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RESUMO
VASCONCELOS, L. C. Modelo de esquizofrenia de dois desafios induzidos por ativacdo
imune neonatal e estresse pré-pubere em camundongos: Estudo de diferengas sexuais e

alteracdes comportamentais.

A esquizofrenia é uma doenca que atinge cerca de 2,5 milhdes de brasileiros, sendo uma das
psicoses mais presente do pais. O estudo de modelos de experimenta¢do animal consistentes
auxilia a obtencdo de resultados confidveis e que irdo ajudar na compreensdo dos mecanismos
que levam ao aparecimento dessa doenga, e também subsidiam a pesquisa de novos farmacos
mais eficazes e que ndo possuam tantos efeitos colaterais quanto os que estdo atualmente
disponiveis no mercado. Considerando esses fatores, o presente trabalho avaliou o modelo de
esquizofrenia de dois desafios induzidos por ativacdo imune neonatal e estresse pré-pubere
em camundongos, analisando as alteracdes comportamentais e as diferencas sexuais
encontradas nesse modelo. Foram utilizados camundongos Swiss adultos (20-30 g) machos e
fémeas. Os filhotes machos e fémeas, provenientes das matrizes, foram tratados com POLY I:
C (2 ml / kg, i.p) ou solugdo salina do dia 5 ao 7 pds-natal, correspondendo ao primeiro “hit”.
No dia 21 pds-natal os animais foram separados de suas maes para o desmame e divididos por
sexo. Apds isso, os animais tradados com POLY I:C foram submetidos a 5 sessdes de
estimulos estressores intercalados do 35° ao 43° dia de vida (segundo “hit”): choque elétrico
no pé, imobilizagdo, privacdo de agua, nado for¢ado e imobilizacdo. No dia 70 tanto o grupo
controle (solucdo salina) quanto o grupo POLY I:C + estresse foram submetidos aos testes
comportamentais (campo aberto, labirinto em Y e inibicdo pré-pulso). Os resultados
mostraram diferenca significativa, nos machos e nas fémeas, em teste de campo aberto e
inibicao pré-pulso, do grupo poly + estresse quando comparado ao controle salina, porém no
teste de labirinto em Y, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tanto nos animais
machos como fémeas. Esses resultados sugerem que o modelo de esquizofrenia de dois
desafios induzidos por desafio imune neonatal e estresse pré-pubere é eficaz induzindo
sintomas de esquizofrenia do tipo positivo e cognitivo, entretanto em relagdo aos sintomas de
memoria ndo demonstrou relevancia. Também mostra que ndo houve diferencas sexuais
significativas em nenhum dos parametros avaliados. Podemos concluir com esse trabalho a
eficiéncia do modelo de inducdo de esquizofrenia estudado em testes de comportamento do
tipo campo aberto e inibicao pré-pulso, em ambos os sexos, porém mais estudos precisam ser

realizados.



Palavras Chave: Esquizofrenia, Modelos Animais, Comportamento, Diferencas sexuais.



ABSTRACT
VASCONCELOS, L. C. “Two hits” model of schizophrenia induced by neonatal immune

activation and pre-pubertal stress in mice: study of sexual differences and behavioral changes.

Schizophrenia is a disease that affects about 2.5 million Brazilians, being one of the most
present psychoses in the country. The study of consistent animal experimentation models
helps to obtain reliable results that will help in understanding the mechanisms that lead to the
onset of this disease and also subsidize the search for new drugs that are more effective and
that do not have as many side effects as those that are currently available in the market.
Considering these factors, the present study evaluated the schizophrenia model of two
challenges induced by neonatal immune activation and pre-pubertal stress in mice, analyzing
the behavioral changes and sexual differences found in this model. Adult (20-30 g) male and
female Swiss mice were used. The male and female pups from the matrices were treated with
POLY I: C (2 ml/ kg, i.p) or saline from day 5 to 7 postnatal, corresponding to the first "hit".
On the 21 postnatal animals were separated from their mothers for weaning and divided by
sex. After this, the animals treated with POLY I: C were submitted to 5 sessions of stress
stimuli intercalated from the 35th to the 43rd day of life (second hit): electric shock in the
foot, immobilization, water deprivation, forced swimming and immobilization. At day 70
both the control group (saline solution) and the group POLY I: C + stress were submitted to
behavioral tests (open field, labyrinth in Y and pre-pulse inhibition). The results showed a
significant difference, in males and females, in the open field test and pre-pulse inhibition of
the poly + stress group when compared to saline control, but in the Y labyrinth test, there was
no significant difference between the groups in male animals as females. These results
suggest that the schizophrenia model of two challenges induced by neonatal immune
challenge and pre-pubertal stress is effective inducing symptoms of schizophrenia of the
positive and cognitive type, however in relation to the memory symptoms has shown no
relevance. It also shows that there were no significant sex differences in any of the parameters
evaluated. We can conclude with this work the efficiency of the model of induction of
schizophrenia studied in tests of behavior of the open-field type and pre-pulse inhibition, in
both sexes, however more studies need to be performed.

Keywords: Schizophrenia, Animal Models, Behavior, Sexual Differences.
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1. INTRODUCAO

1.1 Esquizofrenia

1.1.1. Historia e Epidemiologia

Os transtornos mentais dificultam muito a vida de uma pessoa, pois afetam tanto o
seu bem-estar psicolégico quanto fisico podendo ocasionar problemas como desnutri¢cdo e
traumas. Pesquisas da Organizacdo mundial de saide (OMS), National Institutes of Health
(NIH) e da American Psychological Association (APA) mostram que essas perturbagdes,
assim como diversas doengas com sintomas fisicos, sdo geradas por uma complexa interacao
bioldgica, psicoldgica e social. Além disso, segundo dados da OMS, de 2002, cerca de 450
milhdes de pessoas apresentam distirbios mentais, e destas, apenas uma pequena minoria
recebe tratamento.

Dentre esses transtornos, pode-se citar a esquizofrenia que € uma doenga que afeta
1% da populagio mundial de forma direta (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2002), mas indiretamente afeta a todo o circulo familiar ligado ao portador. Ela é uma
desordem mental severa crénica que prejudica vérios aspectos da personalidade de uma
pessoa, os sintomas podem ser muito severos e afetam como o individuo se sente e se
comporta, dificultando muito a convivéncia social de pessoas com essa doenca

Desde a Grécia antiga, ja existiam relatos médicos e livros com casos de psicose
parecidos com a esquizofrenia, porém este termo s6 foi utilizado pela primeira vez por Eugen
Bleuber em sua obra Dementia praecox oder Gruppe der Schizofrenien de 1911, o autor
utilizou este novo termo para explicar um conceito ji existente na época, o de deméncia
precoce, o qual era explicado como sendo o aparecimento de sintomas de deterioragdo mental
que culminavam em uma fase terminal de psicose semelhantes a esquizofrenia em jovens
(HARRISON, 2011).

A incidéncia e desenvolvimento da esquizofrenia dependem de varios fatores,
dentre eles, histdrico familiar, risco genético, idade, local de nascimento e poder econdmico.
Os aspectos genéticos sao muito importantes nisso, pois, apesar de muitas pessoas que tem
esquizofrenia ndo possuirem histérico familiar, alguns alelos que desempenham funcdo e
podem contribuir para a o aparecimento da doenga j4 foram encontrados (APA, 2014). Outros

agentes que podem contribuir sdo problemas durante a gravidez, como infec¢des maternas,
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desnutricdo, diabetes, e também ocorréncias durante o parto da crianga, como hipéxia (APA,
2014; ESAN; OJAGBEMI; GUREIJE, 2012).

A esquizofrenia costuma se manifestar no periodo final da adolescéncia e inicio
da vida adulta em homens, ja em mulheres costuma demorar um pouco mais para se instalar,
aparecendo nestas por volta dos 25 a 30 anos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2002). Porém, em estudos com pacientes que apresentavam historico de esquizofrenia na
familia, a doenga possui um inicio mais precoce e nao existe diferencga significativa entre as
idades de aparecimento entre homens e mulheres nestes casos (MARI, 2000).

Quando a doencga se manifesta durante a infancia ou adolescéncia, € comum a
pessoa ndo atingir niveis funcionais satisfatérios em atividades como trabalho, relacdes
sociais e cuidados pessoais, e também apresentam disfuncdes cognitivas (APA, 2014; SHIM
et al., 2008).

O curso da doenca pode ser favordvel ou ndo para o paciente, em torno de 20%
dos individuos diagnosticados com essa doenga conseguem obter um curso favordvel de
desenvolvimento (APA, 2014). Porém, em pacientes ndo tratados, ela possui um alto grau de
incapacidade, um trabalho realizado com 14 paises em 1999, mostrou que a psicose € uma das
principais causas de impossibilidade de trabalho para os individuos (USTUN et al., 1999).

Um outro problema muito grave associado a esquizofrenia, é o alto indice de
tentativas de suicidio, cerca de 20% das pessoas doentes realizam tentativas de suicidio ao
longo da vida, e mais ou menos 5 a 6% acabam falecendo por meio deste (APA, 2014). Esse
indice € ainda maior em pessoas do sexo masculinos que fazem uso de substancias nocivas ao
organismo, em individuos que tém sintomas do tipo depressivo e também quando a pessoa
doente passa por um episédio de surto psicético ou internacao hospitalar (APA, 2014).

O tratamento para pacientes com esquizofrenia também € muito importante, pois
com ele, o paciente consegue levar uma vida normal em muitos casos, apenas cerca de 12-
15% destes individuos voltam a ter casos psicOticos, enquanto que em pessoas que nao
estejam passando por tratamento, esse numero chega a, em média 70% (NATIONAL

INSTITUTE OF MENTAL HEALTH, 2016).
1.1.2. Diagndstico
A esquizofrenia faz parte dos transtornos psicéticos, que sdo definidos por

conterem um ou mais anomalias de pensamento (confusdo mental), percepcio (delirios,

alucinagdes), emog¢do (comportamento depressivo), movimento (catatonia e desorganizacao
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motora) ou comportamento (problemas de memoria, dificuldade de prestar atencdo) (APA,
2014).

Apesar de ser uma doenga com um grande estigma social, por conta de essas
pessoas constituirem a maior parte da populagdo de pacientes de institui¢des mentais, cerca de
metade dos individuos em fase inicial de esquizofrenia conseguem uma boa recuperacao
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2002).

A esquizofrenia é uma doenca heterogénea, que possui um conjunto de fatores
para o seu diagndstico, ou seja, ela ndo possui um Unico sintoma que seja caracteristico
somente dessa doenga. Por conta disso, o diagndstico envolve vérios sinais analisados em um
contexto social e profissional desfavoraveis.

A pessoa que possui esquizofrenia ird possuir sintomas positivos tais como
comportamentos psicoticos, alucinacdes, ilusdes e pensamentos desorganizados; negativos
como reducdo de emocgdes e do prazer de viver, fala reduzida, dificuldade de manter
atividades didrias, como trabalho, escola; e cognitivos 0s quais sdo problemas na memoria de
aprendizado e dificuldade em focar e prestar atencao (APA, 2014).

Para que uma pessoa seja diagnosticada com esquizofrenia, € preciso que ela
apresente, por pelo menos um més, na fase ativa da doenca, no minimo dois dos seguintes
sintomas: delirios, alucinagdes, discurso desorganizado, comportamento altamente
desorganizado, catatonia ou sintomas negativos. Sendo obrigatério que pelo menos um desses
dois sintomas sejam os delirios, alucinagdes ou o discurso desorganizado (APA, 2014). E
desses sintomas, a psicose € o mais comum, com alucinacdes auditivas ou delirios
(NATIONAL INSTITUTE OF MENTAL HEALTH, 2017).

Caso acontec¢a remissdo dos sintomas durante o primeiro més por conta de
tratamento, os critérios ainda devem ser preenchidos com a andlise de um médico, o qual irad
identificar se esses sinais teriam persistido se ndo houvesse tratamento (APA, 2014).

Também sdo indicios da doencga, a persistencia de sintomas negativos € positivos
por um periodo de seis meses, € na fase ativa da doenca, que € em geral em torno do primeiro
més de manifestagdo, deve ocorrer pelo menos um sintoma negativo ou positivo (APA, 2014).

Exames laboratoriais ou radiograficos para essa doenca ndo existem, porém
algumas caracteristicas obversadas por neuroimagem ou neurofisiologia podem apoiar a
avaliacdo psicoldgica. Sao elas: volume cerebral reduzido nesses pacientes, volume reduzido
também da substancia cinzenta em algumas regides cerebrais, como o cortex pré-frontal e

hipocampo, essas pessoas também possuem alguns déficts em coordenacdo motora,
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integracdo sensorial e associagdo de movimentos. Algumas caracteriticas morfoldgicas
também podem estar presentes, como pequenas alteracdes na face e membros (APA, 2014).

O diagnéstico da esquizofrenia € um pouco complexo, pois necessita de um
acompanhamento psiquidtrico constante para que esses sintomas e caracteristicas associadas
possam ser comprovados ao longo do tempo, e também para que possa ocorrer a distin¢ao

dela para outros transtornos psicoticos.

1.1.3. Sintomas

Os sintomas para a esquizofrenia podem ser classificados em trés tipos: sintomas
positivos, negativos e cognitivos (NATIONAL INSTITUTE OF MENTAL HEALTH, 2016).

Nos sintomas positivos, os quais alguns estdo associados a outras doencgas
psicdticas, como ilusdes auditivas, que estdo associados a iSso ouvir vozes que ndo existem
conversando ou discutindo sobre a propria pessoa, alteracOes na prdpria percep¢do com
pensamentos de inser¢do e passividade somatica, a qual se caracteriza por o individuo ter a
percep¢ao de suas emog0Oes e atividades do dia a dia sendo controladas por forcas externas,
caracterizando um pensamento de psicose (LARSON; WALKER; COMPTON, 2010;
LIDDLE, 1987).

Os sintomas negativos se caracterizam por serem semelhantes a sintomas
depressivos, como falta de animo para relagdes sociais ou até mesmo para sair de casa,
dificuldade de manter o foco nas atividades didrias, incluindo trabalho e limpeza pessoal,
anedonia, que € a falta de prazer ou felicidade em ocupacdes de lazer, alogia, € a dificuldade
em manter conversas ou inicid-las e, no geral, a diminuicdo de comunicacdo dessa pessoa,
ocorre devido aos pensamentos confusos e pertubados do paciente, e avoli¢do, incapacidade
de seguir um objetivo ou cumprir metas, seja pessoal ou profissional (GALDERISI;
MERLOTTI; MUCKCI, 2015; KIRKPATRICK et al., 2006).

O outro tipo de sintoma da esquizofrenia € o cognitivo, que podem ser: problemas
na memoria de trabalho, alguns pacientes podem sentir dificuldade para lembrar certos
eventos de seu cotidiano, problemas também na memoria verbal e visual, dificuldade no
processamento de informagdes e também de atencdo, distirbios também no aprendizado
verbal, visual e na racionalizac@o e solucao de problemas simples (NUECHTERLEIN et al.,
2004).

Um outro aspecto importante da esquizofrenia sdo as fases prodromica e residual,

sendo a fase prodromica o periodo em que aparecem os primeiros sinais da doenga, porém
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esta ainda ndo se encontra em sua fase ativa. E a fase residual € caracterizada por ser um
quadro mais cronico da doenga apds o inicio do tratamento com a remissdao da maioria dos
sintomas, porém persisténcia dos negativos. Na esquizofrenia, durante essa fase prodromica é
comum ocorrer o aparecimento de sintomas negativos, como comportamentos de ansiedade e
depressivos, e apds esse periodo, ocorre a apari¢do dos primeiros sintomas, normalmente com
sinais positivos enfraquecidos, os quais vao aumentando com o progresso da doenga, o inicio
de pensamentos ilusérios e discurso perturbado (CORIGLIANO er al., 2014; LARSON;
WALKER; COMPTON, 2010).

As pessoas com esquizofrenia também podem apresentar alguns indicios atipicos,
na fase prodromica principalmente, como falas estranhas ou desorganizadas, o individuo
pode, por exemplo, falar sozinho como se estivesse murmurando com alguém em publico ou
comentar que sente a presenca de pessoas invisiveis. Também pode acontecer nessas
manifestacdes incomuns déficts na cogni¢do social com pensamentos mAagicos ou muito
imaginativos, como o paciente achar que uma pessoa que ele viu uma vez na ruaestar
apaixonada por ele, ou considerar acontecimentos simples do cotidiano como muito
relevantes, podendo levar a pessoa a delirios explanatorios, nos quais o individuo considera
que forcas divinas ou sobrenaturais comamdam os pensamentos e acdes dele (APA, 2014;
MILLER; MASON, 2011). Junto, também podem ocorrer sintomas de humor, entretanto eles
devem aparecer por um curto periodo durante essa fase para que ocorra o diagndstico de
esquizofrenia (APA, 2014).

Outras caracteristicas que o paciente com esquizofrenia pode exibir, € que podem
também apoiar o diagndstico, sdo padrdoes de sono desiguais e conturbados, fobias,
comportamento ansioso, redugdo de apetite e a anosognosia, que € a falta de percepcao pelo
paciente da sua prépria doenga, a pessoa ndo identifica os sintomas em si mesma e costuma
ser muito comum em individuos que ndo aderem ao tratamento, sendo assim um sinal muito

prejudicial para o progresso da doenca (APA, 2014).

1.1.4. Fisiopatologia
A fisiopatologia dessa doenca ainda ndo € totalmente compreendida, porém
existem algumas teorias envolvendo o desbalanceamento de alguns neurotransmissores para

essa explicagdo, as quais sdo: teoria dopaminérgica, serotoninérgica e glutamatérgica, a

(¢S

participacdo de outros neurotransmissores atuando na fisiologia da doenca também

estudada, como a adenosina e do sistema colinérgico. Além disso, outros fatores como a
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hipétese neurodesenvolvimental também devem ser considerados (GRACE, 2016;
KESHAVAN et al., 2008; SEEMAN; KAPUR, 2000).

A Teoria dopaminérgica foi primeiramente considerada por causa da acdo de
alguns antipsicéticos antagonistas de receptores dopaminérgicos, como a clorpromazina e o
haloperidol. Ela descreve que um aumento dos niveis normais de dopamina no cérebro €
responsavel pelo desenvolvimento da doenca, principalmente nas regides de cortex pré-
frontal, hipocampo e estriado. Entretanto, essa teoria ndo esclarece alguns fatores importantes
da esquizofrenia, como o momento de aparecimento, que é geralmente no inicio da vida
adulta, e a razdo da baixa eficicia de medicamentos que possuem esses alvos no tratamento de
sintomas negativos da doenca (GRACE, 2016; STONE; MORRISON; PILOWSKY, 2007).

Outras teorias que também tentam explicar a fisiologia dessa doenga, sdo a teoria
serotoninérgica e a glutamatérgica, esta se baseia no fato de que foram encontrados, no
cérebro de pacientes post-mortem com esquizofrenia, uma menor densidade de receptores
glutamatérgicos em dreas como coOrtex pré-frontal e hipocampo, e também, que a
administracao de algumas substancias que utilizam vias glutamatérgicas, como a ketamina e a
fenciclidina, estimularam o desenvolvimento da esquizofrenia em modelos animais, e também
aumentaram os niveis de dopamina em regides subcorticais, sugerindo que nao s6 a via
glutamatérgica € importante, como a interacdo entre ela e o sistema dopaminérgico €
importante para o curso do transtorno (GADELHA DE et al., 2007; GRACE, 2016; STONE,;
MORRISON; PILOWSKY, 2007).

Outro fator que tem se tornado cada vez mais importante em estudos recentes para
o desenvolvimento de esquizofrenia, ¢ o modelo neurodesenvolvimental, o qual mostra
correlagcdo entre o processo de desenvolvimento cerebral durante a gestacdo e o aparecimento
do transtorno posteriormente. Tem sido encontrado principalmente relagdes entre infeccdes,
problemas patologicos placentarios ou de desnutricio no periodo gestacional com o
desenvolvimento da doenca. Estudos epidemioldgicos, translacionais e clinicos mostraram
que infec¢cdes como rubéola, herpes e Toxoplasma gondi podem levar ao desenvolvimento da
doenca no futuro. Esses problemas durante a gravidez juntamente com fatores ambientais
durante a infancia ou adolescéncia t€ém sido a causa mais provavel (PIDSLEY et al., 2014;
RAPOPORT; GIEDD; GOGTAY, 2012). Todas essas hipdteses mostram que o estudo da
fisiopatologia da esquizofrenia ainda precisa ser muito aprofundado para que possa ser

possivel a compreensdo de toda essa heterogeneidade do transtorno psiquidtrico.
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1.1.5. Tratamento

O tratamento para a esquizofrenia € feito, principalmente por meio da
administracio de antipsicéticos e acompanhamento psicossocial. O tratamento farmacolégico
€ muito importante para evitar novos ataques psicoticos e crises de sintomas positivos, porém
0 acompanhamento psicolégico deve também permanecer constante (KIRKPATRICK et al.,
2006).

Os medicamentos utilizados podem ser divididos em antipsicéticos de primeira
(tipicos) e de segunda geracdo (atipicos). Entre os remédios tipicos, a clorpromazina foi o
primeiro descoberto e mais utilizado entre estes, outros como tioridazina, flufenazina, e
também outras classes medicamentosas como tioxantenas e butirofenas sdo empregados do
mesmo modo, porém, todos possuem acdo farmacoldgica semelhante atuando como
antagonistas de dopamina, particularmente ao receptor do tipo D2, bloqueando receptores pré
e pos sinapticos (RANG, H.P., RITTER, J.M., FLOWER, R.J., HENDERSON, 2015).

Essas drogas atuam somente na reducdo dos sintomas positivos, ndo sendo
eficientes para o combate dos sintomas negativos, por conta disso, € também dos efeitos
colaterais diversos, como aumento de sintomas negativos, distirbios motores extrapiramidais
(sintomas de parkinsonismo, ansiedade e agitacdo, discinesia tardia, distonia aguda e
sindrome neuroléptica aguda), alteracdes hormonais e problemas no sistema nervoso
autdbnomo, foram desenvolvidos as drogas de segunda geracdo que procuram diminuir esses
efeitos colaterais e tratar outros sintomas também (RANG, H.P., RITTER, J.M., FLOWER,
R.J., HENDERSON, 2015; REJANE et al., 2011).

Os farmacos de segunda geracdo foram desenvolvidos para tentar melhorar a
seletividade dessas drogas, focando especificamente no sistema dopaminérgico e outros
receptores, e também diminuir esses efeitos colaterais. Destas drogas atipicas, a clozapina é
uma das principais, a qual possui alta afinidade a receptores dopaminérgicos do tipo D4,
porém vdrios outros também sao utilizados, como a sulpirida, que € um bloqueador dos
receptores D2, a risperidona, a qual também possui alta afinidade por receptores do tipo D2,
entre outros medicamentos (CANDIAGO et al., 2010; CARPENTER; KOENIG, 2008;
LACHMAN, 2014).

Essas novas drogas que surgiram com os farmacos de segunda geragdo também
foram importantes para a geracdo de novas hipéteses para a origem desse transtorno, pois
observou-se que outros mecanismos além do bloqueio de receptores dopaminérgicos D2

poderiam ser eficientes, passando assim a considerar outros sistemas de neurotransmissores
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além do dopaminérgico, como o serotoninérgico e o glutamatérgico, além disso analisar
outros fatores como a inflamacdo cerebral e o seu papel nesse processo (CARPENTER;
KOENIG, 2008; LINDENMAYER et al., 2013; REJANE et al., 2001). Assim, as pesquisas
atuais para tratamentos alternativos e que foquem em diferentes apectos patolégicos da

esquizofrenia se torna muito importante.

1.2.  Modelos Experimentais

1.2.1. Os Modelos e a Esquizofrenia

Os modelos de experimentacdo animal para estudo in vivo sdo muito importantes
para a compreensdo de mecanismos fisiopatolégicos auxiliando o desenvolvimento de novas
drogas mais eficientes e seguras. Eles oferecem determinadas caracteristicas que ndo podem
ser obtidas em estudos com pacientes humanos, como uma rapidez maior para a observacao
do desenvolvimento da doenga em camundongos, por exemplo, os quais possuem um ciclo de
vida curto em comparacdo a seres humanos. Além de oferecerem a possibilidade da realizagdo
de procedimentos invasivos, como cirurgias para a implantacdo de sondas cerebrais, e o teste
de farmacos em desenvolvimento (JONES; WATSON; FONE, 2011; POWELL;
MIYAKAWA, 2006).

Apesar dessas vantagens, ainda existem alguns problemas, tais quais a
extrapolacdo de determinados sintomas caracteristicos de seres humanos, dentre eles memoria
e aprendizado verbal, a falta de um controle positivo robusto, pois ndo existe ainda um
remédio para a esquizofrenia que reverta todos os sintomas dessa doenca, e a impossibilidade
de quantificar os sintomas analisados (POWELL; MIYAKAWA, 2006).

Tendo isso em mente, para que o modelo animal seja eficiente, € preciso que ele
atenda a alguns critérios: homologia de sintomas, replicabilidade da etiologia da doenca e
validade preditiva, ou seja, ele deve mostrar resultados farmacoldgicos semelhantes a
controles positivos ou negativos pré-estabelecidos. A maioria dos modelos de esquizofrenia
existentes se assemelham somente nos sintomas positivos, sem comtemplar os outros, por
conta disso, o estudo dessa drea ainda € muito importante nessa doenca (JONES; WATSON;

FONE, 2011).
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1.2.1. Modelo neurodesenvolvimento por dois desafios

O modelo neurodesenvolvimento de esquizofrenia por dois desafios, o qual foi
utilizado nesse trabalho, consiste na utilizacdo de estimulos estressores em periodos criticos
para o desenvolvimento do animal. O primeiro estimulo se d4 pela aplicagdo de poly I:C nos
dias 5-7 de vida do animal, e o segundo estimulo se dd pelos eventos estressores (choque no
pé, contenc¢do, nado forcado e privacdo de dgua) que ocorrem do periodo 35°-43° de vida do
camundongo.

A utilizagdo de ativacdo imune neonatal por poly I:C ocorre pois essa droga é
andloga de RNA viral e age semelhantemente a este simulando assim uma infec¢do, e a sua
utilizagdo ocorre nesse periodo, pois ele € o equivalente ao primeiro trimestre de gestacao
humana, no qual a probabilidade de desenvolvimento de doengas neuroldgicas por conta de
infeccoes € maior (GIOVANOLI et al., 2013).

ApOs a ativagdo imune neonatal, ocorre o estresse, o qual € realizado no periodo
pré-pubere, pois é um periodo que, quando outros eventos estressores foram aplicados
anteriormente, se torna muito susceptivel ao desenvolvimento de doencas psiquidtricas por
experiéncias traumaticas nessa época (GIOVANOLI et al., 2013).

Esse modelo € muito importante para a prospeccdo de novos farmacos e para
esclarecer o0s mecanismos fisiopatoldgicos da doenga, pois, por ser um modelo
neurodesenvolvimental, ele se assemelha a mecanismos de surgimento da doenca em

humanos, possibilitando assim a utilizacdo de um modelo eficiente e seguro.
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2. JUSTIFICATIVA

A esquizofrenia é uma das psicoses mais comuns no Brasil e no mundo,
acometendo, em ambos, cerca de 1% da populagio (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2002). Por conta disso, o estudo de modelos animais robustos € necessario, para que
a compreensao de sua fisiopatologia e mecanismos sejam bem compreendidos, e a prospec¢ao
de novos farmacos obtenha mais sucesso.

Estudos de modelos animais também auxiliam no bem-estar destes, pois, modelos
bem confidveis garantem experimentos com resultados validos e a possibilidade de
prospeccdo de novos fadrmacos mais confidveis e que possuam um efeito mais semelhante ao
da doenca no ser humano, pois modelos que tém uma fisiopatologia andloga ao do transtorno
em estudo, possibilitam uma maior probabilidade de a droga pesquisada produzir efeitos
semelhantes na espécie humana.

Considerando esses fatores, o presente estudo visa avaliar o modelo de inducao de
esquizofrenia por dois desafios em camundongos machos e fémeas através de testes

comportamentais.
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3.  OBJETIVOS
3.1. GERAL

- Avaliar, a partir de testes comportamentais, 0 modelo neurodesenvolvimental de inducao de
esquizofrenia em camundongos submetidos a exposicao neonatal da particula viral Poly I:C

seguida de eventos estressores na adolescéncia.
3.2. ESPECIFICOS

- Avaliar os sintomas esquizofreniformes do tipo positivo e cognitivo em animais que
sofreram desafio imune neonatal do 5° ao 7° dia de vida seguido de eventos estressores na

adolescéncia.

- Determinar as alteragdes comportamentais na fase adulta dos animais tratados com Poly I:C
no periodo neonatal seguido de eventos estressores na adolescéncia; e nos animais controles
(tratados com solucdo salina sem eventos estressores), através dos seguintes testes: inibicao

pré-pulso e campo aberto (sintomas positivos); Labirinto em Y (sintomas cognitivos).
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos (20-30 g) machos e fémeas
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard (UFC), mantidos a um
ciclo claro/escuro de 12 h e ambientados em grupos com livre acesso a comida e dgua. O
projeto foi aprovado pela Comissdo de ética e pesquisa animal da Universidade Federal do
Cearda (CEUA — UFC) com o numero de protocolo 72/2015 e os experimentos foram
conduzidos de acordo com o Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratério do
Departamento de Satdde e Servicos Humanos dos Estados Unidos da América (NIH, 1996)
bem como de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal —

COBEA.

4.2. Drogas
As drogas utilizadas foram Poly I:C (Sigma-Aldrich, St Gallen, Suicga) diluida em
solugdo salina 0,9% para a concentragdo de 2mg/kg de peso e administrada pela via

intravenosa.

4.3. Protocolo Experimental - Modelo de esquizofrenia induzido por estimulacao
imune pré-natal e estresse na adolescéncia (modelo dos dois desafios — “fwo-
hits model”)

O modelo de esquizofrenia dos dois desafios que foi utilizado no presente projeto
¢ baseado em estudo recentemente publicado e simula a etiologia da esquizofrenia em
humanos (GIOVANOLI et al., 2013). Para a indu¢do dos dois desafios os animais foram
submetidos, além da injecdo materna de Poly I:C no periodo pré-natal, a eventos estressantes
na adolescéncia, o que traz uma validade translacional maior ao modelo.

O andlogo de RNA viral, Poly I:C., foi administrado em camundongos entre os
dias pds-natais (PNs) 5-7. Este periodo equivale ao sexto més de gravidez, que corresponde a
um periodo de grande sensibilidade para o desenvolvimento de esquizofrenia (BROWN et al.,
2004; RIBEIRO et al., 2013).

A administracdo intraperitoneal de 2 mg/kg de poly I: C (Sigma, EUA) dissolvido
em solucdo salina (animais controle) (GIOVANOLI et al., 2013) foi realizada nos dias PNs 5-
7. O volume de injecdo foi de 30 pl/ 8 g de peso. No 21° dia apds o nascimento (PN21), os

filhotes machos e fémeas passaram pelo desmame, separados de acordo com o género e
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tratamento e mantidos 3-4 por gaiola at¢ o PN70 quando foram conduzidas as avaliacdes

comportamentais.

quadro

O estresse foi aplicado entre os PNs 35-43 com intervalo de 1 dia de acordo com o

1. A avaliagdo comportamental dos animais ocorrerd no PN70.

Tabela 1 — Modelo dos dois desafios (two-hits model)

1° desafio — Periodo neonatal Administracao do desafio imune - poly
I:C
2° desafio - Periodo Pés-natal — Exposicao a diferentes Estressores:

adolescéncia (PNs 35-43)

PN 35 — Choque elétrico nos pés 0,3 mA
duracgdo de 1s

PN 37 — Estresse por contencao durante 45
min

PN 39 — Privagdo de dgua por 16 h

PN 41 - Secdes de Nado Forcado (2 se¢des
de 1 min)

PN 43 — Estresse por contencdo durante 45
min.

Abreviatura: PN = dia pés-natal

1.

4.4. Estimulos estressores

D35: Choque no pé: 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 termina com um periodo adicional de 3 minutos, no qual ndo ha estimulo de
choque.

D37: Imobilizagdo: Cada animal foi mantido em um tubo de pléstico fosco (diametro:

6 cm, comprimento: 13 cm) por 45 min. Os tubos contensores tiram furos (2 mm de
diametro), de modo a facilitar o fornecimento de oxigénio. Em seguida, os animais
foram imediatamente devolvidos para suas gaiolas ao final do procedimento.

D39: Privagdo de dgua: Os animais sofreram uma privac¢do de dgua durante 16 horas.

Para isso, no 46° dia os animais foram transferidos para gaiolas individuais e tiveram
suas garrafas de dgua retiradas as 16:00 horas. As garrafas foram colocadas novamente

e os animais voltaram para suas gaiolas originais as 8:00 horas do dia seguinte (47°
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dia). Os animais tiveram livre acesso a comida durante todo o periodo de privacdo de
agua.

4. D39: Nado for¢ado: Os animais foram submetidos a duas sessdes de nado forcado,

cada uma com duragdo de 1 minuto. Para isso, eles foram colocados individualmente
em cilindros de acrilico (50 cm de altura, 18 cm de didmetro) contendo 30 centimetros
de profundidade de 4gua a temperatura ambiente. As sessdes foram divididas por um
intervalo de 3 minutos. Terminadas as sessdes, os camundongos foram colocados em
uma gaiola seca embaixo de uma luz amarela para aquecimento enquanto eles
secavam.

5. D41: Privacdo de dgua: O mesmo procedimento de privagdo de dgua do dia 39 foi

repetido nesse dia.
6. D43: Imobilizacdo: Os animais sofreram o mesmo estimulo estressor aplicado no dia

37.

4.5.Testes comportamentais

1. Teste de campo aberto
A atividade locomotora é avaliada através do teste de campo aberto (CA). Este
teste foi realizado em um campo (30 cm x 30 cm x 15 cm), dividido em nove partes iguais
(Figura 1). O aparelho € colocado em uma sala com luz vermelha. Em seguida, os animais
foram cuidadosamente colocados no centro do campo e foi permitido que eles explorassem
liviemente o cendrio por 1 minuto (periodo de habituacdo). O parametro observado foi o

nimero de quadrados cruzados (com as quatro patas) por um periodo de 5 minutos.

‘-l“

Figura 1 — Desenho Arena do Campo Aberto

2. Teste do Labirinto em Y
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A memoria de trabalho foi avaliada por meio de um teste de Labirinto em Y
(Figura 2), que permite avaliar o comportamento cognitivo exploratério. O labirinto
consiste em 3 bragos idénticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de
largura cada convergindo a um &ngulo igual. Cada camundongo é colocado na
extremidade de um brago e deixado para explorar o ambiente por 8§ minutos. A sequéncia
dos bracos em que os animais entraram foi entdo anotada e as informacgdes analisadas de
forma a determinar o ndmero de entradas no braco sem repeticio. Uma alternacdo é
considerada correta se o animal visitou um novo bragco e ndo retornou ao braco
anteriormente visitado. Assim, a percentagem das alternacdes € calculada como a razdo
entre as alternacdes corretas (n) e o nimero total de visitas realizadas durante o periodo de
observacdo (n!-2), multiplicado por 100 (DALL’IGNA et al., 2007, YAMADA et al.,
1996).

% Alternacdes = (n/n!-2) * 100

& min

Figura 2 — Desenho Labirinto em Y.

3. Teste de Inibicdao Pré-Pulso
Para avaliacdo do filtro sensério-motor, foi utilizado o teste de Inibi¢do Pré-Pulso
(IPP). Esse teste envolve a determinacdo da capacidade de inibicio de um reflexo de
sobressalto, o qual é uma resposta preventiva natural existente em diversas espécies de

N

mamiferos que consiste na contracdo rdpida de musculos esqueléticos e € uma resposta a

(¢

estimulos externos fortes e repentinos, como um barulho muito alto. A inibicdo pré-pulso
uma forma de atenuagdo do reflexo de sobressalto em resposta a um estimulo auditivo de forte
intensidade (pulso) quando ocorre anteriormente a este, com cerca de 30-500 ms antes, um

outro de menor intensidade (pré-pulso), assim, ocorre o processamento dessas informacdes de
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origem auditivas e o animal que tiver o cérebro normal terd uma resposta de sobressalto
menor quando houver um pulso precedido de pré-pulso (WEISS; FELDON, 2001).

Dessa forma, para avaliacdo dessa resposta de sobressalto, foi realizado o teste de
IPP, o qual é realizado dentro de uma caixa que contém isolamento acustico, uma balanga e
uma caixa de som para a emissao dos estimulos. Seguindo o protocolo adaptado de Gururajan
A. et al (2010): o camundongo foi colocado em uma gaiola que em seguida foi posta sobre a
balanca, o animal permaneceu dentro da caixa por 35 minutos, com 5 minutos de adaptacio e
em seguida apresentacdo dos estimulos, os quais foram 94 ensaios randomizados divididos
em oito categorias diferentes, intercalados por um intervalo de 20 s: 20 apresentacdes de pulso
sozinho (120 dB, 50 ms de duracdo), 8 apresentacdes de cada intensidade de pré-pulso
sozinho (70, 75 e 80 dB, frequéncia 3000 Hz, 20 ms de dura¢do), 10 apresentacdes de cada
intensidade de pré-pulso + intensidade de pulso (com intervalo de 50 ms entre pré-pulso e
pulso) e auséncia de estimulo (neste bloco o animal s6 recebe o estimulo de ruido de fundo).
A TPP foi expressa em porcentagem de inibi¢do da amplitude do sobressalto em funcdo da

amplitude da resposta apenas ao pulso (GURURAJAN; TAYLOR; MALONE, 2010).

A B

Figura 3 — A: Caixa de teste para o IPP com gaiola onde o animal fica durante a realizag¢do do
teste. B: Caixa do teste IPP mostrando em detalhes o isolamento acustico, caixa de som e
balanga com peso de 50 g utilizado na calibracdo para a realizacdo do teste (Equipamento do

Laboratério de Neuropsicofarmacologia).

4.6.Analises
Os resultados de campo aberto foram analisados no programa SMART para a
contagem do ndmero de cruzamentos. Em seguida, a anélise dos dados foi realizada através

do software GraphPad Prism, versdao 6.0. Os resultados comportamentais de Inibi¢do Pré-
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pulso, campo aberto e Y maze foram andlisados através de two-way ANOVA seguida pelo
teste de Tukey como teste post hoc para comparacdes multiplas. Valores significativos para

todas as andlises foram considerados quando p< 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Teste de Campo Aberto

No teste de campo aberto, houve uma diferenca significativa no ndmero de
cruzamentos entre os animais do grupo salina (Machos - 66,25 + 2,76/ Fémeas - 69,69 +
5,20.) e o grupo poly + estresse (Machos - 96,61 + 4,75/ Fémeas - 105,75 + 5,94.), tendo este
apresentado um nimero maior de cruzamentos tanto nos machos (P < 0,01) como nas fémeas

(P <0,0001) (Figura4).

Campo Aberto

150 -
X1 salina
* Bl POLY+Estresse
*
100 -
50 -
0 T
9 9
«° ?
N &
& A

Figura 4 - Numero de Cruzamentos dos animais submetidos a exposi¢do neonatal da
particula viral Poly I:C seguida de eventos estressores na adolescéncia. Cada barra representa
a média £ erro padrio da média (SEM) (n = 8 - 13 animais por grupo) do nimero de
cruzamentos. *p <0,05 quando comparado com o grupo controle de acordo two way ANOVA

seguido pelo teste post hoc deTukey.

5.2. Teste de Labirinto em Y

No teste do labirinto em Y, ndo houve diferenca significativa do grupo poly +
stress (Machos: 60,33 + 1,61/Fémeas: 70,87 + 3,18) em relacdo ao grupo controle (Machos:
60,53 + 2,12/Fémeas: 62,98 + 1,59), apesar de ter ocorrido uma pequena tendéncia a uma

maior porcentagem de acertos nas fémeas (Figura 5).
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Labirinto em Y
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Figura 5 - Porcentagem de alternacdes corretas no teste de labitinto em Y dos animais
submetidos a exposi¢ao neonatal da particula viral Poly I:C seguida de eventos estressores na
adolescéncia. Cada barra representa a média = erro padrdo da média (SEM) (n = 12 - 27
animais por grupo). *p <0,05 quando comparado com o grupo controle de acordo two-way

ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey.

5.3.Teste de Inibi¢do Pré-Pulso

No teste de Inibicdio Pré-pulso, o grupo f€meas mostrou uma diferenca
significativa no grupo poly + stress (pp 70: 39,82 + 4,35; pp 75: 38,12 + 4,22; pp 80: 44,75 +
4,71) em relacdo ao grupo salina (pp70: 66,83 + 2,81; pp 75: 69,63 + 2,98; pp 80: 70, 85 +
2,76), em todos as intensidades analisadas (P < 0,0001) (Figura 6).

IPP Fémeas

80 A

[ salina
Bl POLY + Estresse




33

Figura 6A — Porcentagem de inibicdo pré-pulso (IPP) das Fémeas (A) e Machos (B)
submetidos a exposi¢do neonatal da particula viral Poly I:C seguida de eventos estressores na
adolescéncia. Cada barra representa a média + erro padrao da média (SEM) (n=13-20 animais
por grupo) do percentual de IPP. *p <0,05 quando comparado com o grupo controle de acordo

com two way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey.

IPP Machos
80 1
2] salina
Bl POLY + Estresse
60 -
40 4 * i
20 -

Figura 6B

Nos animais do sexo masculino, assim como os do sexo feminino, houve
diferenca significativa entre o grupo Poly I:C (pp 70: 32,51 + 4,24; pp 75: 35,77 £ 5,54; pp
80: 40,76 £ 5,74) e controle (pp 70: 66,31 + 3,58; pp 75: 70,14 + 3,39; pp 80: 72,12 + 2,84)
nas trés intensidades analisadas (P < 0,0001) (Figura 6A e B).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que o modelo de esquizofrenia de dois desafios
induzidos por ativacdo imune neonatal e estresse pré-pubere em camundongos machos e
fémeas € eficaz nos testes de campo aberto e inibi¢do pré-pulso, pois foi constatada uma
diferenga significativa do grupo poly + estresse, o qual foi o que recebeu os estimulos
estressores, em relagdo ao grupo controle, tratado somente com solugdo salina. Entretanto, nos
testes de labirinto em Y, o modelo ndo demonstrou ser eficiente, pois ndo houve diferencga
significativa entre os grupos.

Os resultados positivos nesses dois testes comportamentais em ambos 0S SeXos,
sugerem que este modelo pode ser utilizado para a detec¢do de sintomas positivos em
camundongos de sexo masculino e feminino, pois os sintomas positivos em animais sao
avaliados com base em dois principais tipos de alteracOes comportamentais: hiperatividade
locomotora e déficits de IPP (VAN DEN BUUSE, 2010). Em concordéncia, no teste de
campo aberto, os animais submetidos a0 modelo realizaram muito mais cruzamentos que o
controle, o que caracteriza um sinal de comportamento estereotipado, caracteristico de
sintoma positivo de psicoses (JONES; WATSON; FONE, 2011).

O resultado significativo no teste de inibicdo pré-pulso comprova a eficacia do
modelo, visto que déficits no IPP sdo indicios de problemas no filtro sensério motor, o qual
inibi o reflexo de sobressalto caracteristico de mamiferos em situacdo de estresse, impedindo
uma sobrecarga sensorial, o que indica uma fragmentacdo cognitiva, assim, os resultados
obtidos indicam prejuizos no filtro sensério-motor, caracterizando um sintoma cognitivo de
pacientes com esquizofrenia (JONES; WATSON; FONE, 2011; POWELL; ZHOU; GEYER,
2009; REJANE et al., 2001).

O unico teste que ndo possuiu resultados significativos foi o teste de labirinto em
Y, o qual é utilizado para avaliar a memoria espacial dos animais, pois os acertos nos bragos
do aparelho, caracterizam que aquele animal conseguiu se lembrar do brago que acabou de
entrar, e por conta do comportamento exploratério de camundongos, realizou uma atividade
diferente da que tinha acabado de fazer (CONRAD et al., 1996, 2003). Com esse resultado
obtido nesse teste, ndo podemos afirmar que o modelo pode ser utilizado para deteccao de
problemas na memdria espacial, principalmente em machos.

Nas fémeas do grupo poly + estresse, no teste de labirinto em Y, apesar de ndo
termos obtido resultados significativos, pode-se observar que estas tiveram uma tendéncia a

um maior nimero de acertos que os machos, ultrapassando, inclusive, a porcentagem de
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acertos do grupo controle. Isso pode ter acontecido pois, as vezes, alguns animais, mesmo
submetidos a todos os estimulos estressores durante o periodo neonatal e adolescéncia, ainda
assim ndo se adequam ao modelo. Esse comportamento € mais comum nas fémeas, e pode ser
consequéncia de um efeito neuroprotetor do estrogénio nos animais desse sexo, visto que,
alguns estudos relatam também uma diferenca entre os sexos em parametros de
comportamento (CHAVES, 2000; CONRAD et al., 2003; GIOVANOLI; MEYER, 2013).
Com base nesses resultados obtidos, tanto nos sintomas positivos como o0s
cognitivos, o modelo de esquizofrenia de dois desafios € eficaz para a indug¢do dessa doenca
em camundongos machos e fémeas, porém mais testes precisam ser realizados para que
alguns parametros, como a avaliagdo da memdria espacial possam também ser medidos com
esse modelo, e também € importante mais estudos com ambos os sexos, e nas fémeas,
trabalhos que as utilizem em periodos diferentes do ciclo estral, para que possamos descobrir
se realmente essa diferenca entre os sexos ocorre por conta de um efeito neuroprotetor do

estrégeno.
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7. CONCLUSAO

Com a realizacdo desse trabalho, podemos concluir a eficicia do modelo de
experimentacdo animal estudado, tanto em machos como em fé€meas, em testes de
comportamento para sintomas positivos, teste de campo aberto, e para sintomas cognitivos,

teste de inibi¢do pré-pulso.
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