para doengas neuroldgicas e transtornos
psiquiatricos. Apesar do modelo animal ndo replicar a doenca no humano por completa, este
pode contribuir bastante para compreensdo de anormalidades comportamentais e
neurogquimicas (VARGA et al., 2010).

Nesse contexto, a esquizofrenia se encaixa como um transtorno que ainda permanece
elusivo e necessidade de novas abordagens em modelos animais para melhor compreenséo
dos aspectos neurobioldgicos. A prioridade é adicionar valor translacional aos modelos para
melhorar ainda mais, combinando com abordagens translacionais emergentes (DENAYER,;
STORN; VAN ROY, 2014).

1.6.1 Modelos animais de Esquizofrenia

Desenvolver um modelo de esquizofrenia apresenta um desafio com varias
dificuldades por conta da heterogeneidade dos sintomas desse transtorno. A maioria dos
modelos de esquizofrenia estudam a psicose como um aspecto dessa desordem, por exemplo,
como a inducdo de psicose por substancias. Novos modelos buscam entender os aspectos
“negativos” e cognitivos da esquizofrenia. Além de buscar apresentar 0s principais
comportamentos semelhantes no humano, varios modelos de esquizofrenia mostram
alteracdes fisiopatoldgicas como as apresentadas nos humanos (por exemplo, alteracdes nos
niveis de neurotransmissores) (JONES; WATSON; FONE, 2011). Todos os modelos possuem
relevancia clinica para o estudo da esquizofrenia, ao mimetizar anormalidade neuroquimicas e

bioldgicas presentes no transtorno (Figura 5).
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Figura 5 Modelos animais de esquizofrenia
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Fonte: elaboracdo do proprio autor.
1.7 Modelo de priming de receptor de dopamina D2

Na década de 1990 Kostrzewa e colaboradores realizaram experimentos em animais
demonstraram que o tratamento neonatal com quinpirole (QNP) (Figura 4), um agonista
dopaminérgico D,/D3, administrado entre os dias pés-natais (DPN) 1-11, 1-21, ou 21-35
produz um aumento na sensibilidade do RD2 que é persistente ao longo da vida, e que
independe da mudanca na quantidade de RD2 (BROWN; PETERSON, 2016; KOSTRZEWA,
1995; KOSTRZEWA et al., 1993, 2008; KOSTRZEWA; BRUS; KALBFLEISCH, 1991). Os
efeitos induzidos pela administracdo neonatal de QNP s&o consistentes com 0S mecanismos

subjacentes a neuropatologia da esquizofrenia (BROWN et al., 2008).

Como ja mencionado, o tratamento neonatal com quinpirole em ratos aumenta a
sensibilidade do RD2 que persiste durante a vida do animal, esse fenémeno é conhecido como
“priming” de D, (KOSTRZEWA et al., 1993; THACKER et al., 2006) A supersensibilidade
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do receptor D, € comum em diversos transtornos psiquiatricos como, esquizofrenia, transtorno
bipolar e transtorno obsessivo-compulsivo (SEEMAN et al., 2006; SKOLNICK, 2005).

Estudos prévios demonstraram que o tratamento com antipsicoticos como olanzapina
ameniza o prejuizo cognitivo e diminui os niveis de proteina do fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF) induzidos pelo tratamento neonatal com QNP (THACKER et al., 2006). Os
achados pré-clinicos sugerem que 0s comportamentos e as alteracfes neurobioldgicas
induzidos pela administracdo neonatal com QNP sdo semelhantes aos sintomas e
fisiopatologia da esquizofrenia, além de responder ao tratamento com antipsicoticos. Com

isso, fornece uma validade preditiva e de constructo ao modelo.

Uma das principais caracteristicas da esquizofrenia é o déficit cognitivo do filtro
sensorio-motor. Em estudos prévios foi demonstrado que a administracdo neonatal de QNP
em ratos induz um déficit no filtro sensério-motor testado pelo teste de inibicdo pré-pulso
(MAPLE et al., 2015). O tratamento com QNP durante o periodo neonatal demonstra produzir
efeitos a longo prazo comprometimento cognitivo tanto em adolescentes quanto em adultos
(BROWN et al., 2004; BROWN; GASS; KOSTRZEWA, 2002; MEYER-LINDENBERG et
al., 2005). O comprometimento cognitivo esta presente na esquizofrenia e tem sido sugerido o
"nucleo” de déficits comportamentais presentes no transtorno (ELVEVAG; GOLDBERG,
2000). Essa sugestdo corrobora com a descoberta de que 94% dos pacientes com
esquizofrenia tém déficits neurocognitivos nas areas de memdria, atencdo e funcdo executiva
e pode ajudar a prever o resultado funcional na esquizofrenia (GREEN, 1996; WALDO et al.,
1994). Muitas vezes, esses déficits constituem uma das principais do diagndstico da
esquizofrenia (PEUSKENS; DEMILY; THIBAUT, 2005).

Possivelmente um dos mais importantes achados neurofisiolégicos consistente com a
esquizofrenia é que o tratamento quinpirole neonatal produz uma diminuicdo significativa na
expressao de RGS9 no nucleo accumbens, estriado e cortex frontal de ratos adultos (MAPLE
et al., 2007). O RGS9 é um regulador da sinalizacdo da proteina G no receptor D2 e quando o
RGS9 e ativado aumenta a taxa de terminacéo de eventos no receptor D2, em ultima analise,
resultando em uma menor atividade no receptor D2 (RAHMAN; ZHANG; CORRIGALL,
2003). Assim, uma diminuicdo na expressdo de RGS9 é consistente com uma sinalizacéo
aumentada no receptor D2. E importante ressaltar que diminuices significativas no RGS9
foram mostradas nessas mesmas areas do cerebro post-mortem em pacientes psicoticos
humanos (SEEMAN; HALL; UHL, 2007)
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Nesse modelo os achados neuroquimicos mimetizam as anormalidades no fator
neurotrofico comparavel aos observados em pacientes esquizofrénicos humanos. Pesquisas
demonstraram uma diminuicdo significativa no fator de crescimento de nervo (NGF) e fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo de animais tratados com QNP
neonatal. Essas alteragdes foram revertidas com a administracdo de olanzapina (BROWN et
al., 2008).

1.8 Eventos estressores e a etiologia da Esquizofrenia

Mais recentemente, os modelos de esquizofrenia vém investigando a implicacdo de
eventos estressores em sua etiologia. Algumas observagbes dao suporte a ideia de que a
esquizofrenia tem sua origem no inicio da vida (HOWES; MURRAY, 2014).
Interessantemente, muitos genes que tém sido associados com a esquizofrenia expressam-se
preferencialmente durante o desenvolvimento fetal (GULSUNER et al., 2013; JAFFE et al.,
2015).

A exposicdo pos-natal a traumas psicologicos é um fator de risco para
desenvolvimentos de transtornos psiquidtrico como, sindrome do espectro autista,
esquizofrenia e transtorno bipolar (BROWN, 2011; HERBERT, 2010; TSUCHIYA; BYRNE;
MORTENSEN, 2003). O impacto de estressores durante o desenvolvimento, como, por
exemplo, infeccbes e experiéncias traumatizantes podem se revelar como fatores
neuropatologicos primarios em sujeitos geneticamente predispostos (CLARKE et al., 2009).
Em um estudo prospectivo e longitudinal no qual os pesquisadores testaram como
experiéncias estressantes aumentaria o risco de depressdo, eles demonstraram que um
polimorfismo na regido promotora do gene de transportador de serotonina modula o efeito de
eventos de vida estressantes no desenvolvimento de depressdo. Dessa forma, esse estudo
epidemioldgico gera suporte para a teoria de interacdo gene por ambiente, no qual estabelece
que a resposta de um individuo a um insulto ambiental € moderado por sua genética (CASPI
et al., 2003).

Diversos estudos tém identificado os traumas durante a infancia como um fator de
risco putativo para o desenvolvimento da esquizofrenia (MORGAN; FISHER, 2007). Um
estudo reportou uma prevaléncia aumentada de traumas na infancia entre individuos com
algumas psicoses. De uma outra forma, pacientes com estresse pds-traumatico apresenta

também sintomas “positivos”. Consequentemente, os traumas na infancia t€m e mostrado um
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fator de risco plausivel para o desenvolvimento de psicoses e esquizofrenia, contudo ainda
ndo ha como estabelecer uma relacao causal entre eles (BROWN, 2011).

Como ja mencionado, eventos estressantes durante a vida estdo associados com
experiéncias psicéticas, podendo agir como um fator de risco ambiental (SHAKOOR et al.,
2016). Estudos que investigam a etiologia de experiéncias psicéticas durante a adolescéncia
reportaram um fator hereditario (33-58%) (HUR; CHERNY; SHAM, 2012), sendo as outras
varidveis atribuiveis a influéncias ambientais. Estudos populacionais com criancas e
adolescentes vém demonstrando que eventos estressantes na vida, como traumas na infancia
sdo preditivos de experiéncias psicéticas (ARSENEAULT et al., 2011). Eventos estressantes
durante a vida sdo considerados como sendo eventos que exigem que o individuo experiencie
uma mudanca ou Se reajuste na vida por conta de uma experiéncia impactante
(CODDINGTON, 1972).

A sugestdo de que o0s eventos estressantes que ocorrem durante a vida possam
aumentar o risco de desenvolvimento de psicoses € reforcada pelo surgimento de mecanismos
plausiveis que podem explicar como a exposicdo externa a estressores podem afetar os
individuos de maneiras que aumentam risco de desenvolver esquizofrenia. Por exemplo,
considerando modelos cognitivos de esquizofrenia, é possivel que a exposicdo a eventos
ameacadores e intrusivos influenciem na percepcdo do ambiente social desses individuos,
talvez levando a uma percep¢do mais hostil do mundo ao redor (BEARDS et al., 2013). O
periodo da infancia tardia e peri-adolescéncia compreendem periodos de maior sensibilidade
no que diz respeito as alteracGes enddcrinas, neuroanatdmicas e comportamentais a longo-
prazo induzidas pela exposicdo a eventos de vida estressantes em roedores (FISHER et al.,
2010).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Investigar novos modelos de esquizofrenia mostra-se desafiador ao considerar
heterogeneidade dos sintomas desse transtorno. A maioria dos modelos de esquizofrenia
estudam a psicose como um aspecto dessa desordem, por exemplo, como a inducdo de
esquizofrenia por cetamina e fenciclidina, sendo os principais achados semelhantes aos
sintomas “positivos”. Novos modelos buscam entender os aspectos “negativos” e cognitivos
da esquizofrenia, que sd@o mais complexos de se entender a fisiopatologia e de se tratar.

O modelo de administracdo neonatal com quinpirole tem sido utilizado como uma
ferramenta experimental na investigacdo de alteragbes comportamentais, neuroquimicas e
neurobioldgicas que se assemelham aos achados em pacientes com esquizofrenia (BROWN;
GASS; KOSTRZEWA, 2002; KOSTRZEWA et al., 1993). Entretanto, todos os estudos
prévios que investigam as consequéncias a longo prazo da sensibilizacdo de receptor de
dopamina D2 foram realizados em ratos. E importante que modelos animais demonstrem
diferengas entre espécies e estirpes e esse modelo ja apresenta validade de face, preditiva e de
constructo (MAPLE et al., 2007; THACKER et al., 2006).

O receptor de dopamina D2, originalmente denotado como receptor antipsicético, foi
examinado para mudancas na densidade apds varios tratamentos, mais comumente
desenervacdo do neostriatum e longo prazo administracdo de antipsicoticos (SCHWARTING;
HUSTON, 1996; SEEMAN, 1987). Mais importante ainda, o aumento da sensibilidade do
receptor D2 gera suporte para a teoria dopaminérgica da esquizofrenia, como todos 0s

farmacos antipsicéticos sdo capazes de bloguear o receptor D2 ou agir como agonista parcial.

Mais recentemente, os modelos de esquizofrenia tém investigado a implicacdo de
eventos estressores em sua etiologia. Algumas observacbes dao suporte a ideia de que a
esquizofrenia tem sua origem no inicio da vida (HOWES; MURRAY, 2014). A exposi¢ado
pos-natal a traumas psicoldgicos € um fator de risco para desenvolvimentos de transtornos
psiquiatricos como, sindrome do espectro autista, esquizofrenia e transtornos bipolar
(BROWN, 2011; HERBERT, 2010; TSUCHIYA; BYRNE; MORTENSEN, 2003). O
impacto de estressores durante o desenvolvimento, como, por exemplo, infeccbes e
experiéncias traumatizantes podem se revelar como moduladores neuropatoldgicos primarios

em sujeitos geneticamente predispostos (CLARKE et al., 2009).
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Para um melhor entendimento da heterogeneidade e complexidade dos sintomas da
esquizofrenia, é necessario desenvolver modelos experimentais com maior validade
translacional. O modelo do priming de receptores de dopamina D2 e a exposi¢do a eventos
estressantes seria abordagem combinada interessante, no sentido de se evidenciar interagoes
entre alteracOes de sensibilidade do receptor D2, mimetizando um polimorfismo funcional
desses receptores em humanos, e a resposta a um fator de risco envolvido com o
desenvolvimento da esquizofrenia. Desta forma, auxiliando na compreensdo da hipotese
neurodesenvolvimental, além de se gerar evidéncias primarias em modelos animais, e a
possibilidade de influéncia do sexo e do estresse peripuberal associados as alteragOes

comportamentais e neurogquimicas encontradas neste processo.
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3 OBJETIVOS

3.1. GERAL

Investigar a influéncia do sexo e do estresse peripuberal em um modelo de

esquizofrenia induzida pelo priming de receptores D2 em camundongos.

3.2. ESPECIFICOS

o Verificar as alteragbes comportamentais relacionadas as atividades locomotora e
exploratéria, emocionalidade, estado de ansiedade, sociabilidade e memodria
social, assim como a funcdo sensorio-motor atencional.

e Investigar as alteracdes nos niveis de dopamina e serotonina no corpo estriado de
camundongos adultos submetidos ao priming de receptores D2 e ao estresse na
infancia.

e Verificar as diferencas entre 0s sexos no que se diz respeito as alteracdes
comportamentais e neuroquimicas induzidas pelo priming de receptor D2

combinado com eventos estressantes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas adultos (peso: 25-30 Q),
provenientes do biotério do Ndcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos, da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos em condic¢des controladas
de temperatura (25 £ 2°C), com exaustdo de ar e controle do fotoperiodo de 12 horas de claro
e 12 horas de escuro. Apds o recebimento das matrizes, estas foram ambientadas por uma
semana e, posteriormente, colocadas para acasalamento (1 macho para cada 5 fémeas).
Aquelas que ficaram prenhas foram separadas em caixas individuais. Quando os filhotes dos
camundongos fémeas completaram 1 dia apds o nascimento, comecaram 0s experimentos. Os
métodos utilizados estdo de acordo com a Legislacdo Brasileira e Conselho Nacional de
Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA).

O projeto foi aprovado da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Ceara (CEUA — UFC) sob o protocolo n® 5233310118 e o0s
experimentos foram conduzidos de acordo com o Guia de Cuidados e Usos de Animais de
Laboratorio do Departamento de Salde e Servicos Humanos dos Estados Unidos da América
(INSTITUTE FOR LABORATORY ANIMAL RESEARCH, 2011).

4.2 Substancias utilizadas

(-) Cloridrato de quinpirole (Sigma-Aldrich®) foi dissolvido em solucéo fisiologica
0,9% na concentragdo de 1 mg/ml e sera administrada na dose de 1 mg/kg por via
intraperitoneal.

Solugdo salina 0,9% foi utilizada como veiculo e administrada na proporcédo de 0,1 mL

para cada 10 g de peso de animal.
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4.3 Protocolo experimental

As solucbes com quinpirole ou salina foram administradas durante o periodo neonatal
de camundongos comegando no dia pos-natal (DPN) 3 até o DPN 13, uma injecdo
intraperitoneal por dia (considerando DPN como um dia ap6s o nascimento). Todas as
injecGes de QNP durante o periodo neonatal foram administradas na dose de 1m/kg (1% do
peso do animal) (Adaptado de COPE et al., 2010). Considerando os eventos chaves no
desenvolvimento cerebral, o periodo de DPN 3-13 representaria o periodo da 23 até 40
semana de gestacdo em humanos (SEMPLE et al., 2013). A administracdo de QNP durante
esse periodo teve o intuito de induzir o priming de receptor de dopamina D2 tornando-o
supersensivel durante toda vida dos animais.

No dia DPN22 as proles foram desmamadas, separados aleatoriamente de acordo com
0 género e tratamento de forma que cada grupo contivesse 10 animais oriundos de pelo menos
cinco ninhadas diferentes. Os animais foram mantidos em uma média de 10 animais por
gaiola até o DPN 60, quando foram conduzidas as avaliagdes comportamentais.

Além da administracdo neonatal de quinpirole, os animais foram expostos a um
protocolo de eventos estressores durante infancia, comecando no DPN 22 até o DPN 30 com
intervalo de um dia entre os estressores. Os eventos estressantes na infancia geram maior
validade translacional para o estudo, considerando que eventos estressantes ou traumaticos
podem ser fatores envolvidos no inicio precoce e duracdo dos sintomas da esquizofrenia.
Além disso, houve o intuito de se avaliar os animais com receptor D2 “sensibilizado”
respondem de forma distinta a estressores precoces. O procedimento de exposicdo aos
estressores ambientais foi adaptado de Giovanoli et al., (2013). Nesse modelo, 0s eventos
estressores foram expostos no periodo DPN22-30 pois representa ao periodo de
aproximadamente 4-11 anos em humanos (SEMPLE et al., 2013). Estes eventos estressores
sdo discriminados a seguir na secdo 4.4 Os animais foram divididos em oito grupos

discriminados na tabela 1.
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Tabela 1 Organizacdo dos grupos experimentais

N° | Sexo | Tratamento Estresse Testes

1 M Salina Né&o TC+TN
2 M Quinpirole Néo TC+TN
3 M Salina Sim TC+TN
4 M Quinpirole Sim TC+TN
5 F Salina Né&o TC+TN
6 F Quinpirole Néo TC+TN
7 F Salina Sim TC+TN
8 F Quinpirole Sim TC+TN

Abreviaturas: F = fémeas; M = machos; TC = testes comportamentais; TN = testes neurogquimicos.

Previamente a realizacdo dos testes comportamentais os animais submetidos ao
priming por quinpirole receberam uma dose de QNP 1 mg/kg (intraperitoneal).
Posteriormente aos testes comportamentais, os camundongos foram eutanasiados por
decapitacdo para realizacdo das analises de dopamina e serotonina. As analises foram
realizadas na regido corpo estriado (CE) dissecadas logo apds a eutanasia, rapidamente
congeladas e armazenadas a -80°C. O desenho experimental esta representado na figura 6.

Figura 6 Representacdo esquematica do desenho experimental

|
Testes

{"Salina ERREREEEEELEE {.Sem j CA
I Quinpirole Foooooooooo i Sem | LCE
{ salina oo i Com 1 IS
{ Quinpirole pEmEsEsEsEEEeES i Com IPP
Eutandsia
Wi /R
e 2
( s (\ PN
. ~— N
Quinpirole 1 mg/kg ou Estresse subcronico CPF, HP e CE

Salina 0,9 %

A figura representa a organizacdo dos grupos de machos e fémeas tratados durante o periodo neonatal (DPN 3-
13) com QNP ou SAL e, posteriormente, expostos ou ndo ao protocolo de estresse subcrénico (DPN 22-32). No
DPN 60, os animais foram eutanasiados e o corpo estriado foi dissecado para analise neuroquimica.
Abreviaturas: CE = corpo estriado; CPF = cortex pré-frontal; DPN = dia pos-natal; QNP = Quinpirole; SAL =

salina.
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4.4. EXposicao a estressores ambientais

1. Choque elétrico nas patas: no DPN 22 os camundongos sofreram 3 estimulos de
choques de intensidade de 3mA durante 1 segundo, separados por 3 minutos de
descanso, no aparelho de Esquiva Passiva (INSIGHT equipamentos cientificos — Brasil
modelo EP- 104-MC). A sessdo terminou com um periodo adicional de 3 minutos, no

qual ndo houve estimulo de choque.

2. Imobilizacéo fisica: no DPN 24 cada animal foi mantido em tubo pléstico transparente
(didmetro de 6 cm e comprimento de 13 cm) por 45 minutos. Os tubos contensores
possuem furos com 2 mm de diametros que permitem a passagem de ar e facilita a
oxigenacdo do animal. Apos decorrido o tempo, os animais foram imediatamente

retirados dos tubos e realocados em suas gaiolas.

3. Nado forgado: no DPN 26 foram submetidos a duas sessGes de nado forgado com
duracdo de cinco minutos cada. Cada sessdo consistia em colocar individualmente os
animais em cilindros de acrilico transparente (50 cm de altura e 18 cm de diametro)
contendo &gua na temperatura ambiente (em uma altura de 30 centimetros, nao
permitindo que o animal tocasse a calda no fundo do cilindro). Foi dado um intervalo
de cinco minutos entre cada sessdo. Ao final das sessfes, os camundongos foram secos
em uma caixa com maravalha limpa e, logo apoés, realocados em suas gaiolas de

origem.

4. Privacgao de oferta de &gua: no DPN 28 os animais foram expostos a privacao de agua
durante um periodo de 16 horas. Com essa finalidade, no DPN 28 as gaiolas que 0s
animais estavam alocados tinham suas garrafas de agua retiradas as 17:00 horas. As
garrafas eram colocadas novamente nas suas gaiolas as 09:00 do dia seguinte (DPN

29). Durante a privagdo de dgua os animais tiveram livre acesso a comida.

5. Imobilizacéo fisica: no DPN 30 cada animal foi mantido em tubo pléstico transparente
(didmetro de 6 cm e comprimento de 13 cm) por 45 minutos. Os tubos contensores
possuem furos com 2 mm de didmetros que permitem a passagem de ar e facilita a
oxigenacgdo do animal. Apés decorrido o tempo, os animais foram imediatamente

retirados dos tubos e realocados em suas gaiolas (GIOVANOLI et al., 2013).
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4.5 Testes comportamentais

Anteriormente a realizacdo dos testes comportamentos 0s animais foram transportados
cuidadosamente até a sala do teste para uma prévia ambientacdo. Todos os testes foram
realizados entre 09:00 e 17:00 horas em salas com iluminacdo artificial, respeitando o ciclo
claro-escuro desses animais. No periodo de intervalo entre o teste de cada animal, o aparato
foi limpo com alcool etilico 10% para prevenir o viés de pistas olfatérias deixadas pelos

outros animais.

4.5.1 Teste de campo aberto

O teste de campo aberto (TCA) é uma das plataformas mais usualmente utilizadas para
mensurar comportamentos em modelos animais. Foi inicialmente desenvolvido em 1934 para
testar a emocionalidade em roedores (HALL, 1934). Este teste fornece uma variedade de
informagfes comportamentais desde a atividade ambulatoria geral até dados sobre a
emocionalidade e estado de ansiedade dos animais (TANAKA et al., 2012). Além disso, 0
TCA serve como uma técnica de investigacdo de substancias ansioliticas, ansiogénicas e
comportamentos do tipo-ansiedade (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015).

Como representado na figura 7, a plataforma de campo aberto consiste em uma arena
fechado com paredes de acrilico e piso preto fosco. Quatro varidveis foram registradas no
TCA: a atividade ambulatéria geral, o comportamento de rearing, o comportamento de
autolimpeza ou self-grooming e a quantidade de bolos fecais. Avaliando assim, a atividade
locomotora, exploratéria, comportamento repetitivo e emocionalidade dos sujeitos,
respectivamente. Os eventos de rearing foram considerados todas as vezes que 0s animais
ficaram em pé apoiados nas duas patas traseiras em uma posicdo vertical sem tocar nas
paredes de acrilico (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015).

A atividade locomotora foi avaliada atraveés do ndmero de cruzamentos (ARCHER,
1973a). Durante o teste, os animais foram cuidadosamente alocados no centro do campo e foi
permitido que eles explorassem livremente a plataforma por um minuto (periodo de
habituacdo). Considerou-se como cruzamento o evento no qual o animal entrava em um dos
quadrados com as quatro patas. Com relagdo ao comportamento de self-grooming, foram
registrados os numeros de eventos nos quais 0s animais realizaram sinais de autolimpeza

espontaneamente em qualquer parte do corpo (Figura 7).
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Figura 7 Representacdo real e esquematica do teste de campo

Comportamento de rearing

Comportamento de self-grooming

Cruzamentos

4.5.2 Teste de labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado € um teste comportamental amplamente utilizado para
avaliar comportamento tipo-ansiedade em roedores, assim como efeito ansiolitico de
substancias (PELLOW,; FILE, 1986) (Figura 8). O método foi primeiramente descrito por
(PELLOW et al., 1985). No procedimento utilizado um aparato de acrilico de cor preta fosca
e quatro bracos (dois bragos sem paredes e dois bracos com paredes de 15,50 cm de altura.
Cada braco do labirinto é preso a pernas de acrilico robustas elevados 40 cm da base de
suporte. Cada camundongo testado foi alocado na area central do labirinto na juncéo entre os
quatro bragos com sua cabeca direcionada para o braco aberto. O nimero de entradas dentro
de cada braco e o tempo gasto explorando os bragos abertos e fechados foi gravado
manualmente durante cinco minutos. Esses parametros etologicos indicam um
comportamento tipo-ansiedade (WALF; FRYE, 2007).
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Figura 8 Representacédo do teste de labirinto em cruz elevado.

4.5.3 Teste de sociabilidade e preferéncia por novidade social

Os comportamentos de interagdes sociais s&0 componentes adaptativos e fundamentais
da biologia de varias espécies de animais. Considerando animais como os roedores, 0
reconhecimento social de coespecificos é importante para manutencdo da hierarquia social e

escolha de parceiros para o acasalamento.

Uma ampla variedade de transtornos neuropsiquiatricos sdo caracterizadas por um
determinado prejuizo na sociabilidade e reconhecimento social como, por exemplo,
esquizofrenia, depressdo, sindrome do espectro autista, transtorno obsessivo-compulsivo e
transtorno bipolar (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2011; WILSON; KOENIG, 2014;
WOLMARANS; STEIN; HARVEY, 2017).

O teste de interacdo social é caracterizado por um paradigma padrdo para estudar o
comportamento social geral, além de ser uma ferramenta valiosa nos testes de screening de
substancias ansioliticas e antipsicéticas (SAMS-DODD, 1995). O aparato para o teste de
sociabilidade e preferéncia por novidade social consiste em uma caixa retangular com trés
compartimentos. Como representado na figura 8, os animais testados foram alocados no
compartimento central do aparato, podendo explorar livremente as outras camaras. O teste foi
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dividido em duas sessfes: sessdo 1 para avaliar o aspecto de afiliacdo social ou sociabilidade;
e uma segunda sessdo para avaliar preferéncia por novidade social, assim como a memdria

social.

Na primeira sessdo, o compartimento da esquerda continha um objeto de contengéo
com um animal, sendo assim denominado como “compartimento social” e no compartimento
oposto continha um objeto de contencdo vazio, chamado de “compartimento nao-social”. O
animal nao-familiar colocado no objeto de contencdo € um congénere do mesmo sexo que 0
animal analisado. Apds alocacdo do sujeito testado, o tempo de interacdo com o objeto de
contencdo com animal e sem animal foi registrado durante um periodo de cinco minutos. Na
segunda sessdo, o animal contido no compartimento social permanecia e, no objeto de
contencdo que estava vazio na sessdo 1, era colocado um animal estranho 2. Sendo assim, um
compartimento continha um animal familiar e o outro um animal novo. O animal testado era
alocado novamente no compartimento central, o tempo de interacdo com o objeto de
contencdo com animal familiar e com animal estranho foi registrado durante um periodo de

cinco minutos. Esse protocolo foi adaptado de (MOY et al., 2004).

Foi calculado o percentual de tempo gasto interagindo com o objeto com animal e sem
animal. Os resultados de sociabilidade foram expressos em % de interacdo social que
representa a subtracdo entre o % de tempo interagindo com animal e 0 % de tempo
interagindo com o objeto vazio. Enquanto que os resultados de preferéncia por novidade
social ou memdria social foi calculado a partir da subtracdo entre a % de tempo gasto

interagindo com o animal novo e a % de tempo interagindo com o animal familiar.

Mensurou-se 0 tempo gasto em cada uma das trés camaras, e a interacdo social foi
definida como: (% o tempo gasto na camara social) — (% o tempo gasto na cdmara oposta).
Logo em seguida, foi alocado um novo animal do mesmo sexo na camara oposta. O tempo
gasto na camara com animal familiar, ja conhecido, e o animal novo foi mensurado durante
cinco minutos. A porcentagem de preferéncia por novidade social foi calculada diminuindo a
porcentagem de tempo gasto interagindo com o animal novo pelo tempo explorando a camara

com animal familiar (Figura 9).
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Figura 9 Representagéo do teste de interacdo social e preferéncia por novidade social.

- cl _ ’Z;ij

Novidade social: Animal 1; animal 2

Fonte: Proprio autor.

4.5.5 Teste de Inibicdo Pré-pulso (IPP)

O reflexo de sobressalto é uma resposta primitiva e protetora do corpo a um estimulo
acustico intenso e repentino. Esse reflexo é caracterizado por uma ativacdo de musculos
esqueléticos e faciais que ocorre dentro de poucos milissegundos, acarretando em uma recuo
do corpo inteiro em roedores (DAVIS, 1984). A Inibicdo Pré-Pulso (IPP) é caracterizada pela
reducdo do reflexo de sobressalto a um estimulo aclstico intenso (pulso), quando
imediatamente precedido por um estimulo de menor intensidade (pré-pulso) (Figura 10)
(HOFFMAN; ISON, 1980; SWERDLOW et al., 2008). A reacdo corporal (sobressalto) dos

roedores a um estimulo acustico, no presente trabalho, foi monitorada em uma camara
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(INSIGHT equipamentos cientificos — Brasil modelo EP-175) conectada a um tubo (didmetro

8,2 cm, comprimento 20 cm) montada em uma caixa isolada acusticamente e ventilada.

Figura 10 Representacdo didatica de inibi¢do pré-pulso

A
............................................................ ’
Pulso Resposta de sobressalto
A
Inibicdo |
/‘\* ~ Pré-pulso
.............................. " ______.___._.________________)
Pré-pulso Pulso Resposta de sobressalto

Fonte: Adaptado de (KOHL et al., 2013)

Os camundongos foram colocados em um contensor (4,5 x 5,0 x 5,5 cm) que consiste
em barras de aco inoxidavel de 3,0 mm de didmetro com espacamento de 0,8 centimetros de
distdncia. O contensor foi mantido preso sobre uma balanca, chamada de plataforma de
resposta, através de quatro miniaturas parafusos. Um alto-falante localizado a 15 c¢cm do
contensor, foi usado para fornecer os estimulos de pulso, pré-pulso e ruido de fundo. O
contensor, a plataforma e o alto-falante estdo localizados dentro de uma c&mara acustica
ventilada (64 x 60 x 40 cm). Procedimentos de calibracdo sdo necessarios antes dos
experimentos para garantir sensibilidades equivalentes das plataformas de resposta ao longo

do periodo de teste (Figura 11).
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Figura 11 Imagem explicativa do aparelho para teste de inibi¢do pré-pulso

Camara acustica
ventilada

Alto-falante

\
\\

Contensor

Balanga

A sessdo de testes comeca ao colocar um animal no contensor para a aclimatacéo, este
procedimento consisti em uma exposic¢ao de cinco minutos ao ruido de fundo (65 dB). Apds o
periodo de aclimatacdo os camundongos sdo apresentados a uma série de 10 estimulos de
treino (pulso sozinho - 120 dB, 50 ms de durac¢do), com um ensaio de intervalo de 20s. Esta
fase tem como objetivo permitir a habituacdo da resposta de sobressalto do animal.
Posteriormente, a modulacdo de inibicdo pré-pulso (IPP) de sobressalto foi testada no
seguinte protocolo: consistiu de 74 ensaios pseudorandomizados dividido em oito categorias
diferentes, apresentados com um intervalo inter-estimulos de 20s: 20 apresentacfes de pulso
sozinho (120 dB, 50 ms de duragdo), 8 apresentacGes de cada intensidade de pré-pulso
sozinho (70, 75 e 80 dB, frequéncia 3000 Hz, 20 ms de duracdo), 10 apresentacdes de cada
intensidade de pré-pulso + intensidade de pulso (com intervalo de 50ms entre pré-pulso e
pulso) e auséncia de estimulo, nesse bloco o animal s6 recebe o estimulo de ruido de fundo
(LEVIN et al., 2011). S&o utilizadas trés intensidades de pré-pulso diferentes para que o teste

tenha maior veracidade, como se 0 mesmo fosse feito em triplicata.

A média da amplitude de resposta de sobressalto aos ensaios de pulso sozinho (P) e

pré-pulso + pulso (PP + P) foi calculada para cada animal. O nivel de IPP em cada
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camundongo foi definido como a porcentagem da reducdo da amplitude do sobressalto nos
ensaios de PP + P em comparacdo com a amplitude do sobressalto nos ensaios de P, de acordo
com a seguinte férmula: % PPI = 100 - [100 x (PP + P / P)]. Usando esta férmula, um valor
de IPP de 0% denota que ndo houve diferenca entre a amplitude da resposta de sobressalto do
pulso sozinho e do pré-pulso + pulso, consequentemente, ndo houve IPP (LEVIN et al.,
2011).

4.6 Testes neuroquimicos

4.6.1 Dissecacdo das regides cerebrais

Seguindo as avaliagdes comportamentais, os camundongos foram eutanasiados por
decapitacdo e tiveram o encéfalo rapidamente removidos, colocado sobre uma superficie
limpa e resfriada para retirada das regifes. Para dissecacdo do cortex pré-frontal a porcéo
anterior dos lobos frontais (em torno de 1,5 mm a partir do bulbo olfatério) foi removida e
realizada um corte bilateral utilizando uma pinga de microdissecagdo (FRANKLIN, K.B.,
PAXINOS, 1997).

Posteriormente a retirada do cortex pre-frontal, tendo como ponto de referéncia a
fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi retirada cuidadosamente com auxilio de
uma pinga curvada de microdissecacdo, progredindo tangencialmente aos ventriculos laterais
e lobos occipitais, divulsionando o cértex em toda a extensdo fronto-occipital. Ao colocar o
cortex para os lados, parte do hipocampo ficou exposta, e dessa forma, permitiu a delimitacéo,
deslocacdo e retirada bilateral do hipocampo.

O corpo estriado foi retirado das estruturas adjacentes por divulsionamento. Apds
retirada do hipocampo, a visualizacdo do corpo estriado e sua por¢do tuberosa ficou mais
evidente. A delimitacdo dessa regido foi feita com base nas caracteristicas macroscopicas
desses nucleos.

Apos a dissecacao as regides foram identificadas e armazenadas em micro tubos para
determinacéo dos niveis de dopamina e serotonina. As amostras foram congeladas a -80°C até

a realizacdo dos ensaios.

4.6.2 Determinacao de neurotransmissores por HPLC

Os niveis cerebrais de monoaminas foram estudados em homogenatos, das areas

cerebrais retiradas. Os homogenatos foram preparados em acido perclérico 1% (1:5 p/v), e
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submetidos a centrifugagédo por 15 minutos a 14.000 rpm (4 °C). O sobrenadante foi retirado e
uma aliquota foi injetada no equipamento de HPLC para analise eletroquimica. Para a
determinacdo dos neurotransmissores (DA, NE e 5-HT) e metabolitos (DOPAC, HVA,
5HIAA) foi utilizado um equipamento de HPLC (Modelo L-ECD-6% da Shimadzu, Japao)
com detec¢do eletroquimica (Shim-Pak CLC- ODS, 25cm). A fase mdvel foi preparada com
acido citrico monohidratado 150mM, octil sulfato de sodio 67mM, tetrahidrofurano 2%,
acetonitrila 4%, preparados em agua deionizada com pH 3,0. A quantificacdo dos picos
obtidos foi realizada com o auxilio de uma curva padrdo. Os valores absolutos foram
corrigidos quanto a recuperacdo das canulas e expressdes de variagdes com relagdo aos
valores basais (BELLISSIMO et al. 2004).



44

5 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o software SPSS (Versdo 23 para
Windows). Inicialmente os resultados foram testados se a sua distribuicdo era normal pelo
teste de Shapiro-Wilk, assim como foram testadas com relagdo a homogeneidade das
variancias pelo teste de Levene. Todos os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal,
foi-se assumida a normalidade considerando o teorema central do limite. As varidveis
dependentes do estudo foram consideradas continuas. Considerando essas suposicdes, 0S
resultados foram analisados por ANOVA de trés vias seguida por anélise de post-hoc de
comparagdes multiplas o teste de Bonferroni para revelar as interac@es significativas entre os
grupos estudados. As trés variaveis independentes ou fatores estabelecidos foram “sexo”
(fémea ou macho), “tratamento neonatal” (salina ou quinpirole) e “estresse” (com ou sem
exposicdo ao estresse subcronico). Valores significativos foram considerados apenas quando

P<0.05, taxa de erro a de 5% e intervalo de confianga de 95%.
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6 RESULTADOS

6.1 Resultados das alteracfes comportamentais

6.1.1 Teste do campo aberto

O teste de campo aberto foi realizado com o intuito de avaliar as alteracGes na
atividade ambulatoria geral (nUmero de cruzamentos), atividade exploratoria (rearing) e no
comportamento estereotipado de autolimpeza (self-grooming). Dessa forma, avaliando
atividades executdrias relacionadas com uma complexa neurotransmissao dopaminérgica.

A andlise do numero de cruzamentos (Figura 12) revelou uma interacdo de duas vias
entre “sexo” e “tratamento neonatal” [F(1, 72) = 6.66, P = 0.012], “sexo” e “estresse na
infancia” [F(1, 72) = 10.415, P=0.002] e uma interagdo de trés vias entre “sexo”, “tratamento”
e “estresse” [F(1, 72) = 8.706, P=0.004]. Tanto os animais machos quando fémeas quando
submetidos ao tratamento com quinpirole neonatal (sensibilizados) apresentaram menor
quantidade de cruzamentos comparado com os tratados com salina (machos: P<0.0001,
fémeas: P<0.0001). Ndo houve diferenga significativa entre 0s animais machos e fémeas
sensibilizados (machos: P=0.107, fémeas: P=0.107). A analise post-hoc demonstrou que a
exposicao ao estresse na infancia se influenciou de maneira diferente entre 0s sexos. Enquanto
as fémeas ndo demonstraram uma alteracéo significativa na atividade locomotora, os machos
aumentaram a realizacdo desta atividade (machos: P=0.001, fémeas: P=0.300). Os animais
machos e fémeas sensibilizados e expostos ao estresse na infancia apresentaram menor
namero de cruzamentos quando comparados com 0s animais apenas expostos ao estresse na
infancia (machos: P<0.0001, fémeas: P<0.0001).



46

Figura 12 Efeito do quinpirole neonatal, estresse na infancia e quinpirole associado ao

estresse na média do nimero de cruzamentos em camundongos machos e fémeas.
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Os camundongos foram tratados com salina ou QNP 1 mg/kg (i.p.) no intervalo DPN 3-13. Entre o DPN 22-30
0s animais foram expostos ao estresse ou ndo. As barras representam a média + E.P.M. do nimero de
cruzamentos (n=10 animais/grupo). A andlise dos resultados foi feita através andlise de variancia three-way
seguida do teste post-hoc Bonferroni. (***P<0.001, ****P<0.0001). Abreviagdes: DPN = dia pds-natal; EST =

estresse; QNP = quinpirole; SAL = salina.

Na avaliacdo da quantidade de eventos de rearing realizados (Figura 13) a anélise
estatistica demonstrou uma interacao significativa entre os fatores “sexo” e “tratamento” [F(1,
72) = 9.095, P = 0.004], “estresse” e “tratamento” [F(1, 72) = 116.78, P>0.0001] ¢ uma
interacédo significativa entre as trés vias [F(1, 72) = 130.779, P<0.0001]. A anélise de post-hoc
revelou um aumento significativo no nimero de rearing nas fémeas expostas ao estresse
quando comparadas as fémeas ndo expostas (P<0.0001). As fémeas sensibilizadas
apresentaram um aumento na atividade exploratéria em relacdo as fémeas controle
(P<0.0001). Enquanto que a sensibiliza¢cdo nos machos diminuiu a atividade exploratéria em
relacdo aos machos ndo sensibilizados (P<0.01). Quando associada ao estresse a
sensibilizagdo com quinpirole diminuiu a atividade exploratdria tanto nos machos quanto nas
fémeas (machos: P<0.05, fémeas: P<0.0001). Os machos apenas expostos ao estresse

apresentam menor numero de rearings que as fémeas (P<0.0001). Assim como, 0s machos
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apenas sensibilizados com quinpirole neonatal apresentam menor quantidade de rearings que
as fémeas (P<0.0001).

Figura 13 Efeito do quinpirole neonatal, estresse e quinpirole somado ao estresse na média do

namero de rearings em camundongos machos e fémeas.
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Os camundongos foram tratados com salina ou QNP 1 mg/kg (i.p.) no intervalo DPN 3-13. Entre 0 DPN 22-30
0s animais foram expostos ao estresse ou ndo. As barras representam a média + E.P.M do nimero de rearings
(n=10 animais/grupo). Os conectores de cor cinza representam as diferengas entre os grupos tratados. A analise
dos resultados foi feita através andlise de variancia three-way seguida do teste post-hoc Bonferroni.
(***P<0.001, ****P<0.0001). Abreviacfes: DPN = dia po6s-natal; EST = estresse; QNP = quinpirole; SAL =

salina.

Com respeito a analise de comportamentos estereotipados de self-grooming (Figura
14), a ANOVA de trés vias revelou uma interacdo significativa entre os fatores “sexo” e
“estresse” [F(1, 72) = 6.25, P = 0.015], “estresse” e “tratamento neonatal” [F(1, 72) = 4.88, P
= 0.031] e uma interacdo entre as trés vias [F(1,72) = 4.24, P = 0.043]. Tanto nos machos
quanto nas fémeas a administracdo neonatal de QNP ndo alterou os eventos de seft-grooming
comparado com os animais controle (machos: P=0.660, fémeas: P=0.660). Apenas nos
animais machos, houve uma diminui¢do no nimero de eventos de self-grooming nos animais
sensibilizados e expostos ao estresse comparado com aqueles que foram apenas sensibilizados

(P<0.0001) e apenas expostos ao estresse (P<0.0001).
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Figura 14 Efeito do quinpirole neonatal, estresse e quinpirole somado ao estresse na média do

numero de eventos de self-grooming em camundongos machos e fémeas.
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Os camundongos foram tratados com salina ou QNP 1 mg/kg (i.p.) no intervalo DPN 3-13. Entre 0 DPN 22-30
0s animais foram expostos ao estresse ou ndo. As barras representam a média + E.P.M do nimero de self-
gromming (n=10 animais/grupo). Os conectores de cor cinza representam as diferengas entre 0s grupos tratados.
A andlise dos resultados foi feita através analise de variancia three-way seguida do teste post-hoc Bonferroni.
(*P<0.05, **P<0.001, ****P<0.0001). AbreviacBes: DPN = dia pds-natal; EST = estresse; QNP = quinpirole;
SAL = salina.

A analise da quantidade de bolos fecais na plataforma de campo aberto (Figura 15)
revelou uma interagdo significativa de duas vias entre os fatores “sexo” e “estresse na
infancia” [F(1, 72) = 40.40, P<0.0001], “tratamento neonatal” e * estresse na infancia” [F(1,
72) = 215.84, P<0.0001] e uma interacdo significativa entre os trés fatores [F(1, 72) = 85.99,
P<0.0001]. Tanto os animais fémeos quanto os machos sensibilizados sem exposi¢cdo ao
estresse apresentaram maior nimero de bolos fecais quando comparados aos grupos salina
sem exposic¢do ao estresse (machos: P<0.0001, fémeas: P<0.0001). Apenas as fémeas tratadas
com QNP e expostas ao estresse apresentam maior quantidade de bolos fecais quando
comparado com as tratadas com salina e expostas ao estresse (P<0.0001). Tanto as fémeas
guanto os machos expostos apenas ao estresse na infancia aumentaram a quantidade de bolos

fecais quando comparados com 0s grupos controle sem estresse (machos: P<0.0001, fémeas:
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P<0.0001). Nas fémeas sensibilizadas e expostas ao estresse 0o nimero de bolos fecais foi

menor que as fémeas apenas sensibilizadas (P<0.0001).

Figura 15 Efeito do quinpirole neonatal, estresse e quinpirole somado ao estresse na média do

numero de bolos fecais em camundongos machos e fémeas.
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Os camundongos foram tratados com salina ou QNP 1 mg/kg (i.p.) no intervalo DPN 3-13. Entre o DPN 22-30
0s animais foram expostos ao estresse ou ndo. As barras representam a média = E.P.M do nimero de bolos fecais
coletados (n=10 animais/grupo). Os conectores de cor cinza representam as diferencas entre os grupos tratados.
A analise dos resultados foi feita através analise de variancia three-way seguida do teste post-hoc Bonferroni.
(*P<0.05, ****P<0.0001). Abreviacdes: DPN = dia pos-natal; EST = estresse; QNP = quinpirole; SAL = salina.

6.1.2 Teste de labirinto em cruz elevado

Foram registrados os parametros etoldgicos no teste de labirinto em cruz elevado no
intuito de avaliar o efeito da administracdo neonatal de QNP e associacdo com estresse na
infancia no estado de ansiedade em animais machos e fémeas. A analise do nimero de entrada
nos bracos abertos (NEBA) (Figura 16A) revelou que houve uma interacao significativa entre
as variaveis independentes “sexo” e “tratamento neonatal” [F(1 72) = 11.59, P = 0.001],
“sexo” e “estresse” [F (1,72) = 10.26, P = 0.002] e “tratamento neonatal” e “estresse” [F(1,
72) = 29.23, P<0.0001]. Contudo, ndo houve uma interagdo significativa entre os trés fatores
[F(1, 72) = 0.641, P = 0.426]. Tanto os animais fémeos quanto 0s machos apenas expostos ao
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estresse na infancia aumentaram o NEBA quando comparados com os animais controles sem
exposicdo (machos: P = 0.019, fémeas: P<0.0001). Adicionalmente, as fémeas nao
sensibilizadas expostas ao estresse tiveram um aumento no NEBA em relacdo aos machos nao
sensibilizados expostos ao estresse (P<0.0001). Apenas as fémeas sensibilizadas aumentaram
0 NEBA quando comparada com o seu grupo controle (P<0.0001). Em ambos o0s sexos, 0
tratamento neonatal com QNP associado a exposi¢cdo ao estresse na infancia diminuiu o
NEBA guando comparado com 0s animais apenas expostos ao estresse na infancia (machos:
P<0.0001, fémeas: P=0.019). Somente nos machos, 0 QNP neonatal associado ao estresse
diminuiu ainda mais o0 nimero de NEBA comparado com 0s animais apenas tratados com
QNP neonatal (ou seja, sensibilizados) (P<0.05).

Em se tratando do tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) (Figura 16B), a
analise revelou uma interagdo significativa entre os fatores “tratamento neonatal” e “sexo” [F
(1, 72) = 36.09, P<0.0001], “sex0” e “estresse” [F(1, 72) = 109.14, P<0.0001] e apresentou
uma interacdo entre os trés fatores [F(1, 72) = 15.55, P<0.0001). Ambos 0S sexos
demonstraram que a sensibilizacdo por QNP provocou um aumento no TPBA em relacdo aos
controles salina (ndo-sensibilizados) (machos: P<0.01, fémeas: P<0.0001). Considerando 0s
animais sensibilizados, enquanto as fémeas expostas ao estresse aumentam o TPBA
(P<0.0001), os machos diminuem o TPBA (P<0.0001) em comparacdo aos animais
sensibilizados sem exposicdo ao estresse. Somente os animais machos ndo-sensibilizados
expostos ao estresse apresentaram uma diminuicdo no TPBA quando comparado com 0s
controles salina sem exposi¢do (P<0.0001). Os animais machos sensibilizados apresentam
maior TPBA quando comparados com as fémeas sensibilizadas (P<0.01). Enquanto que 0s
animais machos sensibilizados e expostos ao estresse apresentaram uma diminuicdo
significativa no TPBA quando comparado com as fémeas sensibilizadas e expostas ao
estresse. (P<0.0001).

A analise do nimero de entradas nos bracos fechados (NEBF) revelou que houve um
interagdo significativa entre os fatores “sexo” e “estresse” [F(1, 72) = 6.30, P = 0.014] e
demonstrou que ndo houve interacéo significativa entre os trés fatores [F(1, 72) = 3.49, P =
0.066] (Figura 16C). O teste de post-hoc demonstrou que houve um aumento significativo no
NEBF considerando os animais fémeos ndo-sensibilizados e expostos ao estresse quando
comparagdo com os controles sem estresse (P = 0.036). No entanto, houve uma diminuic¢éo no
TPBF nos animais machos ndo-sensibilizados e expostos ao estresse quando comparado com

os controles sem estresse (P = 0.028). Apenas nos machos a sensibilizagdo por QNP diminuiu
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0 TPBF quando comparados com os controles salina (P<0.0001). Tantos nos machos quanto
nas fémeas, o tratamento neonatal com QNP e posterior exposi¢cdo ao estresse diminuiu o
TPBF em comparacdo com 0s animais apenas expostos ao estresse (machos: P<0.0001,
fémeas: P<0.0001). Além disso, 0s machos expostos ao estresse apresentaram menor NEBF
quando comparados com as fémeas expostas ao estresse (P = 0.001).

A anélise do tempo de permanéncia nos bracos fechados (TPBF) (Figura 16D) revelou
interacdes significativas entre os fatores “sexo” e “estresse” [F(1, 72) = 8.37, P = 0.005],
“estresse” e “tratamento neonatal” [F(1, 72) = 46.76, P<0.0001]. Contudo, ndo houve
interacdo entre os trés fatores [F(1, 72) = 0.56, P = 0.46]. O teste post-hoc demonstrou que em
ambos 0s sexos, o tratamento com QNP neonatal diminuiu o TPBF gquando comparado com
os controles salina (machos e fémeas: P<0.0001). A exposicao precoce ao estresse provocou
uma diminuicdo no TPBF quando comparado o controle salina sem exposi¢cdo apenas nas
fémeas (P = 0.024). Em ambos os sexos, houve um efeito da combinacdo entre a
sensibilizacdo com o estresse precoce levando a um aumento no TPBF quando comparado
com os animais sensibilizados sem exposi¢cdo ao estresse (machos e fémeas: P<0.0001). Os
animais machos sensibilizados e expostos ao estresse precoce apresentaram um aumento no
TPBF quando comparado com os animais fémeos sensibilizados e expostos ao estresse (P =
0.007).
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Figura 16 Efeito do quinpirole neonatal, estresse e quinpirole associado ao estresse na média
do nimero entrada nos bracgos abertos, tempo de permanéncia nos bracos abertos, numero de
entrada nos bragos fechados e tempo de permanéncia nos bracos frechaos em camundongos

machos e fémeas.
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Os camundongos foram tratados com salina ou QNP 1 mg/kg (i.p.) no intervalo DPN 3-13. Entre o DPN 22-30
0s animais foram expostos ao estresse ou ndo. As barras representam a média + E.P.M do A) nimero de entradas
nos bracos abertos; B) tempo de permanéncia nos bragos abertos; C) nimero de entrada nos bracos fechados; D)
tempo de permanéncia nos bracgos fechados (n=10 animais/grupo). Os conectores de cor cinza representam as
diferengas entre os grupos tratados. A analise dos resultados foi feita através analise de variancia three-way
seguida do teste post-hoc Bonferroni. (*P<0.05, ****P<0.0001). Abreviacbes: DPN = dia pos-natal; EST =

estresse; QNP = quinpirole; SAL = salina.

Para estabelecer uma melhor relacdo entre os pardmetros etologicos de tempo de
permanéncia nos bragos abertos e fechados, calculou-se a razdo do TPBF pelo TPBA (Figura
17). A analise da razdo entre os tempos revelou um efeito significativo entre os fatores “sexo”
e “tratamento neonatal” [F(1, 72) = 13.03, P = 0.001], “sexo” e “estresse” [F (1, 72) = 80.36,
P<0.0001]. Entretanto, ndo houve interagdo entre os trés fatores [F(1, 72) = 3.42, P = 0.068].

Somente as fémeas apresentacdo uma diminuicdo na razdo quando submetidas a tratamento
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neonatal com QNP quando comparadas com o grupo controle (P=0.006). Somente no grupo
dos animais machos submetidos a exposicdo precoce ao estresse houve um aumento na
exploracdo dos bracos fechados quando comparado com 0 grupo ndo exposto ao estresse
(P<0.0001). Apenas nos animais fémeos sensibilizados e expostos ao estresse houve uma
diminuicdo da razdo quando comparado com o grupo nédo sensibilizado e exposto ao estresse
(P<0.0001). Os machos que foram submetidos ao estresse precoce apresentam um aumento
significativo na exploracdo dos bracos fechados quando comparado com as fémeas
submetidas ao estresse (P<0.0001). Assim como, os machos sensibilizados e expostos ao
estresse precoce apresentaram um aumento significativo, na exploracdo dos bragos fechados
em relacdo aos abertos, quando comparados com as fémeas sensibilizados e expostas ao
estresse (P<0.0001).

Figura 17 Efeito do quinpirole neonatal, estresse e quinpirole associado ao estresse na razéo
de exploracédo dos bragos fechados em relacdo aos bragos abertos em camundongos machos e

fémeas.
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Os camundongos foram tratados com salina ou QNP 1 mg/kg (i.p.) no intervalo DPN 3-13. Entre o DPN 22-30
0s animais foram expostos ao estresse ou ndo. As barras representam a média + E.P.M da divisdo entre o tempo
de permanéncia nos bracos fechados pelo tempo de permanéncia nos bragos abertos (n=10 animais/grupo). Os
conectores de cor cinza representam as diferengas entre 0s grupos tratados. A analise dos resultados foi feita
através analise de varidncia three-way seguida do teste post-hoc Bonferroni. (*P<0.05, **P<0.001,
****P<(0.0001). Abreviagdes: DPN = dia pés-natal; EST = estresse; QNP = quinpirole; SAL = salina.
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6.1.3 Teste de sociabilidade e preferéncia por novidade social

Com o intuito de avaliar os comportamentos sociais dos sujeitos estudados, registrou-
se 0s parametros de sociabilidade ou interacdo social e preferéncia por novidade social, que
estd relacionada com memdria social. A analise da porcentagem de interacdo social (Figura
18) revelou uma intera¢do significativa entre os fatores “sexo” e “tratamento” [F(1, 72) =
16.71, P<0.0001]. Além disso, demonstrou uma interacdo entre os fatores “sexo” ¢ “estresse”
[F(1, 72) = 29.95, P<0.0001) e uma interacdo significativa entre os trés fatores [F(1, 72) =
7.15, P = 0.009]. Apenas os machos sensibilizados diminuiram significativamente a interacao
social quando comparado com o grupo controle salina (P<0.0001). As fémeas submetidas ao
estresse precoce aumentaram a interacdo social quando comparado ao grupo controle ndo
submetido ao estresse (P=0.012). Enquanto que no grupo fémeas sensibilizadas e submetida
ao estresse houve uma diminuicdo da interacdo social quando comparada com o0 grupo apenas
sensibilizado (P<0.0001), no grupo dos machos sensibilizados, a posterior exposicdo ao
estresse reverteu a diminui¢do na interagdo social quando comparado com 0 grupo apenas
sensibilizado (P=0.001). Além disso, houve um aumento significado na interacdo social
guando se compararam 0s grupos de animais machos estressados e fémeas estressadas
(P<0.0001). Os animais machos sensibilizados apresentaram uma diminuigdo ainda mais
significativa quando comparados aos animais fémeos sensibilizados (P<0.0001).
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Figura 18 Efeito do quinpirole neonatal, estresse e quinpirole associado ao estresse na

porcentagem de interacdo social em camundongos machos e fémeas.
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Os camundongos foram tratados com salina ou QNP 1 mg/kg (i.p.) no intervalo DPN 3-13. Entre o DPN 22-30
0s animais foram expostos ao estresse ou ndo. As barras representam a média + E.P.M da porcentagem de
interacdo social (n=10 animais/grupo). Os conectores de cor cinza representam as diferencas entre 0s grupos
tratados. A analise dos resultados foi feita através analise de variancia three-way seguida do teste post-hoc
Bonferroni. (*P<0.05, **P<0.001, ****P<0.0001). Abrevia¢des: DPN = dia pds-natal; EST = estresse; QNP =

quinpirole; SAL = salina.

Outro comportamento social analisado foi a preferéncia social por novidade (Figura
19). A analise dos dados revelou uma interagdo entre os fatores “estresse” e “tratamento”
[F(,1 72) = 20.94, P<0.0001) e uma interacdo entre os trés fatores [F(1, 72) = 16.45,
P<0.0001]. Ambos o0s sexos apresentaram uma menor preferéncia social quando
sensibilizados quando comparado com os grupos controle saline (machos: P<0.0001, fémeas:
P=0.05). Somente os animais machos submetidos ao estresse precoce demonstraram uma
diminuicdo significativa na porcentagem de preferéncia social quando comparados com o
grupo ndo submetido ao estresse (P<0.0001). O grupo de animais machos sensibilizados e
submetidos ao estresse reverteu a diminuigdo na preferéncia social quando comparados com
0s animais machos sensibilizados, mas ndo submetidos ao estresse (P<0.0001). Os
camundongos machos submetidos ao estresse precoce apresentacdo inversdo na preferéncia
social quando comparado com as fémeas submetidas ao estresse (P<0.0001). O grupo de
animais machos sensibilizados também apresentaram uma inversdo da preferéncia social

guando comparado com o grupo de fémeas sensibilizadas (P<0.0001). Os machos
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sensibilizados e submetidos ao estresse precoce diminuiram a preferéncia social quando

comparado com as fémeas sensibilizadas e submetidas ao estresse (P=0.040).

Figura 19 Efeito do quinpirole neonatal, estresse e quinpirole associado ao estresse na

porcentagem de preferéncia social por novidade em camundongos machos e fémeas.
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Os camundongos foram tratados com salina ou QNP 1 mg/kg (i.p.) no intervalo DPN 3-13. Entre o DPN 22-30
0s animais foram expostos ao estresse ou ndo. As barras representam a media + E.P.M da porcentagem de
preferéncia social por novidade (n=10 animais/grupo). Os conectores de cor cinza representam as diferengas
entre os grupos tratados. A analise dos resultados foi feita através analise de variancia three-way seguida do teste
post-hoc Bonferroni. (*P<0.05, **P<0.001, ****P<0.0001). Abreviacfes: DPN = dia p6s-natal; EST = estresse;
QNP = quinpirole; SAL = salina.

6.1.4 Teste de inibicéo pré-pulso

O teste de inibicdo pré-pulso foi usado para avaliar a funcdo sensério-motor
atencional. A analise de IPP (Figura 20) revelou uma interagdo entre os fatores “sexo” e
“estresse” [F(1, 72) = 56.27, P<0.0001], “estresse” e “tratamento” [F(1, 72) = 34.58,
P<0.0001]. Contudo, ndo houve uma interacéo entre as trés variaveis [F(1, 72) = 0.155, P =
0.695]. Tanto o grupo de animais fémeas quanto o grupo de animais machos sensibilizados
apresentaram déficits de IPP quando comparados aos grupos controles nao sensibilizados
(machos e fémeas: P<0.0001). Apenas nos machos foi observado que a exposi¢ao ao estresse

precoce causou significante déficit de IPP quando comparados ao grupo controle (P<0.0001).
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Curiosamente, as fémeas sensibilizadas e submetidas ao estresse apresentaram uma reversao
do déficit de IPP causado pela sensibilizacdo por QNP (P<0.0001). Os machos submetidos ao
estresse precoce apresentaram déficits de IPP quando comparados com as fémeas submetidas
ao estresse (P<0.0001). Os machos sensibilizados e expostos ao estresse apresentam maior
déficit de IPP quando comparados com as fémeas sensibilizadas e expostas ao estresse
(P<0.0001).

Figura 20 Efeito do quinpirole neonatal, estresse e quinpirole associado ao estresse na

porcentagem de inibicdo pré-pulso em camundongos machos e fémeas.
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Os camundongos foram tratados com salina ou QNP 1 mg/kg (i.p.) no intervalo DPN 3-13. Entre 0 DPN 22-30
0s animais foram expostos ao estresse ou ndo. As barras representam a média + E.P.M das médias dos valores de
porcentagem de IPP nos pré-pulsos de 70, 75 e 80. (n=10 animais/grupo). Os conectores de cor cinza
representam as diferencas entre os grupos tratados. A analise dos resultados foi feita através analise de variancia
three-way seguida do teste post-hoc Bonferroni. (*P<0.05, ****P<0.0001). Abrevia¢des: DPN = dia p6s-natal;
EST = estresse; QNP = quinpirole; SAL = salina.
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6.1.5 Determinacdo dos niveis de dopamina e serotonina no corpo estriado

Buscamos investigar se o priming de recepetor D2 e/ou 0s eventos estressantes na
infancia poderia alterar a liberacdo de neurotransmissores no corpo estriado desses animais
qguando adultos. A anélise dos niveis de dopamina (Figura 21A) revelou uma interacédo
significante entre os fatores “tratamento neonatal” e “sexo” [F(1, 64) = 8.846, P = 0.004], uma
interacdo entre os fatores “sexo” e “estresse” [F(1, 64) = 11.338, P = 0.001]. Também
demonstrou uma interagdo entre “tratamento” e “estresse” [F(1, 64) = 31.840, P<0.0001] e
uma interacdo significante entre os trés fatores [F(1, 64) = 5.269, P = 0.025]. Os machos e as
fémeas submetidas ao priming de receptor D2 apresentaram aumento na liberacdo de
dopamina no corpo estriado quando comparados aos controles salina (machos: P<0.0001,
fémeas: P = 0.014). Os machos e fémeas submetidos ao priming de receptor D2 e expostos ao
estresse na infancia apresentaram menores niveis de dopamina quando comparado aos
animais apenas submetidos ao priming de receptor D2 (machos e fémeas: P<0.0001). Foi
possivel observar um dimorfismo sexual nos niveis de dopamina, os machos apresentando
maiores niveis de dopamina no corpo estriado em relacédo as fémeas (P<0.0001).

Com relacdo a analise de serotonina no corpo estriado (Figura 21B) foi possivel
observar revelar uma interagdo significante entre as variaveis “tratamento” e “sexo” [F(1, 64)
= 15.419, P<0.0001], além de uma interagdo entre as variaveis “estresse” e “sexo” [F(1, 64) =
22.658, P<0.0001]. Em contrapartida, ndo foi observado uma interacdo significativa entre 0s
trés fatores [F(1, 64) = 2.427, P = 0.125]. A analise post-hoc permitiu observar que as fémeas
submetidas as estresse na infancia apresentam niveis aumentados de serotonina no corpo
estriado quando comparado ao grupo controle (P<0.05). Por outro lado, os machos
submetidos ao estresse na infancia apresentaram niveis diminuidos de serotonina (P<0.0001).
Os machos com o receptor D2 sensibilizado apresentaram niveis de serotonina maiores que as

fémeas submetidas a sensibiliza¢do de receptor D2 (P<0.0001).



59

Figura 21 Efeito do quinpirole neonatal, estresse e quinpirole associado ao estresse niveis de

dopamina e serotonina no corpo estriado de camundongos machos e fémeas.
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Os camundongos foram tratados com salina ou QNP 1 mg/kg (i.p.) no intervalo DPN 3-13. Entre 0 DPN 22-30

0s animais foram expostos ao estresse ou ndo. As barras representam a média £ E.P.M das médias dos valores de

ng/g de tecido fresco, corpo estriado. (n=8 animais/grupo). Os conectores de cor cinza representam as diferengas

entre os grupos tratados. A analise dos resultados foi feita através analise de variancia three-way seguida do teste
post-hoc Bonferroni. (*P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.0001). Abrevia¢des: DPN = dia pds-natal; EST = estresse;

QNP = quinpirole; SAL = salina.

Com a finalidade de melhorar a compreensdo sobre as alteracbes comportamentais

encontradas elaborou-se um resumo grafico sobre os principais parametros analisados (Figura

22).
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Figura 22 Resumo grafico dos resultados obtidos nos testes comportamentais.
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Na representacdo grafica acima, os quadros principais sao divididos por género (fémeas e machos). Na vertical
esta separado em diferentes grupos: controle, estresse precoce sozinho, sensibilizacdo de receptor D, por QNP e
a sensibilizacdo associada ao estresse precoce. A quadro azul central refere-se aos efeitos de dimorfismo sexual.
O sinal (+) significa um aumento no pardmetro citado e o sinal (-) significa uma diminui¢do. O sinal (>>)
representa um aumento relativo entre machos e fémeas. Abreviaturas: EST — estresse; F — fémeas; QNP —

quinpirole; M — machos.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado que a sensibilizagéo de receptores D2 durante o
periodo neonatal associado ou ndo com exposicao a estressores ambientais precoce provocou
alteracdes comportamentais na fase adulta de camundongos machos e fémeas. Algumas
dessas alteracBes apresentou um dimorfismo sexual. Foi possivel observar que machos e
fémeas quando submetidos a priming de receptor D2 apresentam menor atividade locomotora.
As fémeas apresentaram maior atividade exploratoria que os machos. Ambos apresentaram
maior emocionalidade (as fémeas mais que os machos). Além disso, apresentaram menos
comportamento tipo-ansioso (machos mais que as fémeas). Ambos se demonstraram menos
sociaveis e com déficit de IPP. Quando apenas expostos ao estresse na infancia, os machos
apresentaram hiperlocomocéo, maior emocionalidade, comportamento tipo-ansioso, déficit de
IPP e nenhuma alteracdo na memoria social. Enquanto que as fémeas apresentam maior
atividade exploratéria e déficits de memdria social. Quando expostos tanto ao priming de
receptor D2 quanto estresse na infancia, 0s animais ndo apresentaram 0 mesmo conjunto de
alteracbes ou uma exacerbacdo dos mesmos. A fémeas continuaram apresentaram
hipolocomocdo (os machos uma menor atividade exploratoria). As fémeas apresentaram
menor sociabilidade e déficits de memoria social, enquanto 0os machos ndo apresentaram
déficit social. Ambos ndo apresentaram déficits de IPP.

Esse conjunto de alteragbes sugere que o priming de receptor D2 leva a uma piora em
comportamentos semelhantes aos sintomas “cognitivos” e “negativos” da esquizofrenia em
ambos os sexos. Além disso, a exposi¢do precoce ao estresse provoca um estado de ansiedade
e maior emocionalidade nos animais, sendo 0os machos com mais caracteristicas ansiosas. E
guando se refere a exposicdo ao estresse nos animais com priming de receptor D2, apenas as
fémeas apresentaram comportamentos semelhantes aos sintomas ‘“negativos” da
esquizofrenia.

Um subconjunto de pacientes com esquizofrenia exibe agitacdo psicomotora como
sintoma “positivo”, que incluem hiperatividade e elevagdo nos movimentos estereotipados
(POWELL; MIYAKAWA, 2006). A hiperatividade tem sido demonstrada em muitos
modelos animais de esquizofrenia (LIPSKA; WEINBERGER, 2000). O teste de campo
aberto foi primeiro proposto para avaliar o comportamento emocional em animais (HALL,
1934). Atualmente, pode-se mensurar respostas comportamentais como atividade locomotora
(BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995; SEIBENHENER; WOOTEN, 2015), atividade
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exploratoria (ALVAREZ et al., 2006; CRAWLEY, 1985), hiperatividade (FUKUSHIRO et
al., 2008) e um estado de ansiedade nos animais analisados (PRUT; BELZUNG, 2003). A
quantidade de vezes que o animal realiza o comportamento de rearing depende ndo apenas da
exploracdo por si, mas também com a quantidade de atividade locomotora do animal. Além
disso, 0 nimero de rearing representa a exploracao, semelhante a inspecionar diversos lugares
do ambiente (TANAKA et al., 2012).

A administracdo neonatal de QNP (agonista de receptor dopaminérgico D) resulta no
aumento da sensibilidade do receptor D, que persiste durante a vida do animal (BROWN;
PETERSON, 2016). O tratamento crénico com QNP em ratos durante a fase adulta produz
uma hiperlocomoc¢do acentuada nos animais (SZECHTMAN et al., 1994). Outra pesquisa
demonstrou que o tratamento neonatal com QNP aumenta a resposta locomotora a uma droga
psicoestimulante (anfetamina) (COPE et al., 2010). De outra forma, nossos achados mostram
que o tratamento neonatal com QNP induz em camundongos uma hipolocomocgdo quando
esses sujeitos alcancam a idade adulta, ndo representando sintomas “positivos” caracteristicos
de uma populacdo de pacientes com esquizofrenia. A resposta locomotora a uma substancia
pode envolver a funcdo de outros receptores de dopamina. Um estudo realizado com ratos
adultos demonstrou que a administracdo aguda de quinpirole diminui a atividade locomotora e
um agonista de receptor D1 aumenta esta atividade. Nesse estudo, os receptores D2 nao eram
supersensibilizados, ou seja, seu estado de afinidade era normal (SCHINDLER; CARMONA,
2002).

Experiéncias estressantes tém um profundo impacto na fungéo cerebral e pode levar a
alteracdes de curto a longo prazo nos comportamentos dos roedores. (MCLAUGHLIN;
BARAN; CONRAD, 2009). Uma pesquisa utilizando um teste de campo aberto
automatizado, mostrou que os comportamentos de rearing parecem ser dependentes do
contexto e serem comportamentos sensiveis ao estresse agudo. Além disso, apresenta clara
diferenca sexual, sendo que as fémeas fazem menos rearing que os machos (STURMAN;
GERMAIN; BOHACEK, 2018). No nosso estudo, as fémeas “controle” realizaram menos
rearing que os machos. Interessantemente, quando as fémeas foram expostas ao estresse
precoce elas aumentaram esse comportamento e os machos néo.

Outro parametro analisado no teste de campo aberto foi o self-grooming ou
autolimpeza. Estudar o fenétipo de self-grooming pode ser proveitoso para avaliar modelos
animais de transtornos nos quais 0s comportamentos repetitivos sdo marcantes, como

Sindrome do Espectro Autista (KALUEFF et al., 2016). Sendo uma medida relacionada com
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0 comportamento repetitivo desses animais. O comportamento de self-grooming tém
influéncia do contexto e dos hormonios gonodais, sendo que 0s machos normalmente
apresentam esse comportamento maior que as fémeas (MOORE, 1986). Corroborando com
esses achados em ratos, ndés demonstramos que camundongos machos controle realizam mais
self-grooming que as fémeas e que esse comportamento ndo é sensivel ao estresse ou priming
de D2.

Um estudo classico no teste de campo aberto demonstrou que normalmente ratos
machos defecam mais que as fémeas, contudo essa diferenca sexual pode ser diferente em
outras espécies de roedores (GRAY; LALLJEE, 1974). Em uma revisdo sobre testes de
emocionalidade em roedores, examinaram 0s comportamentos relacionados a um estado
emocional alterado no teste de campo aberto, por exemplo. Um perfil comportamental em
roedores de aumento de defecacéo e diminuicdo de atividade ambulatéria pode representar a
base de uma resposta emocional aumentada (ARCHER, 1973b). Contudo, pode haver
diferencas de acordo com a espécie e estirpe (ARCHER, 1975). Considerando esse perfil
comportamental, as fémeas com receptor D2 “sensibilizado” apresentam maior defecacao e
menor atividade ambulatéria (mais que os machos). Demonstrando que as fémeas submetidas
ao priming de receptor D2 tém um estado emocional aumentado quando alcangam a fase
adulta.

Estabelecer uma relacdo entre experiéncias estressantes no inicio da vida e a
emocionalidade em animais é complexo. Um estudo tentando esclarecer a relagcdo entre
estresse aguda e cronico na performance de ratos no teste de campo aberto, demonstrando que
0 estresse agudo aumenta 0os comportamentos motores e diminui a defecacdo, enquanto que o
estresse crénico diminui a atividade locomotora no teste (KATZ; ROTH; CARROLL, 1981).
Em ambos os protocolos, esses estressores foram aplicados de forma aguda ou cronicamente
antes do teste. No nosso experimento, 0s animais foram expostos a eventos estressores no
inicio da vida e avaliacdo comportamental foi realizada quando alcancaram a idade adulta.

Alguns estudos sugerem que a exposicdo ao estresse ou sobrecarga de horménios
relacionados ao estresse na primeira infancia podem agir como um sinal de gatilho capaz de
alterar o desenvolvimento de sistemas de resposta emocional e, potencialmente, tornar o
animal susceptivel a um maior risco de desenvolver ansiedade (CALLAGHAN;
RICHARDSON, 2013).

Os comportamentos do tipo-ansiedade podem ser avaliados em testes como o labirinto

em cruz elevado. Um estudo realizado em ratos demonstrou que ha diferencas entre a



64

performance de machos e fémeas no labirinto em cruz elevado. As fémeas exibiriam menos
comportamentos do tipo-ansiedade comparado com o machos (XIANG; HAO; KOSTEN,
2011). Um estudo comparando varias estirpes de camundongos mostrou que, na maioria das
estirpes, as fémeas apresentam-se menos ansiosas que os machos (RODGERS; COLE, 1993;
VOIKAR et al., 2001). Por outro lado, em humanos, dados epidemiolégicos mostram que as
mulheres sdo significativamente mais propicias em desenvolver transtornos de ansiedade ao
longo da vida comparadas aos homens (BRUCE et al., 2005; REGIER; NARROW; RAE,
1990). Uma vasta literatura existe sobre o desenvolvimento de estados ansiedade na idade
adulta seguidos de experiéncias adversas no inicio da vida (DONNER; LOWRY, 2013). O
estresse precoce na infancia pode alterar a longo prazo o funcionamento de circuitos cerebrais
relacionados com ansiedade. Experiéncias estressoras na infancia, particularmente em
criangas do sexo feminino podem levar a mudangas hormonais tardias e acarretar em
disfungdo em certas regides cerebrais relacionadas com ansiedade e depressdo quando
atingem a adolescéncia (18 anos) (BURGHY et al., 2012).

As consequéncias do estresse na primeira infancia sdo pouco entendidas e eventos
estressores parecem causar disturbios funcionais em regiGes cerebrais responsaveis pelo
comportamento emocional em humanos (KRUGERS; JOELS, 2014; TEICHER; TOMODA,;
ANDERSEN, 2006). Contudo, ha uma dificuldade de replicar essas consequéncias de
humanos para roedores e vice-versa, por sofrer influéncia do tipo (psicolégico ou ambiental),
intensidade (leve ou moderado) e duragéo de exposicao (aguda, subcrénico ou cronico) desses
eventos estressores. Por exemplo, a exposicdo a estresse moderado, como a separagdo
materna, pode acarretar em um estado de ansiedade aumentado em fémeas quando adultas,
mas ndo nos machos (BONDAR; LEPESHKO; RESHETNIKOV, 2018). No nosso estudo, 0
periodo que ocorreu a exposicdo ao estresse subcronico foi na infancia tardia (que nos
humanos sera aproximadamente durante a segunda infancia — 4-11 anos). Esse periodo (DPN-
25-35) é critico para o desenvolvimento cerebral dos roedores pois é onde ocorre maturacao
estrutural do cortex pré-frontal (TSUJIMOTO, 2008). Além disso, o cortex pré-frontal é uma
das regibes mais sensiveis aos efeitos prejudiciais do estresse (ARNSTEN, 2009). Sendo
assim, pode ser que a exposi¢ao a eventos estressores moderados durante um periodo de
importante maturacdo do cortex pré-frontal pode alterar a resposta ao estresse a longo-prazo.
NOs mostramos que 0s animais machos que passaram pelo priming de D2 e pelo estresse na
infancia apresentaram maior estado de ansiedade quando adultos. Sugerindo uma influéncia

da neurotransmiss@o dopaminérgica na resposta ao estresse.
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Entre os principais sintomas “negativos” da esquizofrenia estdo o embotamento do
afeto, a disfuncdo da capacidade de sentir prazer (anedonia) e a disfuncdo da socializacao
(associabilidade) (ALPHS et al., 1989; STAHL; BUCKLEY, 2007). A disfuncdo da
sociabilizagdo € um parametro que pode ser avaliado em roedores e possui valor translacional
para os sintomas “negativos” em humanos (POWELL; MIYAKAWA, 2006). Os testes de
interacdo social podem ser organizados em diferentes protocolos para avaliar 0s
comportamentos socias em modelos animais de esquizofrenia (MIYAKAWA et al., 2003;
MOY et al., 2004; NADLER et al., 2004). Os modelos animais de esquizofrenia apresentam
uma associbilidade ou uma diminui¢do na interacdo social. Observando modelos animais
induzidos farmacologicamente, como a administracdo repetida de fenciclidina em ratos
(MCKIBBEN; REYNOLDS; JENKINS, 2014) e cetamina em camundongos
(VASCONCELDOS et al., 2015); além de modelos de alteracdo do desenvolvimento cerebral
em ratos (MONTE et al., 2017), pode-se perceber que a diminuigdo da sociabilidade é uma
caracteristica marcante de validade translacional.

Ha poucas evidéncias sobre a relacdo entre o tratamento neonatal com quinpirole e as
consequéncias a longo-prazo nos comportamentos sociais. Menos ainda se sabe sobre as
consequéncias do priming de receptor D2 somado a exposi¢cdo ao estresse e suas
consequéncias na sociabilidade e preferéncias social. Porém, ha estudos que tentam entender a
relacdo entre a funcdo da dopamina, e seus receptores, e 0S comportamentos sociais
(KABITZKE et al., 2015). Um estudo acompanhou o desenvolvimento social em um modelo
de animais transgénicos com aumento de atividade de receptor D2 no terminal pés-sinaptico
no estriado. Os animais fémeos transgénicos apresentam disfungdes sociais mais marcantes na
adolescéncia e na fase adulta. No que cerne o contato social, as fémeas apresentam menor
interacdo social na fase adulta. Demonstrando o papel da disfun¢do dopamina no estriado e o
desenvolvimento de comportamento sociais em camundongos (KABITZKE et al., 2015). Em
humanos a populacdo de receptores D2/D3 no estriado estdo associadas com hierarquia social,
sendo os voluntarios com maior populacédo de receptores D2/D3 no estriado aqueles mais alta
hierarquia social (MARTINEZ et al., 2010). Em suma, ha evidéncias que relacionam a alta
atividade e aumento da populacéo de receptores D2 com comportamentos, mas pouco se sabe
sobre a sensibilidade desses receptores e a afiliagdo social.

A dopamina tem um papel significante na regulagcdo do comportamento social, como
hierarquia social, agressdo, impulsividade e afiliacdo social (YAMAGUCHI et al., 2017).
Quando investigado o papel do receptor D2 na afiliacdo social em camundongos, um estudo
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sugeriu que a administracdo de quinpirole em camundongos adultos reduz a investigagéo
social durante um teste adaptado de caixa claro-escuro (GAO; CUTLER, 1993).

Um estudou tentou investigar os aspectos que se assemelham a sintomatologia
“negativa” da esquizofrenia em ratos machos usando o mesmo paradigma de sociabilidade e
preferéncia social por novidade. Os pesquisadores testaram as alteragdes comportamentais
que a administracdo aguda e subcrénica de Fenciclidina produziriam neste paradigma social.
Foi demonstrado que a administracdo aguda foi capaz de reduzir a sociabilidade, mas nao a
preferéncia social. Enquanto a subcrénica ndo alterou 0s comportamentos sociais
(MCKIBBEN; REYNOLDS; JENKINS, 2014). Nosso estudo € a primeira evidéncia
disfuncdo social a longo prazo em camundongos fémeas e machos com supersensibilidade de
receptores D2.

Por outro lado, também pode haver uma relacdo entre a exposicdo a estressores
precocemente e uma alteracdo no comportamento social. A neurobiologia do estresse e a
neurobiologia do comportamento social estdo intimamente interligadas, de modo que uma
interacdo social pode ser um estressor, assim como, eventos estressores podem alterar o
comportamento social (BEERY; KAUFER, 2015). A exposi¢do a estressores pode alterar a
interacdo social em humanos, primatas e roedores (LYONS; PARKER; SCHATZBERG,
2010). Em um modelo utilizando ratos machos expostos a um Unico estresse prolongado
acarretou em um reconhecido social comprometido (EAGLE; FITZPATRICK; PERRINE,
2013).

O dimorfismo sexual na sociabilidade tem sido documentado em humanos
(CONNELLAN et al., 2000). Diferencas sexuais tém sido descritas previamente no teste de
interacdo social em ratos, no qual os ratos machos adultos estaria mais atraido a interagir
socialmente do que as fémeas adultas (ou seja, os ratos machos seriam menos socialmente
ansiosos que as fémeas) (JOHNSTON; FILE, 1991). Um estudo demonstrou que o estresse
social acarreta em habilidades sociais disfuncionais, diminuindo a interacdo social em
camundongos fémeas, mas ndo nos machos, utilizando uma linhagem de camundongos
diferentes (TRAINOR et al., 2011). Um comprometimento na interacdo social pode estar
relacionado com comportamento do tipo-ansiedade social em ratos. Um experimento
buscando investigar os fatores importantes que mediariam o dimorfismo sexual no teste de
interacdo social, demonstrou que a ovariectomia em ratas fémeas ndo modificou a interacdo
social, mesmo quando tratadas agudamente com estradiol. Alem de mostrar que a interagdo

social ndo é afetada pelas alteracfes hormonais que ocorrem durante o ciclo estral (STACK et



67

al., 2010). Nés demonstramos que as fémeas expostas ao estresse durante a infancia tardia
apresentaram maior sociabilidade quando adultas. Um estudo realizado em camundongos
demonstram que fémeas submetidas a estressores moderados (separacdo maternal) na
primeira infancia apresentam aumento no comportamento social, no teste de interagéo social,
quando analisadas na fase adulta (BONDAR; LEPESHKO; RESHETNIKQOV, 2018).

Nossos achados mostraram que ha uma diminuicdo na interacdo social tanto em
camundongos machos quanto em fémeas submetidos ao priming de receptor D2 (0s machos
apresentando ainda menos interacdo social que as fémeas). Demonstrando que reproduz
aspectos de uma sintomatologia “negativa” da esquizofrenia tanto em machos quanto fémeas.
Outro aspecto semelhante aos sinais “negativos” ¢ a preferéncia social diminuida (POWELL,;
MIYAKAWA, 2006). Tantos os machos quantos as fémeas com o receptor D2 sensibilizado
apresentam diminuicdo de preferéncia por novidade social. Além disso, esse teste pode refletir
déficits de memdria social. Modelos animais que analisam a memdria e 0 reconhecimento
social sdo pertinentes no estudo de diferentes transtornos do Sistema Nervoso Central que
envolve disfuncdo cognitiva (GAO et al., 2009). Em um modelo de administracdo repetida de
cetamina, que replica sintomas de esquizofrenia, foi possivel observar que cetamina prejudica
a memoria e reconhecimento social. Além de evidenciar que o tratamento com antipsicoticos
tipicos e atipicos revertem essas alteragdes no comportamento social induzidas por cetamina
(GAO et al., 2009). Nesse contexto, nés demonstramos que as fémeas submetidas ao priming
de receptor D2 apresentam mais prejuizo de memoria social que os machos. Também
demonstrando aspectos cognitivos semelhantes aos caracteristicos da esquizofrenia.

As respostas de sobressalto sdo compostas por um conjunto de comportamentos de
reflexo com intuito de preparar o organismo a encarar um potencial estimulo agressor. A
inibicdo pré-pulso foi inicialmente desenvolvida para pesquisa neuropsiquiatrica em humanos
como uma medida operacional para avaliar o filtro sensorio (sensory gating) (BRAFF;
GRILLON; GEYER, 1992). O filtro sensério é o processo pelo qual os estimulos irrelevantes
sdo separados ou “filtrados” dos estimulos com significado (importantes) e isso pode estar
sujeito a alteracdo tanto na sobrecarga sensoOria quanto em déficits cognitivos, como
observado na esquizofrenia (JONES et al., 2016). Déficits de IPP pode representar a interface
entre “psicose e cognicdo” pois parecem predizer o prejuizo cognitivo nos pacientes com
esquizofrenia (GEYER, 2006; VAN DEN BUUSE, 2010). A IPP esta deficitaria em pacientes
que sofrem de esquizofrenia (BRAFF; GEYER; SWERDLOW, 2001). Além disso, o déficit
de IPP é considerado um candidato a fendétipo intermediario (endofendtipo) da esquizofrenia
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(TAKAHASHI et al., 2011). Dessa forma, a IPP representa uma ferramenta translacional para
investigacdo de aspectos da esquizofrenia em modelos animais, como, por exemplo, em
modelos de esquizofrenia com camundongos geneticamente modificados (BRODY et al.,
2004; POWELL,; ZHOU; GEYER, 2009).

Um estudo realizado em ratos, demonstrou que a administragdo neonatal com
quinpirole provoca déficits no filtro sensdério-motor auditivo desses animais, de ambos 0s
sexos, quando adultos (MAPLE et al.,, 2015). Corroborando com nossos achados, 0s
camundongos submetidos a administracdo neonatal com quinpirole apresentaram deficits no
filtro sensério-motor quando adultos. Ndo havendo diferenca entre 0s sexos. A exposi¢ao ao
estresse na infancia tardia parece ndo aumentar o deficit cognitivo nos animais com receptor
D2 sensibilizado. De forma intrigante, os camundongos machos expostos ao estresse na
infancia apresentaram déficits de IPP. Um estudo realizado em camundongos machos e
fémeas adultos mostrou que a exposicdo a estresse de contengdo, considerado moderado,
provoca um déficit de IPP nesses animais. Demonstrando que a exposicao a estresse também
pode alterar o processo cognitivo (POWERS; CHESTER, 2014). Nossos achados, corrobora
mostrando que experiéncias estressoras no inicio da vida podem ter consequéncias cognitivas
a longo-prazo nos animais machos.

Estudos tém reportado que ha diferencas importantes entre ratos Wistar machos e
fémeas no teste de inibicdo pré-pulso. Diversos experimentos tém demonstrado que ratos
machos sadios apresentam maior IPP quando comparados com as fémeas (LEHMANN;
PRYCE; FELDON, 1999). Contudo, parecer haver influéncia da estirpe dos animais, pois
ratos Sprague Dawley parecem nado apresentar diferencas na habituacao e inibi¢do pré-pulso a
resposta de sobressalto acustico (SHAIKH; SCHMID, 2014). Com o intuito de entender a
relacdo entre a neurotransmissdo dopaminérgica e 0 processo cognitivo subjacente ao filtro
sensorio-moto, um estudo demonstrou que substdncias que ativam ou facilitam a
neurotransmissao mediada por dopamina induz déficits de IPP nos animais (SWERDLOW et
al., 1991). Com base em um experimento em camundongos, pesquisadores investigaram o
efeito do dimorfismo sexual e do ciclo estral nos parametros analisados no teste de IPP. Por
conseguinte, foi possivel demonstrar que o ciclo estral aparenta ndo ter influéncia na
amplitude do sobressalto, habituagéo, facilitacdo do pré-pulso e inibigdo pré-pulso. Apesar de
em ratos e em humanos as variagbes hormonais do ciclo estral parecem influenciar a IPP.

Nesse mesmo estudo, ndo foi demonstrada influéncia do sexo no pardmetro de IPP e
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facilitagdo do pre-pulso. Todavia, os camundongos machos exibiram maiores amplitudes de
sobressalto comparados com as fémeas (PLAPPERT; RODENBUCHER; PILZ, 2005).

Em se tratando das alteragcdes neuroquimicas, nossos achados mostraram um aumento
nos niveis estriatais de dopamina nos animais submetidos ao priming de receptor D2.
Corroborando com achados clinicos em pacientes com esquizofrenia, que apresentam uma
hiperfuncdo dopaminérgica no estriado (ABI-DARGHAM et al., 1998; KAALUND et al.,
2014). Sugerindo uma semelhanca com as alteragfes neurobiologicas encontradas na
esquizofrenia.

Em suma, pode-se notar que as alteragdes comportamentais induzidas apenas pelo
priming de receptores D2 se assemelham aos sintomas ‘“negativos” e “cognitivos” da
esquizofrenia tanto nos machos quanto nas fémeas. Por outro lado, quando submetidos aos
eventos estressantes na infancia os animais machos com receptores D2 sensibilizados
apresentam sintomas semelhantes a esquizofrenia e as fémeas ndo apresentaram.

Nosso estudo teve como limitacGes o periodo no qual os animais foram submetidos
aos eventos de vida estressantes na infancia tardia, podendo-se avaliar a exposicdo na
adolescéncia tardia, inicio da fase adulta. Além disso, o periodo no qual ocorreu a avaliacdo
comportamental pode ser mais tardio para avaliar o inicio das alteragdes comportamentais e a
influéncia do sexo, considerando que nos humanos ha uma diferenca entre 0s sexos no que

cerne ao inicio dos sintomas.



70

8 CONCLUSAO

Em conjunto, nossos achados demonstraram que a administracdo neonatal de
quinpirole, que por sua vez, produz uma sensibilizacdo duradoura de receptores de dopamina,
provoca consequéncias mecanisticas relevantes no animal adulto. Principalmente, um prejuizo
na sociabilidade, preferéncia social e déficits no processo cognitivo do filtro sensério-motor
auditivo. N&o demonstrando todas alteracbes na atividade psicomotora. Dessa forma, o
presente estudo representa um valor translacional para sintomatologia ‘“negativa” ¢
“cognitiva” da esquizofrenia, mas ndo em relacdo aos sintomas “positivos”. No geral, ndo
apresentou uma forte influéncia do sexo. Contudo, os camundongos fémeos apresentaram um
maior componente afetivo que os machos. Assim como, nos achados fisiopatoldgicos da
esquizofrenia como alteracGes dopaminérgicas e serotoninérgicas estriatais.

A exposicao aos eventos estressantes na infancia tardia foi capaz de induzir alteracGes
no estado emocional e estado de ansiedade nos animais adultos. Nota-se que os machos foram
mais susceptiveis aos efeitos do estresse precoce, apresentando maior estado de ansiedade,
emocionalidade e, de certa foram, déficits cognitivos.

Em termos gerais, a sensibilizacdo dos receptores D2 somada a exposi¢do ao estresse
na infancia tardia aparentou ndo incrementar os deficits induzidos pelos tratamento e estresse
separadamente. Contudo, foi possivel perceber uma influéncia do sexo nesses achados. Os
camundongos machos apresentaram comportamentos tipo-esquizofrenia enquando as fémeas
ndo apresentaram. Desta forma, o conjunto de aspectos comportamentais observados nao
representam fidedignamente uma sintomatologia semelhante a reportada na esquizofrenia.
Faz-se necessario a idealizacdo de experimentos adicionais para se avaliar 0s mecanismos

neurobioldgicos alterados utilizando-se este modelo animal.
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