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RESUMO

Esquizofrenia € uma doenga psiquiatrica que atinge cerca de 1% da populacéo
mundial. Seus sintomas s&o divididos em positivos, negativos e cognitivos. Além disso, a
esquizofrenia esta relacionada a problemas nas transmissbes dopaminérgica,
glutamatérgica e GABAérgica. Alteragdes estruturais também s&o encontradas na
esquizofrenia, principalmente no cértex pré-frontal e no hipocampo. Alteragdes nos
neurénios, como perda de espinhas dendriticas também s&o vistas. O tratamento da
esquizofrenia é feito com antipsicoticos de primeira e segunda geragéo, porém esses
tratamentos n&o s&o muito eficientes para reverte sintomas negativos e cognitivos.
Fatores ambientais e genéticos contribuem para o desenvolvimento da esquizofrenia.
Esses fatores de risco sao utilizados para o desenvolvimento de modelos animais para
estudar a esquizofrenia. Contudo, a maioria desses modelos sé reproduz sintomas
positivos da esquizofrenia, sendo necessarios novos modelos que reproduzam sintomas
negativos e cognitivos. O presente trabalho, através da revis&do critica da literatura,
propée um novo modelo animal de esquizofrenia que poderia reproduzir sintomas
negativos e cognitivos. Usando a 2-hit hypothesis como base, € proposto um modelo de
neurodesenvolvimento, utilizando o antimitético MAM, seguido de trauma, um dos fatores
de risco da esquizofrenia. Testes para validacdo do modelo proposto também sao
discutidos no trabalho. Espera-se que esse modelo consiga reproduzir a sintomatologia

da esquizofrenia e possa ser mais uma ferramenta usado nos estudos da esquizofrenia.

Palavras-Chave: Esquizofrenia. Modelos animais. 2-hit hypothesis.



ABSTRACT

Schizophrenia is a psychiatric disorder that affects around 1% of the global
population. Its symptoms are divided in positive, negative and cognitive symptoms.
Moreover, schizophrenia is associated with dysfunction in dopaminergic, glutamatergic
and GABAergic transmission. Structural alterations are also found in schizophrenia,
especially in the pre-frontal cortex and the hippocampus. Changes in neurons, such as
dendritic spine loss, are found as well. Schizophrenia treatment consists in first and
second-generation antipsychotics; however, these drugs are not very effective in treating
negative and cognitive symptoms. Environmental and genetic factors contribute to the
development of schizophrenia. These risk factors are use in order to develop animal
models used in schizophrenia research. Yet, most of the animal models used only
reproduce positive symptoms, and the proposal of new animal models that can reproduce
negative and cognitive symptoms is necessary. The present term paper, using critical
literature review, proposes a new animal model of schizophrenia that could replicate
negative and cognitive symptoms. Using the 2-hit hypothesis, it is proposed a
neurodevelopmental model, utilizing the antimitotic substance MAM, followed by trauma,
one of the environmental risk factors of schizophrenia. Tests that can be used to validate
the model are discussed in the paper as well. It is expected that this model will be able to
replicate the range of symptoms seen in schizophrenia, and it could be used as a new
tool in schizophrenia research.

Keywords: Schizophrenia. Animal models. 2-hit hypothesis
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1 INTRODUGAO

Esquizofrenia € uma doenga psiquiatrica que atinge cerca de 1% da populacéo
mundial (STILO e MURRAY, 2010). No Brasil, foi registrado uma prevaléncia para a
doenga de 0,7%, semelhante a prevaléncia mundial (LEITAO et al. 2006). H4 uma
diferenca de incidéncia de esquizofrenia entre sexos. Homens tém 1.4 vezes mais
chances de desenvolver a doenga que mulheres (MCGRATH et al, 2008).

Os sintomas da esquizofrenia podem ser divididos em trés categorias: positivos,
como alucinagdes e delirios; negativos, como anedonia e falta de expressdo emocional;
e cognitivos, como déficits na memoria de trabalho e atencdo (ANDREASEN, 1995;
KIRKPATRICK et al, 2006; NUECHTERLEIN et al, 2004).

Fatores ambientais e genéticos contribuem para o desenvolvimento da
esquizofrenia. A herdabilidade, indice que aponta o quanto da doenga é causada por
fatores genéticos, da esquizofrenia € por volta de 80% (SULLIVAN et al, 2003). Varios
genes ja foram associados a patogénese da esquizofrenia, muitos deles envolvidos no
neurodesenvolvimento (SULLIVAN, 2005). Mais recentemente, estudo de GWAS
conseguiram associar mais de 100 loci a esquizofrenia, dentre eles genes envolvidos na
resposta imune, na transmissdo dopaminérgica e na transmissao glutamatérgica
(EUROPE PMC FOUNDERS GROUP, 2014). Dentre os fatores ambientais de risco,
podem ser citados as complicagdes obstétricas, tanto durante a gravidez como no parto,
déficits de nutrientes e infecgbes pré-natais (CANNON et al, 2002); trauma fisicos e
psicologicos na infancia (MOLLOY et al, 2011; READ et al, 2005); crescimento em
ambiente urbano e migracdo (MCGRATH et al, 2004); fatores socioecondmicos
(WERNER et al, 2007); e abuso de drogas, principalmente maconha (GURURAJAN et al,
2012). Nota-se que os fatores de risco ambientais podem estar presentes durante todas
as fases da vida, sendo mais relevante durante as fases nas quais ocorre o
desenvolvimento do sistema nervoso.

Com relagéao ao tratamento, os principais antipsicoéticos utilizados na clinica sédo
antagonistas do receptor dopaminérgico D2 e podem ser classificados como de primeira
geracdo e de segunda geragdo (LALLY E MCCABE, 2015). Entretanto, sintomas

negativos e cognitivos sdo resistentes ou pouco responsivos a esses tratamentos, além
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de ainda haver muita desisténcia devido aos efeitos colaterais dos tratamentos, como
efeitos extrapiramidais para os de primeira geragédo e sindrome metabdlica e ganho de
peso para os de segunda geracédo (ERHART et al, 2006; KEEFE et al, 2007; LIEBERMAN
et al, 2005). Antidepressivos s&o usados em conjunto com antipsicoticos para ajudar no
tratamento de sintomas negativos e cognitivos. Contudo, esses farmacos também nao
sao muito eficientes (HINKELMANN et al, 2013; TEREVNIKOV et al, 2014; VERNON et
al, 2014).

Para o estudo da esquizofrenia, foram desenvolvidos varios modelos animais em
roedores (JONES et al, 2011; YANAGI et al, 2012). Esses modelos podem ser
classificados em quatro grupos de indugdo: de neurodesenvolvimento, induzido por
drogas, lesdo e manipulagao genética. Porém, muitos dos modelos animais existentes s6
conseguem representar os sintomas positivos da doenca (JONES et al, 2011). Existem
propostas de desenvolvimento de modelos mistos, que unam fatores ambientais e
genéticos no mesmo modelo, para aumentar a confiabilidade e reproducado de mais
comportamentos tipo-esquizofrénicos (AYHAN et al, 2016).

A falta de modelos animais que representem os sintomas negativos e cognitivos
da esquizofrenia pode ser prejudicial para o desenvolvimento de novos tratamentos. Por
isso, é necessario que novos modelos animais sejam propostos para preencher as
lacunas deixadas pelos modelos ja existentes. Em fungéo disso, este trabalho propde um
novo modelo animal de esquizofrenia, utilizando rato como animal modelo. A partir de
uma revisao critica da literatura existente de fatores de risco da esquizofrenia, modelos
utilizados atualmente e testes utilizados para avaliar os sintomas e os aspectos
neuroquimicos em roedores, € proposto um modelo que se baseia na 2-hit hypothesis,
hipétese que assume que eventos que ocorre durante a gestagdo poderiam ser o primeiro
fator para o desenvolvimento de esquizofrenia e, posteriormente na vida do individuo,
outros fatores podem servir de gatilho para o aparecimento da doenga. Um agente que
interfere no neurodesenvolvimento (MAM; primeiro hit) sera administrado em fémeas
gravidas e, quando a prole crescer, eles passarao por um protocolo de trauma (segundo
hit). Espera-se conseguir nesse modelo representar sintomas positivos, negativos e
cognitivos, o que ndo foi visto em outros modelos. Testes comportamentais e

neuroquimicos também seréo propostos para uma possivel validacido desse modelo.
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2 ESQUIZOFRENIA

A esquizofrenia € um transtorno psiquiatrico que afeta processos basicos de
percepcgao, emogédo e julgamento (ROSS et al, 2006). A prevaléncia da doenga a nivel
mundial € de 1% (STILO e MURRAY, 2010). O diagndstico, segundo o DSM-5, é feito
pela presenga de sintomas positivos (delirios, alucinagbes, fala desorganizada e
comportamento totalmente desorganizado ou catatbnico) e sintomas negativos
(embotamento afetivo e avoligdo) por pelo menos um més (TANDON et al, 2013, ver
Tabela 1). Entretanto, além dos sintomas mencionados, estdo presentes também
sintomas cognitivos, que n&o estao listados no critério de diagndstico pelo DSM-5. Varios
dominios cognitivos estdo prejudicados na esquizofrenia, dentre eles estdo déficits
velocidade de processamento, habilidade verbal, memoria de trabalho, episddica e
espacial, fungdo executiva e atengao (SCHAEFER et al, 2013).

Pessoas com esquizofrenia apresentam alteragbes morfoloégicas em varias
regides do encéfalo (GLAHN ET AL, 2008; OKADA et al, 2016). Ha uma diminuigdo no
volume total do encéfalo, porém essa redugao ocorre em regides especificas (VITA et al,
2012). Em estudos de Imagem por Ressonancia Magnética (IRM), foi observado que ha
reducdo do volume de varias areas subcorticais, como da amigdala e do hipocampo. Em
contrapartida, os ventriculos laterais estdo aumentados, devido a redugdo de outras
regides (OKADA et al, 2016, HARTBERG et al, 2011). Regi6es corticais também estéo
reduzidas na esquizofrenia, no lobo temporal e lobo frontal, principalmente o cértex pré-
frontal e orbitofrontal (SHENTON et al, 2010, VITA et al, 2012). Com relagao a substancia
branca, utilizando IRM de difus&o, foi visto reducéo de regides no cortex orbitofrontal,
principalmente em regides que conectam essa area ao lobo temporal e ao sistema limbico
(SUSSMANN et al, 2009; SZESZKO et al, 2008). Aléem disso, alteragdes morfologicas
nos neurdnios também foram observadas, como redugdo de espinhas dendriticas no
cortex pré-frontal e também aumento na poda sinaptica (FALUDI e MIRNICS, 2011).
Mudancgas estruturais na substéncia cinzenta ja foram relacionadas a varios sintomas
chave da doencga, como alucinagdes auditivas, delirios, disfungcdo social e problemas
cognitivos (BRENT et al, 2013). Ja mudangas na substancia branca e conectividade
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também estdo associadas a alucinag¢des auditivas e delirios, assim como com a maior
severidade de sintomas negativos e cognitivos (HUBL et al, 2004; SZESZKO et al, 2008).

Com relagao a patofisiologia da esquizofrenia, a teoria dopaminérgica € uma das
mais aceitas atualmente. Segundo essa teoria, a liberagdo de dopamina no mesencéfalo
esta aumentada em pacientes com esquizofrenia. Ela foi criada baseada no mecanismo
de agao dos primeiros antipsicéticos, que eram antagonistas do receptor D2 da
dopamina. Outra evidéncia para esta teoria € que a administragcdo de agonistas de
receptores dopaminérgicos pode induzir sintomas psicoticos em pessoas normais e
piorar os sintomas em pessoas com esquizofrenia (HOWES et al, 2012; HOWES et al,
2017). Alem disso, foi observado que ocorre aumento da sintese de dopamina pré-
sinaptica e ocorre um pequeno aumento no numero de receptores pos-sinapticamente,
sem alteragdo no transporte de dopamina da fenda sinaptica (HOWES et al, 2012).
Também se acredita que o glutamato tem participagdo na esquizofrenia. Antagonistas
dos receptores NMDA do glutamato, como PCP e quetamina, reproduzem os sintomas
positivos e cognitivos e mudangas neuroquimicas observadas na esquizofrenia (JAVITT,
2010; HOWES et al, 2015). O que se acredita € que pacientes com esquizofrenia tém
menos responsividade em receptores NMDA do glutamato, o que diminuiria a
transmissao glutamatérgica (HOWES et al, 2015). Ha também evidéncias que o GABA
tenha um papel na esquizofrenia, baseado em estudos neuropatoldgicos. Intereurénios
parvalbuminicos no cértex pré-frontal apresentaram diminuigdo de imunomarcagao do
transportador de GABA (GAT). Além disso, a GAD67, uma das enzimas responsavel pela
sintese de GABA, esta reduzida nesses interneurénios. Também, ocorre 0 aumento de
receptores GABAa nos neurbnios pdés-sinapticos, o que poderia ser um mecanismo
compensatorio (LEWIS et al, 2005). Além do cértex pré-frontal, essas alteragdes também
foram vistas no hipocampo e no cortex cingulado anterior (TAYLOR et al, 2015). Contudo,
esses trés sistemas de neurotransmissdo estédo integrados um com o outro; portanto,
alteragdes no sistema glutamatérgico e GABAérgico resultaria no aumento de dopamina
no mesecéfalo (FIGURA 1) (JAVITT, 2010; HOWES et al, 2017). Outros sistemas de
neurotransmissores também podem estar envolvidos com a esquizofrenia, como o
sistema colinérgico muscarinico e o sistema serotoninérgico (CARRUTHERS et al, 2015;
EGGERS, 2013).
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FIGURA 1 — INTERACAO DOS SITEMAS DOPAMINERGICO, GLUTAMATERGICO E
GABAERGICO NA ESQUIZOFRENIA

llustragdo da perda do controle mesocorticoestriatal da fungdo dopaminérgica na esquizofrenia, levando ao aumento de
sintese e liberagdo de dopamina no estriado

rCértex - 4 ' 4 Dopamina
S Glutamato
- + GABA
-

Liberagéo reduzida de dopamina cortical (1) leva ao aumento
da atividade de neurdnios excitatérios glutamatérgicos
projetados para o mesencéfalo (2), o que aumenta a sintese
e liberagéo de dopamina no estriado (5).

Receptores  NMDA em interneurdnios
GABAérgicos (3) leva a redugéo da liberagdo de GABA (4), o
que também leva ao aumento da sintese e liberagdo de

dopamina no estriado (5).

hipoativos

FONTE: Adaptado de HOWES et al, 2017

Outra teoria proposta para a etiologia da esquizofrenia é a do
neurodesenvolvimento. Nessa teoria, os fatores de risco causam intervengdes no
neurodesenvolvimento, o que pode levar a alteragdes em vias patologicas que se
manifestariam no periodo de desencadeamento da doenga, na adolescéncia ou no inicio
da vida adulta (FATEMI e FOLSOM, 2009). Durante o neurodesenvolvimento, ocorre a
regulagdo do balango de sinapses excitatorias e inibitorias, pela perda de sinapses
excitatérias e pela formacao de sinapses inibitéria, além do comeco do processo de
mielinizacdo (INSEL, 2010). Na esquizofrenia, ocorreria um aumento exacerbado da
poda de sinapses excitatérias, formacao diminuida de sinapses inibitérias e a diminuicao
da mielinizagdo (INSEL, 2010). Essas diferengas na formagao do encéfalo, segundo essa
teoria, seriam responsaveis pelas outra mudangas neuroquimicas e desencadeamento
da esquizofrenia. Outra hipétese proposta é 2-hit hypothesis. Nessa hipotese, o individuo
sofre com fatores genéticos ou fatores ambientais que impactam o
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neurodesenvolvimento, e, em um momento mais tarde na vida, o individuo sofre com
outro fator que é o gatilho para o desenvolvimento da doenga (FIGURA 2; PINO et al,
2014). Os fatores que podem afetar o neurodesenvolvimento podem ser genéticos e
ambientais, como complicagdes na gravidez e no parto. Ja os fatores gatilho sdo os que
ocorrem proximo ao desencadeamento da doenga, como abuso de drogas e trauma.
Devido a essas evidéncias, também €& proposto que a esquizofrenia € uma doenca que
afeta o neurodesenvolvimento progressivamente, que comega no periodo pré-natal e
continua durante todo a vida do paciente (PINO et al, 2014).

Com relacdo ao tratamento, os antipsicoticos sdo a primeira escolha para
esquizofrenia. Eles podem ser agrupados em primeira geragao ou tipicos e segunda
geragdo ou atipicos. O mecanismo de agdo dos antipsicoticos tipicos e atipicos é o
bloqueio de receptores D2 da dopamina. Porém, os antipsicéticos tipicos tém uma
afinidade muito grande por esses receptores, o que causa o seu principal efeito colateral,
efeitos extrapiramidais, como discinesia e parkinsonismo. Os antipsicéticos atipicos
foram desenvolvidos para amenizar esses efeitos (LALLY E MCCABE, 2015). Porém,
antipsicoticos atipicos também apresentam efeitos adversos, como sindrome metabdlica
e ganho de peso (LIEBERMAN et al, 2005). A clozapina, um antipsicético atipico, € muito
utilizado na clinica pois, além de n&do causar efeitos extrapiramidais, € também muito
efetiva no tratamento pacientes resistentes a outros tratamentos. Contudo, ela causa
muitos efeitos colaterais hematolégicos, cardiovasculares, gastrointestinais e
metabolicos. O principal efeito colateral é a agranulocitose, que é a diminuicdo de
granuléctios no sangue. Pacientes que usam clozapina devem fazer exames regulares
para verificar a taxa de granuldcitos e prevenir esse efeito. Por causa de todos os efeitos
colaterais, a clozapina n&o € um farmaco de primeira escolha (FAKRA e AZORIN, 2012).
Todos os tratamentos utilizados na clinica sdo eficazes para tratar sintomas positivos.
Porém, para sintomas negativos e cognitivos, os antipsicéticos tipicos ndo sao eficazes
e os atipicos tém efeito moderado (ERHART et al, 2006; KEEFE et al, 2007;
BRUIIJNZEEL et al, 2014). Isso, somado aos efeitos colaterais, aumentam a taxa de n&o
aderéncia ao tratamento entre os pacientes (LIEBERMAN et al, 2005). Antidepressivos
geralmente s&o utilizados em conjunto com antipsicoticos para tratar sintomas positivos

e cognitivos. Foi visto que alguns tipos de antidepressivos sado eficazes para tratar
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sintomas negativos (KISHI et al, 2014). Porém, outros estudos mostraram que esses
farmacos ndo s&o eficazes no tratamento de sintomas negativos e cognitivos
(HINKELMANN et al, 2013; TEREVNIKQV et al, 2014; VERNON et al, 2014). Ainda séo
necessarios mais estudos para determinar a real eficacia de antidepressivos no

tratamento adjunto da esquizofrenia.

FIGURA 2 — SEQUENCIA DOS EVENTOS DA 2-HIT HYPOTHESIS

Desenvolvimento
primario

N

Vulnerabilidade
aumentada

Adolescéncia /
Jovem adulto

Sem sintomas
ou sintomas
fracos

Desencadeamento
da esquizofrenia

FONTE: Adaptado de GURURAJAN et al, 2012

Adulto

Apesar das causas da esquizofrenia ainda ndao estarem elucidadas, sabe-se que
existem fatores de risco que contribuem com o surgimento da doencga. Esses fatores de
risco podem ser tanto genéticos quanto ambientais. Uma pequena reviséo desses fatores

sera apresentada a seguir.

2.1 FATORES AMBIENTAIS

2.1.1 Fatores relacionados a gravidez

Varios fatores que podem alterar o neurodesenvolvimento durante a gravidez
estdo relacionadas ao surgimento da esquizofrenia na vida adulta. Complicagbes durante

a gravidez ou no parto, infecgdes, incompatibilidade sanguinea, falta de nutrientes
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durante a gravidez, uso de certos medicamentos e estresse materno sio fatores de risco
para o desenvolvimento de esquizofrenia.

Complicagdes na gravidez e no parto, como hipoxia, isquemia e pré-eclampsia,
podem aumentar o risco de esquizofrenia. Dessas, pré-eclampsia € a que apresenta a
associagao mais forte com esquizofrenia (DALMAN et al, 1999; CANNON et al, 2002;
EIDE et al, 2013). Baixo peso ao nascer também foi relacionado ao desenvolvimento da
esquizofrenia. As chances de ter a doenga aumentam quanto menor o peso da crianca
ao nascer (GUNNELL et al, 2005; ABEL et al, 2010). Uma associagéo inversa também
foi observada entre o comprimento das criangas ao nascer e o desenvolvimento de
esquizofrenia na vida adulta (GUNNELL et al, 2005). Todos os estudos foram feitos em
populagcdes grandes e homogéneas. Contudo, as correlagbes observadas entre
complicacdes obstétricas e esquizofrenia foram fracas.

Alguns tipos de infecgdes também podem ser fatores de risco para esquizofrenia.
Rubéola, influenza, toxoplasmose e infecgbes bacterianas durante a gestagao,
principalmente no primeiro trimestre, aumentam as chances do bebé de desenvolver
esquizofrenia quando mais velho (BROWN et al, 2000; BROWN et al, 2004a; BROWN et
al, 2005; SORENSEN et al, 2009). Também foi visto que o aumento de citocinas pro-
inflamatorias durante o segundo trimestre de gravidez pode aumentar o risco de
surgimento de esquizofrenia na vida adulta (BROWN et al 2004b). Outros estudos,
contudo, ndo encontraram correlagao entre infec¢gées durante a gravidez e esquizofrenia
(BROWN et al 2006; SELTEN et al, 2010; NIELSEN et al, 2015). Métodos de diagndsticos
diferentes e diferencas no numero de paciente testados podem ser fatores que
contribuiram para as discrepancias entre os trabalhos.

Incompatibilidade materno-fetal também €& considerado um fator de risco para a
esquizofrenia. Incompatibilidade de Rh e de ABO podem aumentar o risco de
esquizofrenia, por causar danos ao neurodesenvolvimento (HOLLISTER et al, 1996;
INSEL et al, 2005). Apesar das evidéncias da incompatibilidade materno-fetal ser um fator
de risco para a esquizofrenia, ainda ha poucos estudos abordando esse assunto e os
estudos existentes foram realizados com amostras pequenas.

Falta de nutrientes também pode ser um fator de risco para esquizofrenia. Por

influenciarem mudangas epigenéticas, nutrientes podem causar disfungdo no
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neurodesenvolvimento (KIRKBRIDE et al, 2012). Pessoas que nasceram durante
grandes periodos de fome, como a Fome Holandesa e a Fome Chinesa, apresentaram
mais chances de desenvolver esquizofrenia (HOEK et, 1996; SUSSER et al, 1996; XU et
al, 2009). Apesar dos dados para Fome Holandesa serem antigo e ndo usarem o DSM
como meétodo diagnéstico, todos os estudos apresentaram a mesma correlagao entre ma-
nutricdo e esquizofrenia. Alguns nutrientes, como folato, vitamina D e ferro foram
observados como fatores de risco para esquizofrenia. Foi observado que niveis elevados
de homocisteina durante o terceiro trimestre de gravidez podem aumentar a chance de
ter esquizofrenia (BROWN et al, 2007). Baixos niveis de folato, nutriente importante para
o neurodesenvolvimento, foram associados ao desenvolvimento de esquizofrenia,
através da dosagem de homocisteina (PICKER & COYLE, 2005). A homocisteina é
precursor do aminoacido metionina, e para ocorrer a conversio € necessario que folato
doe carbono. Por isso, altos niveis de homocisteina podem ser relacionados com baixos
niveis de folato (MELI et al, 2012). Com relag&o a vitamina D, tanto baixos quanto altos
niveis ao nascer foram associados a esquizofrenia, porém baixos niveis de vitamina D
no nascimento apresentaram correlagdo mais forte. A vitamina D & importante para
expressao de fatores de crescimento do feto e também atua no sistema nervoso central
(MCGRATH et al, 2010a). Ferro também ¢é um nutriente fundamental para o
desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso central. Por ser importante na
formagao da hemoglobina, a falta de ferro pode ocasionar problemas no transporte de
oxigénio, o que pode levar a hipodxia fetal. Gravidas com concentragées de hemoglobina
<10 g/dl no segundo e terceiro trimestre da gravidez apresentaram mais chances de ter
filhos que desenvolveram esquizofrenia (INSEL et al, 2008). Porém, esses dados foram
obtidos a partir da hemoglobina materna, ndo podendo afirmar que ocorre deficiéncia de
ferro no recém-nascido.

O uso de medicamentos, como analgésicos e diuréticos, durante a gravidez
também foi associado ao aumento do risco de esquizofrenia (SORENSEN et al, 2003;
SORENSEN et al, 2004). Apesar de os estudos terem boa validade estatistica, os dados
usados para a analise sao dos anos 60, dados muito antigos, com medicamentos que

nao sao utilizados na clinica atualmente.
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Outro fator de risco é estresse materno durante a gravidez. Varios tipos de
estresse ja foram associados a esquizofrenia, como morte de parentes, enchentes,
guerras e gravidez indesejada. Mulheres que perderam parentes préximos durante o
primeiro trimestre de gestagao apresentam mais chances de ter filhos que desenvolveréo
esquizofrenia na vida adulta (KHASHAN et al, 2008). Porém, esse tipo de estresse ainda
apresenta controvérsias, pois essa associagao nao foi observada posteriormente (CLASS
et al, 2014). Essa diferenga pode ter ocorrido por metodologias diferentes de analise e
divergéncias no tamanho da amostra entre os estudos. Também ja foi observado que
maes que presenciaram guerras durante os dois primeiros trimestres de gravidez tém
mais chances de ter filhos com esquizofrenia (van OS & SELTEN, 1998; MALASPINA et
al, 2008). Com relacdo a gravidez indesejada, ainda ha dados controversos. Maes que
relataram ndo desejar a gravidez tiveram mais chances de vir a ter filhos com
esquizofrenia quando adulto (MYHRMAN et al, 1996). Porém, em um estudo mais
recente, nenhuma associagao foi vista (HERMAN et al, 2006). A diferenga de método de
diagndstico para esquizofrenia pode ter contribuido com os resultados divergentes. Ainda
ha dados controversos sobre o papel do estresse materno no desenvolvimento da

esquizofrenia e esses devem ser considerados com cuidado.

2.1.2 Fatores socioeconémicos, migragao e urbanizagao

Com relagao a urbanizagao, pessoas que vivem em ambiente urbano tém mais
chances de desenvolver esquizofrenia que individuos que que vivem em areas mistas ou
rurais (MCGRATH et al, 2004; VASSOS et al, 2012). Ainda n&o se sabe quais fatores
podem influenciar essa associacao, se a presencga de mais infecgdes, dieta diferenciada
ou outros fatores de risco (KRABBENDAM e van OS, 2005; PEDERSEN et al, 2006). Foi
visto que criangas que moram perto de grandes rodovias, com alta quantidade de trafego,
tém mais chances de desenvolver esquizofrenia (PEDERSEN et al, 2006). Mais estudos
sa0 necessarios para verificar a relacao entre urbanizacao e esquizofrenia e quais seriam
as causas dessa relagao.

Imigrantes apresentam mais chances de desenvolver esquizofrenia que nativos, e
seus descendentes diretos (segunda geracdo de imigrantes) também apresentam mais
chances, com correlagéo forte, de desenvolver a doenga (CANTOR-GRAAE et al, 2003;
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MCGRATH et al, 2004; SELTEN et al, 2007). Além disso, imigrantes que sairam de seu
pais como refugiados apresentaram cerca de 3 vezes mais chances de desenvolver o
transtorno quando comparado com nativos, e cerca de 2 vezes mais chances quando
comparados com imigrantes nao-refugiados (HOLLANDER et al, 2016). Isso poderia
acontecer porque imigrantes refugiados passam por eventos muito traumaticos, o que
também contribuiria para o desenvolvimento da esquizofrenia. Em um estudo recente, foi
observado que imigrantes apresentam maior liberagao e sintese de dopamina estriatal,
independente do status clinico (EGERTON et al, 2017). Essa é uma evidéncia que a
migracdo pode interferir na transmissdo dopaminérgica, e levando, assim, ao
desenvolvimento da doenca na populacgao.

O status socioeconémico ao nascer também foi considerado um fator de risco para
a esquizofrenia. Baixo nivel de escolaridade de mées e pais, baixo nivel de empregos de
maes e pais e condigdes de moradia, ndo s6 da pessoa, mas do bairro como um todo,
foram relacionados a maiores chances de esquizofrenia (WERNER et al, 2007; AGERBO
et al, 2015). Poucos dados abordando essa associagao foram encontrados, e ainda mais
estudos sdo necessarios para entender porque disso.

2.1.3 Traumas

Traumas durante a infancia, como abuso fisico, abuso sexual, negligéncia e
bullying podem ser fatores de risco para a esquizofrenia (VARESE et al, 2012). Esses
tipos de traumas podem aumentar as chances do desenvolvimento da doenga em
aproximadamente trés vezes (ARSENEAULT et al, 2011; VARESE et al, 2012). Também
foi visto que esse risco s6 ocorre em traumas intencionais, como abuso sexual e bullying
(ARSENEAULT et al, 2011). Além disso, cerca de 80% de pacientes ja diagnosticados
com esquizofrenia reportaram ter sofrido algum tipo de abuso, principalmente fisico, na
infancia (LARSSON et al, 2013). Também, ha uma correlagdo entre esses tipos de
traumas e sintomas positivos. Pacientes que sofreram traumas durante a infancia tém
aproximadamente trés vezes mais chances de apresentar alucinacdes e delirios que
pacientes que nao sofreram trauma (JANSSEN et al, 2004). Do mesmo modo, sintomas

negativos podem estar associados a traumas. A presenga de qualquer tipo de trauma de
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infancia foi correlacionada positivamente com sintomas negativos (VOGEL et al, 2011).
Ainda, pacientes que sofreram traumas apresentam aumento da resposta inflamatoéria
(DENNISON et al, 2012), outro fator de risco para a esquizofrenia; e ocorre disfungdo do
eixo HPA (RUBY et al, 2012), o que poderia ser um mecanismo para o desenvolvimento
de esquizofrenia.

Lesdo na cabega também € um tipo de trauma que pode aumentar as chances de
esquizofrenia (CHEN et al, 2010; MOLLOY et al, 2011; ORLOVSKA et al, 2014). Ha cerca
de 1.5 vezes mais risco de desenvolver esquizofrenia pessoas que sofrerem esse tipo de
lesdo (MOLLOY et al, 2011; ORLOVSKA et al, 2014). Os efeitos da lesdo s&o mais
acentuados se ela ocorreu entre os 11 e 15 anos (ORLOVSKA et al, 2014). Poucos
estudos levam em consideragao lesdes e traumas fisicos como fator de risco para a
esquizofrenia. Além disso, as associag¢des encontradas sao fracas, por isso mais estudos

S0 necessarios.

2.1.4 Abuso de drogas

Abuso de drogas durante a adolescéncia também esta associado com o
desenvolvimento de esquizofrenia. A maconha é uma das drogas mais ligadas ao
transtorno. O uso de maconha na adolescéncia pode aumentar o risco de esquizofrenia
em até seis vezes (ANDREASSON et al, 1987; ARSENEAULT et al, 2002; HENQUET et
al, 2005; SCHUBART et al, 2011; CASADIO et al 2011; GURURAJAN et al, 2012). Além
disso, usuarios muito frequentes de maconha tém seis vezes mais chances de
desenvolver a doenga que pessoas que usam menos frequentemente (ZAMMIT et al,
2002). Igualmente, o uso de maconha aumenta mais as chances de esquizofrenia em
pessoas que ja tém predisposi¢cdo a doenca (HENQUET et al, 2005). Também foi visto
gue uso de maconha durante a adolescéncia pode aumentar a frequéncia de sintomas
positivos, como alucinagdes e delirios (MCGRATH et al, 2010b; SCHUBART et al, 2011).
O uso controlado de maconha durante a adolescéncia tem uma fraca associagédo com o
aumento de sintomas negativos; porém, quando usada muito frequentemente, essa
relacdo se trona mais forte (SCHUBART et al, 2011).
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Outra droga também associada a esquizofrenia € a metanfetamina. Ja foi visto que
o uso de metanfetamina pode aumentar o risco de desenvolver a doenca
(KITTIRATTANAPAIBOON et al, 2010; CALLAGHAN et al, 2012; GURURAJAN et al,
2012). Além disso, pacientes que utilizaram a droga antes dos 20 anos de idade
apresentam maiores chances de ter o transtorno do que aqueles que utilizaram depois
dessa idade (KITTIRATTANAPAIBOON et al, 2010). Apesar dos indicios da associagao
de metanfetamina e esquizofrenia, poucos estudos foram encontrados analisando essa

droga como fator de risco.

2.2 FATORES GENETICOS E EPIGENETICOS

A esquizofrenia é uma doenga com um fator genéticos fundamental, tendo uma
herdabilidade de 80% (SULLIVAN et al, 2003). Além disso, € uma doenga complexa e
poligénica, com cada gene envolvido contribuindo um pouco para o seu desenvolvimento
(GEJMAN et al, 2010). Por isso, varios estudos foram feitos tentando desvendar quais
genes estdo envolvidos na patofisiologia da doenga. Primeiramente, esses estudos foram
realizados por analise de familias, com gémeos e com pessoas adotadas (HALLMAYER,
2000; GEJMAN et al, 2010). Estudos com genes candidatos, quando um gene € escolhido
e é analisado a variabilidade e frequéncia dele em casos e controles, também foram muito
realizados para identificar possiveis genes fatores de risco (FARRELL et al, 2015). Mais
recentemente, tem-se utilizado Estudos de Associacdo Ampla do Genoma (GWAS, do
inglés) para associar possiveis genes de risco. Em um consércio internacional, entre
varios centros de pesquisa, foram encontrados 108 /ociligados a esquizofrenia (EUROPE
PMC FOUNDERS GROUP, 2014). Dentre esses, estdo genes associados com a
transmissdo dopaminérgica, com a transmissao glutamatérgica e com a plasticidade
sinaptica. Além disso, genes responsaveis pela resposta imune, principalmente aqueles
dentro do MHC, também podem estar envolvidos na patogénese da esquizofrenia,
evidenciando o papel do sistema imune na etiologia da doenca.

Muitos genes mencionados como fatores de risco por meio de estudos de genes
candidatos n&o obtiveram significancia em estudos de GWAS, como o NRG1, o DISC1,
o COMT, o BDNF e o DTNBP1 (GEJMAN et al, 2010; FARRELL et al, 2015; MOSTAID
et al, 2016). Isso implica que muitos dos estudos feitos antes do uso do GWAS, devido
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ao seu baixo poder estatistico, devem ser revisados para verificar o envolvimento desses
genes com a esquizofrenia. Apesar de nao ter sido encontrados associagdo no GWAS, o
DTNBP1 ainda € um gene muitos estudado na esquizofrenia. O DTNBP1 codifica para a
proteina disbindina-1, responsavel por regular a exocitose, a formagao de vesiculas e o
trafego de receptores envolvidos em sinapses excitatorias (KARLSGODT et al, 2011).
Variantes desse gene ja foram associados com o aparecimento de alucinagbes (CHEAH
et al, 2015), com sintomas negativos (DEROSSE et al, 2006) e com sintomas cognitivos,
principalmente na atengao (BAEK et al, 2012).

Além disso, muitos dos genes que foram associados com a esquizofrenia também
o foram como fatores de risco de outros transtornos psiquiatricos, como o transtorno
bipolar e o autismo, apesar dessas doencgas apresentarem caracteristicas diferentes
(GEJMAN et al, 2010; PURCELL et al, 2009). Por isso, as interagdes entre os genes e
com os fatores ambientais devem ser levadas em consideragédo, pois uma mudanga
nessas interagées pode mudar o fendtipo do paciente.

Além do papel genético, a epigenética também & um fator pertinente e cada vez
mais estudado na esquizofrenia. Os fatores ambientais, mencionados anteriormente,
podem influenciar a expressao de genes chave para o desenvolvimento da esquizofrenia,
por meio de mecanismos epigenéticos (KIRKBRIDE et al, 2012; DEMPSTER et al, 2013;
SVRAKIC et al, 2013). Estudos analisando o perfil epigenético no cértex frontal post-
mortem revelaram padrdoes de metilagao diferentes entre pacientes e controle (MILL et
al, 2008; WOCKNER et al, 2015). Genes associados com as transmissdes glutamatérgica
e GABAérgica apresentaram padrdes de metilagao diferenciados entre casos e controles.
Genes envolvidos no neurodesenvolvimento também apresentaram diferentes padrbes
de metilagdo. Os genes DTNBP1 e BDNF, dependendo de sua variante, apresentaram
hipermetilagdo em pacientes com esquizofrenia (MILL et al, 2008). Esse ultimo resultado
reforca o papel desses genes na esquizofrenia, apesar de n&o ter sido encontradas
associagdes nos estudos de GWAS, mencionados anteriormente. Além disso, genes
responsaveis pela metilacdo e organizagdo das histonas e genes do MHC também
apresentaram padrdes de metilagao diferentes entre pacientes e controles (WOCKNER
et al, 2015).
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Os avancos feitos nos campos da genética e da epigenética sdo importantes para
elucidar os fatores genéticos da esquizofrenia e como varios genes e seu epigenoma
contribuem para o desenvolvimento da esquizofrenia. Ainda, saber quais genes estédo
envolvidos na esquizofrenia e como eles estdo envolvidos pode ajudar a entender melhor

a patofisiologia da doenga e também encontrar novos alvos de tratamento.

3 TESTES UTILIZADOS NA ESQUIZOFRENIA

3.1 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.1.1 Sintomas positivos

Os sintomas positivos da esquizofrenia em humanos sdo a presenga de
alucinagdes e delirios, pensamento desorganizado e alteragdo motora, principalmente
catatonia (rigidez motora, porém também se apresenta como movimento repetitivos ou
estereotipados). Esses sintomas sao relatados ao médico pelo paciente, verbalmente.
Porém, quando se pensa em modelos animais, esses sintomas nao podem ser bem
reproduzidos, pois roedores ndo conseguem se expressar verbalmente. Por isso, outros
testes foram desenvolvidos para avaliar sintomas positivos em roedores.

Um desses testes € a hiperlocomogdo. Alguns pacientes com esquizofrenia
apresentam “agitacdo psicética”, incluindo hiperatividade e estereotipia (POWELL &
MIYAKAWA, 2006). Devido a esse comportamento em humanos, a hiperlocomog&o em
roedores é usado como teste de sintoma positivo. Muitos estudos utilizaram a
hiperlocomogdo como maneira de avaliar sintomas positivos em modelos animais com
diferentes formas de indugédo (SAMS-DODD et al, 1997; SAMS-DOD, 1998; CALVAZARA
etal, 2011; BASURTO et al, 2014; ALMEIDA et al, 2014). A hiperlocomog¢ao dos roedores
nesses estudos foi medida utilizando a distancia total percorrida pelo animal em campo
aberto (em cm) ou utilizando o numero de entradas em determinados locais (quadrados
ou linhas). Outros estudos também usaram a locomogao induzida por psicoestimulantes,
como anfetamina (BUUSE et al, 2005; LODGE e GRACE, 2009). O uso de

psicoestimulantes como anfetamina aumenta a liberagdo de dopamina no estriado de
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pacientes com esquizofrenia, o que aumentaria os efeitos psicoéticos da doencga, o que se
correlaciona a hiperlocomogao (LARUELLE et al, 1996). Contudo, a distancia percorrida
por animais que sofreram indugao por psicoestimulantes sao similares a de animais que
nao sofreram inducédo. A estereotipia também pode ser utilizada como avaliagédo de
sintoma positivo; contudo, ndo € tao utilizada como a hiperlocomogao (SAMS-DODD,
1998; POWELL & MIYAKAWA, 2006; WANG et al, 2015a). Estereotipia pode ser induzida
por altas doses de apomorfina, um agonista ndo-seletivo D1/D2 de dopamina. A
apomorfina pode causar aumento no comportamento de farejar e abocanhar (ABRAMS
e BRUNO, 1992). A apomorfina pode ser usada para induzir o comportamento
estereotipado em roedores e ser utilizadas para avaliar esse comportamento em modelos
de esquizofrenia (BITANIHIRWE et al, 2010).

Também ¢é usado a inibicdo por pré-pulso (IPP), resposta que envolve
mecanismos sensoério-motores. A IPP da resposta de sobressalto acustico € a redugao
da resposta a um estimulo forte quando precedido por um estimulo fraco. Pacientes com
esquizofrenia apresentam IPP prejudicada (FIGURA 4; KOHL et al, 2013). Apesar de ser
um teste pré-cognitivo, a IPP é usada em muitos estudos como avaliagdo de sintoma
positivo em roedores. A IPP é semelhante em humanos e roedores. Por isso, os modelos
de esquizofrenia devem apresentar problemas de IPP para serem um bom modelo
(BUUSE, 2005; POWELL & MIYAKAWA, 2006; FONE & PORKESS, 2008; LODGE &
GRACE, 2009).

Apesar de serem usados amplamente para a validagdao de modelos animais, os
testes para sintomas positivos apresentam limitagcdes. Primeiramente, esses testes
também estao relacionados com outros transtornos psiquiatricos. A hiperlocomogao pode
estar presente no transtorno de hiperatividade e déficit de atencao e no transtorno bipolar
(POWELL & MIYAKAWA, 2006). A diminuicdo da IPP também é observada em paciente
com transtorno obsessivo-compulsivo e na sindrome de Tourette, apesar de ainda ser
mais comumente usada na esquizofrenia (KOHL et al, 2013). Ainda, os testes
mencionados, apesar de serem sintomas presentes em humanos, ndo sao os sintomas
positivos caracteristicos do transtorno, que sao alucinagdes e delirios. Por nao
abordarem esses sintomas mais especificos, a analise de sintomas positivos em animais

pode estar prejudicada.
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FIGURA 3: INIBICAO POR PRE-PULSO DA RESPOSTA DE SOBRESSALTO
A

Stimulus  Response
A

Prepulse Stimulus  Response
FONTE: KOHL et al, 2013

3.1.2 Sintomas negativos

Os sintomas negativos da esquizofrenia sao sintomas de perda de fungdo, como
anedonia, avolicdo, isolamento social e falta de expressao de emogdes. Os principais
sintomas analisados sdo anedonia e isolamento social, deixando em segundo plano a
abordagem de outros tipos de sintomas positivos, como o embotamento afetivo.

Anedonia pode ser medida pelo teste de preferéncia de sacarose. Nesse teste, 0
roedor pode escolher livremente entre ingerir agua ou uma solu¢gdo de sacarose.
Roedores tendem a desenvolver uma preferéncia pela solugdo de sacarose. Essa
preferéncia pode significar que os animais sentem mais prazer ao consumir a solugéo
doce ou que a solugéo se torna um reforgo ou recompensa para o animal (MUSCAT &
WILLNER, 1989; BARNES et al, 2014). O teste consiste em colocar duas garrafas na
gaiola, uma apenas com agua e outra com sacarose. O animal na gaiola tem livre escolha
de qual garrafa beber. A solugédo de sacarose usada pode variar de 1-2%. O consumo
nas garrafas é analisado durante o periodo de teste. Baixo consumo da solugdo de
sacarose pode indicar falta do componente heddnico nos animais. Além do volume

consumido, também pode ser medido o numero de lambidas que os animais deram em
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cada garrafa (BARNES et al, 2014). Estudos utilizando diferentes modelos animais
usaram o teste de preferéncia de sacarose para avaliar sintomas negativos (BAIRD et al,
2008; JAARO-PELED, 2009; BITANIHIRWE et al, 2010; JENKINS et al, 2010;
MIYAMOTO & NITTA, 2014). O teste de preferéncia de sacarose foi desenvolvido e
inicialmente validado em modelos de depressao, o que pode diminuir a validade desse
teste para a esquizofrenia. Além disso, estudos sugerem que pacientes com
esquizofrenia conseguem sentir prazer enquanto estéo realizando atividades prazerosas
(GARD et al, 2007). Porém, outros componentes do sistema de recompensa podem estar
comprometidos, como a predicdo ou antecipagdo da recompensa, dissociagao do
componente heddnico do comportamento motivado e dificuldades em recordar memaorias
prazerosas (HORAN et al, 2006; GARD et al, 2007; DOWD & BARCH, 2012; SIMPSOM
et al, 2012; WANG et al, 2015b). Por isso, o teste de preferéncia de sacarose pode nao
ser o melhor teste para avaliar o componente aneddénico em animais. Testes que avaliam
antecipacdo de recompensa podem ser utilizados para abordar esse aspecto da
esquizofrenia. Um dos testes propostos para avaliar antecipacdo de recompensa € o
teste de efeitos de contrastes sucessivos. Nesse teste, animais sdo expostos
primeiramente a uma recompensa com alto valor heddnico (i.e. solugdo de 32% de
sacarose) e, inesperadamente, recebem uma recompensa com um valor hedénico menor
(i.e. solucdo de 4% de sacarose). Esses animais tendem a consumir menos a segunda
recompensa comparado com animais que nao foram expostos a recompensa de alto
valor hedénico. Esse fenbmeno é conhecido como contraste negativo sucessivo. O
contrario também pode acontecer: animais que receberam uma recompensa de baixo
valor e apés uma de alto valor tendem a consumir mais da recompensa de alto valor do
gue animais que apenas receberam a de alto valor, 0 que é conhecido como contraste
positivo sucessivo (BARNES et al, 2014). Esse teste n&o foi utilizado em modelos de
esquizofrenia ainda. Porém, quando utilizando o contraste negativo sucessivo, animais
modelos para esquizofrenia ndo apresentem diminuicdo do consumo da recompensa
menos prazerosa quando comparados com controle, pois hdo conseguem antecipar que
aquela recompensa nao € mais tao prazerosa quanto a anterior.

Apesar de ndo ser comumente avaliada, avolicdo e desmotivagao sao testadas

em animais pelo esquema de reforgo em razao fixa (RF) ou progressiva (RP). No RF, os
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animais devem pressionar uma alavanca por um numero fixo de vezes para receber uma
recompensa. Para testar motivagao, esse numero deve ser elevado, pois exigira esforgo
do animal para receber a recompensa (SALOMONE et al, 2003). No RP, depois de
receberem a recompensa pela primeira vez, o numero de vezes que 0s animais devem
pressionar a alavanca cresce exponencialmente. Os animais sao primeiramente
treinados em esquemas RF, depois seguem para RP. Ou seja, o esfor¢o necessario para
conseguir a recompensa aumenta com o tempo (RICHARDSON & ROBERTS, 1996). O
protocolo de RP foi utilizado em um estudo para avaliar motivagado em roedores modelo
de esquizofrenia. Animais tipo-esquizofrénicos tendem a pressionar menos a alavanca
em busca da recompensa (SIMPSON et al, 2011). Outro teste utilizado para testar
motivagdo na esquizofrenia é o procedimento de escolha relacionada ao esforgo. Esse
teste avalia o desejo do animal de aumentar o esforgo para conseguir a recompensa
preferida ou consumir uma recompensa menos preferida que esta disponivel livremente.
Esse teste avalia também o valor da recompensa e avalia o custo/beneficio de uma
determinada recompensa. Animais tipo-esquizofrénicos preferem consumir a
recompensa disponivel livremente a fazer esforco para consumir a recompensa mais
prazerosa (WARD et al, 2012). E importante lembrar que, como mencionado
anteriormente, pacientes com esquizofrenia podem apresentar componente heddnico e
tém alteragbes no comportamento motivado. Distinguir entre esses dois aspectos é
fundamental quando testado em animais (WARD et al, 2012).

Um dos testes mais usados para avaliar sintomas negativos em roedores s&o os
testes de interagao social, usando diferentes protocolos. O protocolo mais usado de
interacao social € colocar dois animais nao familiarizados em um campo aberto e medir
o tempo que eles passam socializando. O tempo de interagao € calculado pelo somatorio
do tempo gasto cheirando ou seguindo o outro animal e do tempo gasto em
comportamentos sociais passivos, como deitar ao lado do outro animal. Os animais sédo
deixados interagindo durante 10 minutos e animais submetidos a modelos de
esquizofrenia tendem a passar menos tempo interagindo com o outro animal (SAMS-
DODD et al, 1997; SAMS-DODD, 1998; OTUATHAIGH et al, 2010; CALZAVARA et al,
2011; ALMEIDA et al, 2014). Outro protocolo usado € a preferéncia pela novidade social.

Nesse teste, o animal testado € colocado em uma caixa com trés camaras. Junto com
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ele, outro animal é colocado em outra cdmara, e os animais podem interagir por um
tempo. Apos a interag&o, outro animal é coloca na segunda cadmara, e o animal testado
pode explorar livremente as duas camaras. Roedores tendem a socializar mais tempo
com o animal novo, ndo conhecido, do que com o animal ja conhecido. Animais tipo-
esquizofrénicos perdem essa preferéncia pelo animal ndo conhecido (O'TUATHAIGH et
al, 2010). Ambos esses testes s&o realizados em um ambiente novo para o animal, o
que pode aumentar a ansiedade dos animais e ser um fator de confusédo para a analise
(POWELL & MIYAKAWA, 2006). Uma maneira de reduzir a ansiedade é testar os animais
em suas proprias gaiolas, porém, apenas o primeiro protocolo poderia ser realizado
dessa forma. Com relagao aos outros protocolos, a ansiedade poderia ser diminuida por
uma ambientagcdo prévia na arena que o teste sera realizado. O uso de testes de
interacdo social € uma boa maneira de avaliar sintomas negativos, ja que esse sintoma

€ bem acentuado em humanos.

3.1.3 Sintomas cognitivos

Pacientes com esquizofrenia também apresentam déficits cognitivos, em diversos
dominios, como memoria de trabalho, memdria de longo prazo, atengao, funcgéo
executiva e resolugdo de problemas. Alguns testes sdo utilizados para testas esses
dominios cognitivos em roedores.

Para testar memoria de trabalho, o teste mais utilizado é o labirinto radial. Esse
teste consiste em uma camara octagonal com oito bragos. Em cada brago € colocado
uma recompensa, € 0s animais devem entrar em cada um dos bragos para receber a
recompensa. Por isso, para conseguir receber todas as recompensas em menos tempo,
0s animais ndo devem entrar novamente no brago que ja entraram, precisando utilizar a
memoria de trabalho para tal fim. A memoria de trabalho espacial do animal é medida
pela entrada de bragos com recompensas antes da reentrada em bragos ja visitados
(YOUNG et al, 2009). Varios estudos utilizaram o labirinto radial para testar memoéria de
trabalho. Contudo, os resultados foram divergentes, dependendo do modelo animal
usado. Alguns estudos usando o modelo de PCP ndo encontraram diferengcas na
memoria de trabalho entre controle e modelo (LI et al, 2003; HE et al, 2006). J& em

modelo genético ou em modelo de les&o, foi observado um prejuizo da memoria de
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trabalho nos modelos de esquizofrenia (CARBONI et al, 2004; LEVIN & CHRISTOPHER,
2006). Além das discrepancias entre modelos, o labirinto radial também pode apresentar
efeito teto, devido as poucas possibilidades que o animal tem ao entrar nos bracos
(YOUNG et al, 2009). Outro teste utilizado para medir memoria de trabalho em roedores
foi o teste de alternagcdo espontanea, que consiste na ideia que roedores tendem a
explorar um local ndo familiar (no caso, um labirinto em T). A alternagdo ocorre pela
entrada nos bragos do labirinto. Se o animal lembrar que ja esteve naquele bracgo,
utilizando a memoaria de trabalho, ele tende a procurar bragos n&o visitados, aumentando
a alternacédo (LALONDE, 2002). Animais modelos de esquizofrenia tendem a ter uma
porcentagem de alternagdo menor que controles (CASTANE et al, 2015). Contudo, esse
teste foi pouco usado diferentes modelos de esquizofrenia.

Para testar memoria de longo prazo, dois sédo os testes mais utilizados: o teste de
reconhecimento de novos objetos e o labirinto aquatico de Morris. No teste de
reconhecimento de novos objetos, o animal é colocado em uma caixa por 3-10 minutos,
com dois objetos idénticos. Apds algum tempo, o animal é colocado novamente na caixa,
porém um dos objetos foi substituido por um novo objeto. Roedores geralmente passam
mais tempo explorando o objeto novo que o objeto ja conhecido (BEVINS & BESHEER,
2006). Varios estudos utilizando esse teste foram realizados em diferentes modelos
animais de esquizofrenia (FLAGSTAD et al, 2004; NEILL et al, 2010; BASURTO et al,
2014; CASTANE et al, 2015). Animais tipo-esquizofrénicos ndo conseguem discriminar
entre o objeto familiar e o objeto novo, passando tempos similares explorando os dois
objetos. Um problema como teste de reconhecimento de novos objetos é que, em
roedores, ele é baseado em memoria de familiaridade, e ndo em recolec¢do. Ja foi visto
que em pacientes com esquizofrenia, ha prejuizos na recolecéo e nao na familiaridade
(VAN ERP et al, 2008). Por isso, foi proposto um novo tipo de reconhecimentos de
objetos, utilizando uma dica temporal. Esse teste conseguiria reproduzir melhor a
memoria episodica em sim. Ele consiste em apresentar ao animal sequéncias de objetos
idénticos (e.g. AA/BB). Ap6és um periodo, o animal é testado com dois objetos ja
familiares, porém, um foi apresentado antes que o outro (e.g. A/B). O animal passara
mais tempo explorando o objeto apresentado menos recentemente, usando a dica

temporal (contexto) para tal (BUSSEY et al, 2013). Contudo, esse teste nao foi utilizado
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em modelos de esquizofrenia ainda. No teste do labirinto aquatico de Morris, o animal
deve aprender a localizagdo de uma plataforma submersa para escapar da agua
(MORRIS, 1984). Animais modelos para esquizofrenia tendem a nadar uma distancia
maior para encontrar a plataforma submersa que controles (BROWN et al, 2012;
TANYERI et al, 2015). Porém, em alguns estudos, n&o foram vistas diferencas entre os
modelos de esquizofrenia e controles (FLAGSTAD et al, 2004; JANHUNEN et al, 2015).

Para avaliar atengdo em animais tipo-esquizofrénicos, é utilizado o tempo de
reacao serial de cinco escolhas. Esse teste é realizado em uma cédmara operante com 5
cavidades que podem ser iluminadas e uma bandeja de comida, onde sera colocado a
recompensa. O animal deve identificar qual das cavidades foi iluminada brevemente para
receber a recompensa. O animal deve prestar atencao para identificar corretamente a
cavidade. O tempo de iluminagéo da cavidade regula a dificuldade do teste, quando mais
rapido a iluminagédo, mais dificil o teste sera (BARI et al, 2008). Modelos animais de
esquizofrenia tém prejuizos nessa tarefa. Podem apresentar maior numero de omissoes
ou menor numero de reagdes corretas a iluminagao (LE PEN et al, 2003; HOYLE et al,
2006; FLETCHER et al, 2006; AMITAI et al, 2007). Apesar das fases de treinamento e
execucao serem complexas, esse teste € o mais usado para avaliar atengdo em animais.

Por ultimo, testes de resolugao de problemas e tomada de decisdo. Os testes mais
usados para esse dominio sdo o attentional set-shifting (AST) e aprendizagem reversa.
O AST é baseado no teste Wisconsin de classificacdo de cartas, um teste de resolucao
de problemas realizado em humanos. No AST, os animais s&o ensinados a parear uma
dica especifica ao reforgo. Apds o primeiro aprendizado, um conjunto de regras é
ensinado ao animal, e ele deve usar essas regras, a cada fase do teste, para receber a
recompensa. Se o animal ndo conseguir se adequar ao novo conjunto de regras, ele n&o
recebera a recompensa. A cada fase do teste, as instrugbes ficam mais complexas
(HEISLER et al, 2015). Pacientes com esquizofrenia tém performance ruim no teste
Wisconsin de classificacdo de cartas (EVERETT et al, 2001). Assim, modelos animais de
esquizofrenia devem apresentar baixo desempenho no AST (YOUNG et al, 2009).
Animais modelos de esquizofrenia apresentam déficits no AST, principalmente quando
as instrugdes se tornam mais complexas (MARQUIS et al, 2008; MCLEAN et al, 2008;
GOETGHEBEUR & DIAS, 2009; GOMES et al, 2015). No teste de aprendizagem reversa,
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o animal deve aprender a discriminar entre duas dicas, a primeira associada a uma
recompensa € a outra ndo. Assim eu o animal aprende a associagao, ocorre a reversao
das dicas: a que dava a recompensa passa a nao dar, e a que ndo dava a recompensa
passa a dar. Erros persistentes, repeticbes nao-intencionais da mesma resposta ou
inapropriados ao contexto sdo contabilizados para determinar prejuizos na fungéo
cognitiva. Varias metodologias foram modificadas para testar aprendizagem reversa,
como o labirinto aquatico de Morris, o labirinto em T e o labirinto em Y (BISSONETTE &
POWELL, 2012). Em alguns estudos, os animais modelos apresentaram déficits nesse
teste (IDRIS et al, 2009; MOORE et al, 2012). Porém, outros estudos ndo encontraram
prejuizos utilizando outros tipos de modelos de esquizofrenia (PLACEK et al, 2013;
CASTANE et al, 2015). Dois desses estudos divergentes utilizaram o mesmo modelo
animal. Devido as discrepancias de resultados, o teste de aprendizagem reversa pode
nao ser o melhor teste a ser escolhido para testar resolucdo de problema, sendo o AST
o teste de melhor escolha.

3.2 TESTES NEUROQUIMICOS E DE MORFOLOGIA

Uma das analises neuroquimicas mais utilizadas € a dosagem de monoaminas
(dopamina, noradrenalina e serotonina). Essa dosagem é feita por cromatografia liquida
de alta performance acoplado a um detector (HPLC, do inglés). A dosagem é realizada
em varias regides diferentes do encéfalo do animal, como o cértex pré-frontal, o
hipocampo e o nucleo accumbens (BITANIHIRWE et al, 2010; BROWN et al, 2012;
CASTANE et al, 2015). Metabdlitos de monoaminas, como DOPAC, HVA e 5-HIAA,
também sao quantificados, utilizando HPLC (BITANIHIRWE et al, 2010; BROWN et al,
2012). Além de monoaminas, aminoacidos também s&o quantificados, sendo GABA e
glutamato os principais (BITANIHIRWE et al, 2010; O'TAUTHAIGH et al, 2010). As
dosagens de neurotransmissores podem ser realizadas in vivo, utilizando técnicas de
microdialise, que pode ocorrer nas regides de interesse (CASTANE et al, 2015); ou em
analises post mortem, nas quais as regides de interesse sdo dissecadas e seccionadas
para posterior analise (BITANIHIRWE et al, 2010; BROWN et al, 2012; OTAUTHAIGH et
al, 2010). Pacientes com esquizofrenia apresentam disfungédo na transmisséo de varios

neurotransmissores, principalmente na transmissdo da dopamina, do GABA e do
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glutamato. Ocorre aumento na transmissdo dopaminérgica no mesencéfalo e diminuigéao
da transmissdo no cortex (HOWES et al, 2017) e diminuicdo da transmissao
glutamatérgica e GABAérgica no cortex (JAVITT, 2010; LEWIS et al, 2005). Portanto, a
dosagem de neurotransmissores €& importante para verificar se o modelo esta
apresentando transmissdes similares ao que é visto em humanos. Nos modelos, a
maioria das analises foram feitas no cortex pré-frontal medial dos animais. Dependendo
do modelo utilizado, foi visto aumento (BROWN et al, 2012) ou diminuicdo
(BITANIHIRWE et al, 2010; O TAUTHAIGH et al, 2010; CASTANE et al, 2015) nos niveis
de dopamina nessa regido. Com relagdo a outros neurotransmissores, nao foi visto
nesses estudos nenhuma diferenga significativa, com excegdo de GABA e glutamato. Foi
observado a diminuicdo de GABA e aumento de glutamato no cortex pré-frontal medial
(BROWN et al, 2012). Uma boa correlagéo entre quantidade de neurotransmissores em
humanos e em animais aumenta a possivel validade de constructo do modelo.

Hibridizag&o in situ € utilizada para analisar expresséo de genes de interesse.
Nesse teste, uma sonda complementar identifica o RNAmM do gene de interesse em um
certo tecido (JIN e LLOYD, 1997). Varios genes relacionados com a esquizofrenia podem
ser analisados utilizando essa técnica, em diferentes areas do enceéfalo, também
envolvidas com o desenvolvimento da esquizofrenia (SIMPSON et al, 2011; URIGUEN et
al, 2013; CASTANE et al, 2015). Além da hibridizagéo, a técnica de imuno-histoquimica
também pode ser utilizada para avaliar expressao génica. Porém, esse teste utiliza
anticorpos para identificar antigenos em determinado tecido. O antigeno é a proteina de
interesse (RAMOS-VARA e MILLER, 2014). Essa técnica é utilizada na avaliacdo da
expressao de proteinas importantes na esquizofrenia, para verificar viabilidade celular,
por meio proteinas marcadoras ou para estimar densidade neuronal (ZHU et al, 2014;
CASTANE et al, 2015; JENKINS et al, 2010; LIAURY et al, 2014). A escolha de qual teste
utilizar vai depender da quantidade de material para analise e da disponibilidade de
sondas e/ou anticorpos para determinado gene/proteina. Além disso, é interessante
utilizar essas técnicas para estudar aspectos mais moleculares da esquizofrenia, como o
papel de receptores na patologia.

Com relagcéo a morfologia, densidade e morfologia dendritica, espessura cortical

e tamanho dos ventriculos podem ser determinadas por meio de microscopia (HAJSZAN
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et al, 2006; LI et al, 2007; MOORE et al, 2006; CASTELLANO et al, 2013; KROCHER et
al, 2013; FOOTE et al, 2015). Microscopia confocal e microscopia eletrbnica podem ser
utilizadas para essa analise. Softwares de analise sdo empregados para calcular o
numero de a densidade dendritica, assim como espessura cortical. O volume de
substancia cinzenta, total ou de regides especificas, do encéfalo de roedores pode ser
determinada utilizando a técnica de ressonancia magnética por imagem (RMI). Estudos
utilizaram dessa técnica para fazer analises de volume (O'TUATHAIGH et al, 2010;
BROBERG et al, 2013; URIGUEM et al, 2013). A eletrofisiologia de determinada regiao
também ¢é utilizada em modelos de esquizofrenia. Essa medicao € feita através do
implante de microeletrodos na regido desejada, quando feita in vivo (GOMES et al, 2015).
Estudos post mortem também podem ser feitos. Para tal, é preciso colocar a regi&do a ser
analisada em uma solucéo salina e nutritiva (PAPALEO et al, 2016). A analise dos sinais
gerados também é feita do software. A analise de morfologia e volume do encéfalo do
animal & importante para identificar se ocorrem as mesmas mudangas estruturais no
modelo e no humano, fortalecendo assim o0 modelo proposto ou os resultados obtidos no
estudo. Em humanos, foi observado que ocorre o alargamento dos ventriculos,
diminui¢do do volume hipocampal e do cortex pré-frontal, além de alteragdes no numero
de espinhas dendriticas (VITA et al, 2012; OKADA et la, 2016). Essas alteragbes podem
ser observadas nos modelos de esquizofrenia, principalmente alteragdes no volume do
cortex pre-frontal, reducdo de espinhas dendriticas e alargamento dos ventriculos
(HAJSZAN et al, 2006; KROCHER et al, 2013; URIGUEM et al, 2013; FOOTE et al, 2015).

3.3 EFEITO DE ANTIPSICOTICOS NOS TESTES

Os testes comportamentais s&o utilizados para avaliar a validade de face do
modelo, ou seja, a sintomatologia da esquizofrenia. Uma maneira de avaliar esse aspecto
nos testes utilizados € observando a reversédo dos sintomas pelo uso de antipsicéticos.
Os sintomas positivos sdo melhorados pelo uso de antipsicéticos de primeira e de
segunda geracao (BRUIJNZEEL et al, 2014). Porém, sintomas negativos e cognitivos ndo
sdo revertidos pelo uso de antipsicoticos de primeira geragdo e sao parcialmente

revertidos pelo uso de antipsicoticos de segunda geragdo (ERHART et al, 2006; KEEFE
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et al, 2007). Em animais, os testes devem apresentar o mesmo padréo de reversao para
que tenham boa validade preditiva e sejam considerados bons modelos para estudar
esquizofrenia.

Os testes de sintomas positivos, hiperlocomocgao, IPP e estereotipia, podem ser
revertidos com ambos os tratamentos padrao da esquizofrenia. Em diferentes modelos
de indugcdo, o uso de haloperidol, um antipsicotico de primeira geragdo, conseguiu
reverter a hiperlocomog¢éo observada nos animais (SAMS-DODD, 1998; CALZAVARA et
al, 2011; NAGAI et al, 2011; FOOTE et al, 2015; WANG et al, 2015a). Também foi
observado a reversdo da hiperlocomogdo em estudos que utilizam clozapina e
antipsicoticos de segunda geragédo, como risperidona, quetiapina (SAMS-DODD et al,
1997; SAMS-DODD, 1998; CALZAVARA et al, 2011; NAGAI et al, 2011; CASTELLANO
et al, 2013; FOOTE et al, 2015; WANG et al, 2015a). Com relacdo a IPP, o uso de
haloperidol também foi capaz de reverter os déficits (WANG et al, 2015a). Haloperidol
também foi capaz de reverter a estereotipia nos modelos de esquizofrenia (SAMS-DODD,
1998; WANG et al, 2015a). O uso de clozapina também reverte déficits na IPP e
comportamento estereotipado (SAMS-DODD, 1998; WANG et al, 2015a).

Com relagédo aos sintomas negativos, o haloperidol ndo foi capaz de reverter os
déficits em nenhum dos testes utilizados, principalmente no teste de interagao social
(SAMS-DODD, 1998; CALZAVARA et al, 2011; NAGAI et al, 2011). Porém, com
antipsicoticos de segunda geragédo e clozapina, os resultados sdo discrepantes. Em
alguns estudos, esses farmacos foram capazes de reverter o déficit social (SAMS-DODD,
1998; CALZAVARA et al, 2011). Contudo, também foi observado o contrario, que esses
antipsicoticos ndo revertem o comportamento de reduzida interag&o social (SAMS-DODD
et al, 1997; NAGAI et al, 2011). Esses estudos utilizaram modelos de inducao diferentes
uns dos outros; portanto, as diferengas encontradas podem estar relacionadas aos
modelos, ndo necessariamente ao teste. Ndo foram encontradas informagdes de
reversao por antipsicoticos de outros testes utilizados para avaliar sintomas negativos,
como o teste de preferéncia de sacarose e o esquema de reforgo, utilizados,
respectivamente, para anedonia e avolicao.

Antipsicoéticos de primeira geragdo também nao conseguiram reverter os déficits

cognitivos presentes nos modelos de esquizofrenia. Haloperidol ndo foi capaz de reverter
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déficits cognitivos nos testes de tempo de reacdo serial de 5 escolhas, AST e
reconhecimento de novos objetos (AMITAI et al, 2007; GRAYSON et al, 2007;
GOETGHEBEUR et al, 2011; NAGAI et al, 2011; WANG et al, 2015a). No teste de tempo
de reacdo serial de 5 escolhas, antipsicéticos de segunda geracdo (quetiapina,
risperidona e olanzapina) nao reverteram os déficits observados no modelo. Clozapina
reverteu parcialmente, quando administrada cronicamente (AMITAI et al, 2007). Para o
AST, foi visto que alguns antipsicéticos de segunda geragao revertem os sintomas, porém
outros ndo conseguem reverter (GOETGHEBEUR et al, 2008). O uso de clozapina e
risperidona revertem os déficits observados no teste de reconhecimento de objetos
(GRAYSON et al, 2007; NAGAI et al, 2011; WANG et al, 2015a). No labirinto aquatico de
Morris, também usado para avaliar memdéria de longo prazo, antipsicéticos de segunda
geragcdo também conseguiram melhorar a performance dos modelos (TANYERI et al,
2015). No teste do labirinto radial, foi observado que a quetiapina € capaz de reverter a
performance (HE et al, 2006). Porém, também foi observado que a clozapina aumenta os
déficits de memdria (LEVIN et al, 2006). Reversédo da aprendizagem reversa também foi
vista em animais tratados com sertindol (IDRIS et al, 2009). Antipsicéticos de segunda
geracdo apresentam baixa eficacia para tratar déficits cognitivos em pacientes com
esquizofrenia. Por isso, a reversdo em varios testes cognitivos em modelo animal diminui
a validade preditiva dos modelos e dos testes.

Estudos utilizando possiveis novos tratamentos também foram realizados com os
mesmos testes. O uso de glicinamida, um pro-farmaco da glicina, conseguiu reverter a
hiperlocomogao e déficits no teste de reconhecimento de novos objetos nos animais tipo-
esquizofrénicos (BASURTO et al, 2014). Brexpiprazol, uma agonista parcial de dopamina
e serotonina, também foi capaz de reverter déficits cognitivos nos testes de
reconhecimento de novos objetos e AST (MAEDA et al, 2014). A minociclina, antibiotico
com agao neuroprotetora promissora, foi capaz de reverter déficits de IPP, melhorar a
interacdo social dos animais e reduzir déficits no teste de reconhecimento de objetos
(LIAURY et al, 2014; ZHU et al, 2014). A minociclina esta sendo utilizada na clinica e,
junto com o tratamento com antipsicéticos, conseguiu melhorar sintomas negativos;
contudo, apenas fracos efeitos foram observados para os sintomas cognitivos (LIU et al,

2014; SOLMI et al, 2017). Os antipsicoticos utilizados amplamente hoje na clinica sdo
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pouco eficientes para tratar sintomas negativos. Por isso, novos farmacos, que tenham
outros alvos farmacolégicos que nao os receptores de dopamina, devem ser
desenvolvidos que consigam reverter esses sintomas, para melhor qualidade de vida dos
pacientes.

4 MODELOS ANIMAIS EXISTENTES PARA ESQUIZOFRENIA

Modelos animais sdo importantes para o estudo da patofisiologia de doencgas e
também em ensaios para o desenvolvimento de novos farmacos. Um modelo animal ideal
deve replicar o maximo possivel o fenotipo da doenga que se quer estudar e também os
mecanismos pelos quais a doenga é causada. Porém, ha doengas, como a esquizofrenia,
nas quais os mecanismos subjacentes ndo estao elucidados. Por isso, modelos animais
s&o utilizados para melhor entender esses mecanismos (MCGONIGLE e RUGGERI,
2014). Além disso, os modelos animais, para serem considerados confiaveis, devem
atender alguns critérios, que sdo chamados de validades. Posposta por Willner, existem
trés validades que devem ser consideradas quando um novo modelo animal é
desenvolvido: a validade de constructo, a validade de face e a validade preditiva
(WILLNER, 1984).

A validade de constructo avalia se o modelo animal de fato modela o transtorno,
incluindo aspectos biologicos e etiologia similares ao humano. A validade de face avalia
se os sintomas presentes no humano também estdo presentes no modelo. Ja a validade
preditiva farmacolégica avalia o efeito do tratamento no modelo, que deve ter resposta
similar para a condig¢ao clinica estudada (WILLNER, 1984; MCGONIGLE e RUGGERI,
2014). Outros tipos de validade ja foram propostos também, porém, sdo baseadas nessas
trés principais e a maioria dos estudos usam essas trés para validar seus modelos
(BELZUNG e LEMOINE, 2011; JONES et al, 2011). Para a esquizofrenia, essas trés
validades também sdo as mais avaliadas no desenvolvimento de modelos animais
(FIGURA 3; JONES et al, 2011). Com relagdo a validade de constructo, € importante
analisar as mudangas neuroquimicas e morfolégicas que ocorrem na esquizofrenia, como
aumento de dopamina no mesencéfalo, aumento dos ventriculos e diminuigdo de
espinhas dendriticas nos neurdnios. Para a validade de face, o modelo animal deve

apresentar sintomas positivos, negativos e cognitivos, similar aos pacientes com
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esquizofrenia. Para a validade preditiva, a reverséo por antipsicoticos deve ser similar ao
que ocorre em humanos, ou seja, antipsicoéticos tipicos devem apenas reverter sintomas
positivos e antipsicéticos atipicos devem ser eficazes para sintomas positivos e reverter

minimamente sintomas negativos e cognitivos.

FIGURA 4 — ESQUEMATIZACAO PARA AVALIAGAO DAS VALIDADES DE
MODELOS ANIMAIS DE ESQUIZOFRENIA
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Os primeiros modelos animais de esquizofrenia se baseavam na teoria
dopaminérgica, e, com o0 avango no entendimento da patofisiologia, novos modelos foram
surgindo. Porém, a maioria dos modelos existentes s6 conseguem reproduzir os sintomas
positivos da esquizofrenia, dificultando o entendimento e o desenvolvimento de possiveis
tratamentos para os sintomas negativos e cognitivos, tornando necessario o
desenvolvimento de novos modelos animais (JONES et al, 2011). Alguns modelos

utilizados para modelar esquizofrenia em roedores serao discutidos a seguir.
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4.1 NEURODESENVOLVIMENTO

Os modelos de neurodesenvolvimento levam em consideracdo a hipotese do
neurodesenvolvimento, explicada anteriormente. Ao utilizar esses modelos, é importante
considerar o periodo certo de indugcdo para que os efeitos possam ser observados
(RAPOPORT et al, 2012).

Agentes antimitoticos, como MAM e AraC, sao utilizados para modelar em animais
problemas no neurodesenvolvimento (CATTANEO et al, 1995; BROWN et al, 2012). A
administragdo desses agentes durante a gestagdo pode levar ao aparecimento de
sintomas parecidos com a esquizofrenia. O dia gestacional no qual a substancia é
utilizada € essencial, pois a administracdo adiantada pode causar efeitos muito severos
no neurodesenvolvimento, ndo compativeis com a esquizofrenia. Ratas Sprague-Dawley
que receberam AraC durante os dias 19 e 20 de gestag&o apresentaram uma diminuigédo
de células e diminui¢ado da plasticidade no hipocampo, aumento do nivel de dopamina
cortical e problemas cognitivos (BROWN et al, 2012). O uso de MAM no dia gestacional
17 também pode causar sintomas similares ao da esquizofrenia. Ratos tratados com
MAM apresentaram hiperlocomogao, redugdo na inibicdo pré-pulso (IPP), que é a
reducdo de uma resposta de sobressalto a um estimulo forte quando precedido de um
estimulo pré-pulso de menor intensidade, resposta que esta também diminuida em
pacientes com esquizofrenia e problemas cognitivos (LODGE e GRACE, 2009; MOORE
et al, 2012). Alteragcdes na morfologia de areas importantes na esquizofrenia, assim como
diminui¢cdo da densidade neuronal (MOORE et al, 2012). Nao foram encontrados estudos
de reversdo farmacoldgica desses sintomas, n&do podendo afirmar se esse modelo tem
boa validade preditiva. Além disso, sintomas negativos ndo sdo bem modelados nesse
modelo, diminuindo sua validade de face.

O isolamento social de animais apés o desmame também pode desencadear
sintomas semelhantes ao da esquizofrenia. Privar ratos recém-nascidos de interacao
social com outros ratos pode alterar o desenvolvimento neural e causar prejuizos quando
adulto. Isolamento social pos-desmame induz hiperlocomogéo, problemas de IPP e
prejuizos cognitivos (FONE e PORKESS, 2008; MCLEAN et al, 2008; MOSER, 2014). Ja
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sintomas negativos ndo sdo bem representados nesse modelo, apresentado resultados
controversos para a interagdo social (MOSER et al, 2014). A IPP tem boa validade
preditiva para antipsicoticos que reduzem sintomas positivos, e possiveis novos
tratamentos também reverteram os prejuizos no reconhecimento de objetos (FONE e
PORKESS, 2008). Nesse modelo, também ocorre redugdo no volume do cértex pré-
frontal e diminuicdo da plasticidade no hipocampo e no cortex pré-frontal. Também ha
aumento de dopamina no nucleo accumbens, aumentando a validade de constructo
desse modelo (FONE e PORKESS, 2008).

A ativagdo imune materna também € utilizada como modelo de esquizofrenia em
roedores. Estudos utilizando Poly-1:C, um composto que mimetiza infecgao viral,
encontraram que a administragdo desse composto durante a gestagao produz sintomas
similares aos vistos na esquizofrenia. Com relacdo aos sintomas positivos, foi visto que
a ativagdo imune causa hiperlocomogao, estereotipia e problemas na IPP em
camundongos e ratos (OZAWA et al, 2006; BITANIHIRWE et al, 2010a; HADAR et al,
2015). Também foi observado diminuicdo da interagdo social entre os animais e
anedonia, usados para testar sintomas negativos (BITANIHIRWE et al, 2010a; MOSER
et al, 2014). Sintomas cognitivos foram representados utilizando essa forma de indugao
(OZAWA et al, 2006; BITANIHIRWE et al, 2010b). Também, foi visto que os sintomas
cognitivos foram revertidos pelo uso de clozapina, mas n&o pelo uso de antipsicoticos
tipicos (OZAWA et al, 2006). Esse modelo apresenta boa validade de face, porém ainda
faltam estudos para avaliar suas validades de constructo e preditiva.

O uso de modelos que envolvem o neurodesenvolvimento sdo bastante utilizados
para estudar esquizofrenia, principalmente o MAM. Além disso, esses modelos
apresentam boa validade de constructo e de face, apesar da validade preditiva ainda
precisar ser melhor avaliada. Além disso, esses modelos suportam a teoria do
neurodesenvolvimento da esquizofrenia. Melhorar esses modelos que ja sao utilizados
pode ser uma solugao para o desenvolvimento de modelos mais parecidos com as

caracteristicas da esquizofrenia.

4.2 LESOES
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O modelo de lesdo mais utilizado é o de lesao hipocampal neonatal. Essa lesdo
pode ser causada no animal por dois métodos: pela aplicagdo de uma injecao local de
excitotoxina ou por lesdo mecénica (LIPSKA et al, 1993; YANAGI et al, 2011). Animais
lesionados apresentam hiperresponsividade a estimulos que aumentam a liberacdo de
dopamina, como a anfetamina, o que pode ser revertido com o uso de antipsicéticos
(TSENG et al, 2009). Esse modelo também apresentou aumento da locomogao e déficits
de IPP (CASTELLANO et al, 2013; ZHU et al, 2014). Diminuigdo da interagdo social
também foi observada em ratos com lesdo (SAMS-DODD et al, 1997; ZHU et al, 2014).
Ainda, esses animais apresentaram problemas em tarefas que exigem memoria espacial,
como o labirinto aquatico de Morris (TSENG et al, 2009). Outros déficits cognitivos
também foram observados (MARQUIS et al, 2008; PLACEK et al, 2013; CASTELLANO
et al, 2014). Neuroquimicamente, animais adultos lesionados ap0s o nascimento
apresentam alteragdes na interagdo dopamina-glutamato no cortex pré-frontal (TSENG
et al, 2009). Também ocorre a diminuigdo de espinhas dendriticas no cortex pré-frontal,
evidenciando que a comunicagao entre o hipocampo e o cortex pré-frontal € importante
na patologia da esquizofrenia (MARQUIS et al, 2008). Ainda, ocorre o aumento da
expressao de receptores NMDA e também maior responsividade a esses receptores
(YANAGI et al, 2011). Esse aspecto diminui a validade de constructo do modelo, pois
acredita-se que ocorra hipofuncdo do receptor NMDA na esquizofrenia. Além disso,
pacientes com o transtorno nao apresentam lesdo hipocampal, apesar de haver
alteragdes na sua morfologia, o que também questiona a validade do modelo. (YANAGI
et al, 2011).

Estudos analisando a reversao desses efeitos por antipsicéticos também foram
realizados. Risperidona, um antipsicotico atipico, consegui reverter a hiperlocomog¢ao nos
animais, porém, nenhum efeito foi visto nos déficits cognitivos (CASTELLANO et al,
2013). Clozapina também foi utilizada e foi eficiente em reverter hiperlocomogéo,
contudo, nédo foi eficiente em reverter déficits cognitivos e de interagdo social (SAMS-
DODD et al, 1997; LEVIN et al, 2006).

O modelo de lesdo do hipocampo apresenta boa validade de face para sintomas
cognitivos e boa validade preditiva. Contudo, sua validade de constructo deve ser

analisada com cuidado. Ainda, o hipocampo é importante para realizagdo de tarefas
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cognitivas (EICHENBAUM, 2004), e os déficits causados pela lesdo s&o esperados,
porém, podem ndo ser representativos do transtorno. Além disso, outras regides do
encéfalo poderiam ser consideradas em modelos de les&o, como o cértex pré-frontal e o

estriado ventral.

4.3 FARMACOLOGICOS

A anfetamina é uma droga de abuso que tem como mecanismo de agao o aumento
da liberacdo de dopamina e também inibe a receptacdo de dopamina, aumentando,
assim, a concentrag&o desse neurotransmissor na fenda sinaptica (CALIPARI e FERRIS,
2013). Por causa de seu mecanismo de agao, a sensitizagdo de animais por anfetamina
€ utilizada como modelo de esquizofrenia. Esse modelo reproduz sintomas positivos,
como aumento da atividade locomotora, estereotipia e reducédo na PPI. Com relacédo aos
sintomas cognitivos, animais tratados com anfetamina apresentaram déficits em tarefas
que exigiam manutengdo e mudanga de foco (FEATHERSTONE et al, 2007). Porém,
esse modelo so replica bem sintomas positivos, deixando de fora os sintomas cognitivos
e negativos (JONES et al, 2011). Ainda, esse modelo é interessante para o
desenvolvimento de novos tratamentos para sintomas positivos, mas n&o seria um bom
modelo para o estudo da patofisiologia da doenca (YANAGI et al, 2011).

Outro agonista de dopamina utilizado para induzir modelos animais de
esquizofrenia é a apomorfina. Ratos Wistar podem apresentar maior sensibilidade a
administragdo de apomorfina. Esses animais, quando tratados com apomorfina,
apresentam uma forte resposta no comportamento de roer e ocorre reducédo na PPI.
Nesses animais, também €& observado alteragdes estruturais no hipocampo e ha
alteragao na transmissao dopaminérgica. Também ocorre diminuigdo na preferéncia por
sacarose, o0 que representaria sintomas negativos (ELLENBROEK e COOLS, 2002).

A fenciclidina (PCP), MK-801 e quetamina sdo antagonistas ndo-competitivos do
receptor NMDA do glutamato, e o uso dessas substancias por humanos causa sintomas
tipo esquizofrénicos. Essas substancias também sdo usadas em animais para modelar
esquizofrenia e sdo muito efetivas para representar sintomas cognitivos em varios
dominios, como memoria de trabalho, memoria de longo prazo, atengdo e tomada de
decisao (HE et al, 2006; AMITAI et al, 2007; GRAYSON et al, 2007; GOETGHEBEUR et



44

al, 2008; IDRIS et al, 2009; BASURTO et al, 2014; CASTANE et al, 2015; TANYERI et al,
2015). Hiperlocomogao também é observada em ratos tratados com antagonistas NMDA
(BASURTO et al, 2014; CASTANE et al, 2015). Com relagdo aos sintomas negativos,
ainda ha resultados controversos. Anedonia foi observada em animais tratados com PCP
cronicamente em um estudo (BAIRD et al, 2008), porém, em outro, esse sintoma nao foi
observado (JENKINS et al, 2010). Analisando os aspectos neuroquimicos e a
morfologicos, foi visto diminuicdo de dopamina e diminuicdo de espinhas dendriticas
cortex pré-frontal e diminuicdo de interneurénios no hipocampo (CASTANE et al, 2015;
HAJSZAN et al, 2006; JENKINS et al, 2010). Muitos dos estudos feitos conseguiram
observar reverséo farmacoldgica de sintomas negativos utilizando antipsicoticos atipicos,
porém tipicos ndo foram capazes de reverter (HE et al, 2006; GRAYSON et al, 2007;
GOETGHEBEUR et al, 2008; IDRIS et al, 2008; TANYERI et al, 2015). Porém, foi visto
também n&o-reversédo utilizando antipsicoéticos atipicos (AMITAI et al, 2007). A validade
preditiva desse modelo € controversa, pois antipsicéticos, mesmo os atipicos, nao sao
tdo efetivos na reversdo de sintomas cognitivos. Ja a validade de face para sintomas
cognitivos esta bem fundamentada.

Os modelos farmacoldgicos, principalmente os de antagonistas do receptor
NMDA, sado bastante utilizados em pesquisas, principalmente por representarem bem
sintomas cognitivos, como mencionado anteriormente. Porém, sintomas negativos nao
sdo muito bem representados por esse modelo, havendo, entdo, a necessidade de

encontrar outras alternativas para modela-los.

4.4 GENETICOS

Muitos modelos genéticos foram propostos utilizando diferentes tipos de genes,
como BDNF, COMT, dentre outros genes que ja foram envolvidos na esquizofrenia
(HOYLE et al, 2006; JONES et al, 2011; YANAGI et al, 2011). Nessa revisdo, alguns dos
modelos mais utilizados e mencionados serdo discutidos.

Camundongos com mutacdo no gene NRG7T apresentam comportamentos
semelhantes ao da esquizofrenia. Animais heterozigotos para esse gene tiveram
prejuizos no reconhecimento de novos objetos e também em condicionamento aversivo.

Porém, em outras tarefas cognitivas, como no teste de esquiva passiva, n&do houve
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prejuizos. Assim, esse modelo demonstra uma fraca validade de face para sintomas
cognitivos. Também apresentaram hiperlocomogao e isolamento social (DUFFY et al,
2010). Entretanto, a validade de constructo de modelo ainda é questionavel, pois 0o NRG1
é tido como hiperfuncional na esquizofrenia (HARRISON e LAW, 2006). Além disso, em
estudos mais recentes, utilizando GWAS, n&o foi encontrada associagéo entre o NRG1
e esquizofrenia (MOSTAID et al, 2016). Por isso, € necessario revisar o modelo e também
estudar outras maneiras para encontrar associagao entre esse gene e a esquizofrenia.

Animais transgénicos para o gene DISC1 apresentam alteragdes estruturais e de
comportamento semelhante a pacientes com esquizofrenia. Foi observado nesses
animais alargamento dos ventriculos e redugdo no volume encefalico. Também houve
reducdo na complexidade dendritica e diminuicdo de interneurénios no cortex pré-frontal.
Déficits na PPI, problemas em memdria espacial e hiperlocomogao foram observados em
animais mutantes para DISC1. Menor consumo de sacarose no teste de preferéncia de
sacarose também foi observado, porém nem todos os tipos de indugdo da mutagéo
apresentaram esse comportamento (JAARO-PELED, 2009). Contudo, assim como o
NRG1, o DISC1 também n&o foi associado a esquizofrenia em GWAS (FARRELL et al,
2015), o que questiona o real papel desse gene na patofisiologia da esquizofrenia.

Com relacdo ao gene DTNBP, uma espécie de camundongo, conhecida como
sandy, tem delegdo natural do gene DTNBP1, sendo, entdo, usada como modelo
genético de esquizofrenia. Nesses camundongos, ja foi observado que ocorre uma
desregulacdo nas transmissdées dopaminérgica, glutamatérgica e GABAérgica, assim
como acontece na esquizofrenia. Também foram observados problemas na interagao
social, na memodria de longo prazo, na memoria de trabalho e no reconhecimento de
novos objetos. Também apresentaram déficits na IPP (YANAGI et al, 2011). Essa gama
de comportamentos e mudancgas neuroquimicas observados aumentam a confiabilidade
desse modelo para as validades de face e constructo. Apesar de ndo terem sido
encontradas associagdes em GWAS para esse gene (FARRELL et al, 2015), foi visto que
ocorre hipermetilagdo em variantes do gene (MILL et al, 2008), evidenciando, assim, o
papel desse gene na esquizofrenia.

Os modelos genéticos utilizados para estudar esquizofrenia s&o efetivos, com

boas validades de face e certa validade de constructo. Porém, o papel desses genes
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ainda ndo esta bem elucidado e ainda €& controverso se ha ou nao relagdo com a
esquizofrenia. Outros genes que ja foram associados a esquizofrenia, envolvidos na
transmissdo glutamatérgica, serotoninérgica ou na resposta imune podem ser

considerados como alvos de modelos animais genéticos da esquizofrenia.

5 PROPOSTAS DOS NOVOS MODELOS

5.1 MODELO DE NEURODESENVOLVIMENTO SEGUIDO DE TRAUMA

5.1.1 Introducgao

Levando em consideragcdo a 2-hit hypothesis (ver FIGURA 2), mudangas no
neurodesenvolvimento, durante a gestacdo, podem ser o primeiro fator para o
desenvolvimento da esquizofrenia. Apds 0 nascimento, durante a infancia e inicio da
adolescéncia, um gatilho ambiental desencadearia o aparecimento de sintomas e levaria,
por fim, ao desenvolvimento da doenga (PINO et al, 2014). Eventos traumaticos seriam
um tipo de fator ambiental gatilho para a esquizofrenia. Segundo essa hipotese, os
pacientes que sofreram abusos na infancia teriam também, na gestacgéo, sofrido fatores
gue impactariam no neurodesenvolvimento.

Sendo assim, o modelo proposto nesse trabalho segue a linha dessa hipotese.
MAM, um agente antimitotico, quando usado durante a gestacéo, inibe a proliferagcao
celular, causando problemas no neurodesenvolvimento. Ele sera administrado no dia
gestacional 17, pois nesse dia é que se tem resultados semelhantes ao da esquizofrenia
(LODGE e GRACE, 2009). Durante a infancia do animal, ele sera submetido a trauma
pelo paradigma da derrota social. Esse paradigma representa um estresse social, e os
eventos traumaticos sofridos pelos pacientes de esquizofrenia é tém carater psicossocial,
ndo fisico (FIGURA 5). Além disso, fatores de risco da esquizofrenia, como migracéao e
fatores socioeconémicos, podem conferir uma derrota social, pois o individuo se sente
submetido ou subordinado a outro individuo (SELTEN et al, 2016).

Como descrito anteriormente, ja foi visto que modelos animais que usaram MAM
representam bem sintomas positivos e negativos da esquizofrenia, além de alteragbes

neuroquimicas e morfolégicas. Porém, sintomas negativos n&o sdo representados por
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esse modelo. Ja trauma foi associado ao aparecimento de sintomas negativos. O que se
espera € que a juncao desses fatores consiga representar toda a range de sintomas

presentes na esquizofrenia e também alteragées morfoldgicas e neuroquimicas.

FIGURA 5 — FLUXOGRAMA DE EVENTOS PARA A INDUCAO DO MODELO ANIMAL
DE NEURODESENVOLVIMENTO SEGUIDO DE TRAUMA
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5.1.2 Metodologia

5.1.2.1 Animais

Todos os protocolos serdo submetidos ao Comité de Etica da Universidade
Federal do Parana para aprovacdo. Fémeas de ratos Wistar serdo engaioladas com
machos para a procriagao. Secregdes vaginais com espermatozoides serdo utilizados
para caracterizar o primeiro dia de gestagédo (DG1). Apds a confirmagéo da gestagao, as
fémeas gravidas serdo alojadas em gaiolas, mantidas a temperatura ambiente, com
ciclos de luz 12h/12h e terdo agua e comida livres.

No DG17, fémeas gravidas receberdao 22 mg/kg de MAM ou salina i.p., seguindo
protocolos ja utilizados (FLAGSTAD et al, 2004; MOORE et al, 2012). No DP21, os
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filhotes serdo desmamados e os machos serdo agrupados em gaiolas. Entre os DP45 e
DP60, os animais de ambos os grupos poderdo ou nao receber o protocolo de trauma.
Apos o PD85, os animais passarao pelos testes comportamentais e analises
neuroquimicas e morfologicas (FIGURA 6).

FIGURA 6 — REPRESENTACAO CRONOLOGICA DO DESENHO EXPERIMENTAL
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5.1.2.2 Paradigma da Derrota Social

Os animais que receberao trauma serao retirados de suas gaiolas e colocados na
gaiola de um outro rato maior que eles. Os ratos residentes serdo testados previamente
para comportamento dominante usando o paradigma residente-intruso (VIDAL et al,
2011), com outros ratos que ndo estdo participando do protocolo principal. Cada
residente sera pareado com uma fémea n&o-fértii uma semana antes do teste e
removidas no comego de cada teste. Os animais experimentais serdo estressados 5
vezes durante o periodo de DP45 e DP50. Os animais que receberido o estresse serao
colocados em contato direto com o animal residente e sera considerado derrotado assim
que tiver apresentado 3 respostas consecutivas de submissao ao residente. Apds esse
periodo, 0s animais experimentais serao colocados por 35 minutos em uma barreira que
impede o contato fisico com o residente, porém mantém as dicas de olfato e auditérias
entre os animais. Os animais que nao receberao o procedimento serdo colocados nas

mesmas condicdes e pelo mesmo periodo de tempo, porém sem a presenca do residente.

5.1.2.3 Teste de Locomocgéo
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Os animais serao colocados em campo aberto durante 10 minutos e a locomogao
sera monitorada para posterior analise. A distancia percorrida (em cm) sera gravada por

sistema computadorizado.

5.1.2.4 Teste de IPP

Os ratos serao colocados em camaras de sobressalto e passarao por habituagao
na camara com som de fundo de 65 dB por 5 minutos. O limiar de sobressalto sera
avaliado, com sons de 70 a 105 dB, de 20 ms cada, com acréscimo de 5 db em cada
teste. Apds a habituagao, o protocolo de inibicdo pré-pulso sera aplicado. Os intensidades
pré-pulsos utilizadas seréo de 75 e 85 dB por 4 ms de duragao, seguidas apos 30 ms de
um pulso de 105dB. Cada teste sera separado por 20 s. A %IPP sera calculada utilizando

a formula ja apresentada anteriormente.

5.1.2.5 Teste de Interacio Social

O teste de interagcdo social sera realizado em campo aberto. Animais nao-
familiares um com o outro que receberdo o mesmo tratamento serdo colocados no campo
aberto e poderao interagir por 10 minutos. A interagdo dos animais sera gravada para
posterior analise. O tempo total de interagao social sera calculado a partir do somataério
do tempo gasto cheirando e seguindo o animal e também o tempo gasto em interagéo
passiva, como quando os animais ficarem um ao lado do outro, a no maximo 5 cm de

distancia.

5.1.2.6 Teste de Preferéncia por Sacarose

Anedonia sera avaliada com o teste de preferéncia por sacarose. Os animais serao
colocados individualmente em gaiolas que contém uma garrafa de agua e uma garrafa
de solucdo de sacarose 1%. O consumo de cada garrafa sera acompanhado durante 5
dias. O volume total consumido de cada garrafa sera determinado e a porcentagem de
preferéncia por sacarose calculada ao final do teste.
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5.1.2.7 Teste de Efeitos de Contrastes Sucessivos

Para avaliar a antecipacdo da recompensa, o teste de efeitos de contrastes
sucessivos sera utilizado. Para esse teste, os animais serdo treinados a receber uma
solucao de sacarose de 32% ou 4% durante 10 dias. Apds o treino, todos animais serao
testados com uma solucédo de 4% de sacarose, por 8 dias. O consumo de ambas as
solugdes sera avaliado. Para os animais que receberam a solucdo de 32% no treino,

receber uma solugao de 4% representa uma queda na expectativa da recompensa.

5.1.2.8 Labirinto Radial

O labirinto radial de 8 lados sera utilizado para avaliar memoria de trabalho. Os
animais serao privados de comida antes do treino. Durante o treino, eles terdo 5 minutos
para explorar o labirinto, com comida espalhadas por todo o labirinto, para incentivar a
exploracdo. Os ratos serao treinados por 7 dias. No dia do teste, o animal sera colocado
no centro do labirinto, com as portas que dao acesso aos bracos fechadas. No final de
cada braco tera uma recompensa. Todas as portas serdo abertas simultaneamente e o
rato escolhera um dos bragos para explorar. Assim que o animal entrar em um dos
bracos, as portas dos outros serdo fechadas. Quando o animal voltar para o centro, a
porta do brago que ele estava também sera fechada e o rato devera ficar 5s confinado
na regido central do labirinto. Esse processo sera repetido até todas as recompensas
serem consumidas. O tempo gasto para completar a tarefa, quais bragos o animal entrou
em cada vez e se nesse brago havia comida ou ndo, o numero de bragos corretos (0
brago continha comida na primeira entrada) e o numero de bragos incorretos (entrada no

mesmo brago mais de uma vez) serdo registrados para analise.

5.1.2.9 Teste de Reconhecimento de Novos Objetos com Dica Temporal

Nesse teste, o objetivo é avaliar memoria episddica, devido ao contexto temporal.
Primeiramente, os animais serdo habituados em um campo aberto, sem nenhum objeto,
por 10 minutos durante 4 dias. Depois, eles serdo apresentados a um par de objetos
idénticos (Objeto 1) por 5 minutos e poderao explorar livremente os objetos. Apos uma
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hora do final do primeiro treino, sera apresentado aos animais mais dois objetos idénticos
(Objeto 2), diferentes do Objeto 1, e também poderdo explorar por 5 minutos. Trés horas
apos o fim do segundo treino, um objeto de cada treino sera apresentado para os animais
e eles terdo 3 minutos para explorar os objetos. O tempo que cada animal passou em
cada objeto sera determinado. As fases de treino e teste serdo gravadas para posterior

analise.

5.1.2.10 Teste de Aprendizagem Reversa

Os animais, que sofreram privagao de comida, serdo habituados em um labirinto
em T, com as recompensas espalhadas pelo labirinto por 3 dias. Apds a habituacao, a
recompensa sera colocada em um dos bragos do labirinto, na esquerda ou direita. Os
animais serao treinados a virar para o lado da recompensa em 10 tentativas por dia, até
atingirem 2 8 viradas certas das 10 tentativas em dois dias consecutivos. Quando atingido
o critério, a recompensa sera colocada no lado oposto e os animais devem aprender a
nova regra. Os critérios de teste serdo os mesmo que na fase de treino (FIGURA 7). O
numero total de tentativas feitas até o critério de parada ser atingido e o numero de

tentativas incorretas serao contabilizadas.

FIGURA 7 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROTOCOLO DE
APRENDIZADO REVERSO

Habituagdo Discriminagdo Reversao
ceeco” o | | 3
®
®
®
®
®
®
®
3 dias 10 tentativas/dia, com 28 10 tentativas/dia, com 28
em 2 dias consecutivos em 2 dias consecutivos

5.1.2.11 Reverséao dos testes por antipsicéticos
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Sera administrado aos animais de antipsicéticos tipicos (haloperidol) e atipicos
(clozapina e quetiapina). Haloperidol sera admisnistrado na dose de 0.5 mg/kg; clozapina
na dose de 3.0 mg/kg; e quetiapina na dose 5.0 mg/kg. Os antipsicoticos seréo
administrados durante 10 dias e, apdés um dia apdés a administracdo os testes
comportamentais serdo realizados. O antidepressivo Citalopram na dose de 5 mg/kg
também sera administrado, para verificar se ocorre reversdo de sintomas negativos. Ele

sera administrado em conjunto com os antipsicéticos.

5.1.2.12 Testes Neuroquimicos e Analise Morfologica

As analises neuroquimicas e morfolégicas serdo feitas post-mortem. Apos o
término dos testes, os animais serdo eutanasiados e o encéfalo sera imediatamente
removido e congelado. Bidpsias de perfuracéo serdo feitas no cértex pré-frontal e no
estriado. Essas regides serdo homogeneizadas em HCIO4, centrifugados e aliquotados.
Serao realizadas as dosagens de dopamina no hipocampo, no nucleo accumbens e no
cortex pré-frontal e glutamato e GABA no cértex pré-frontal. As dosagens serédo feitas
através de HPLC e os picos serdo analisados por software.

Para as analises morfolégicas, sera injetado transcardialmente uma solucéo
fixadora contendo paraformaldeido em PBS. Apds a remocgédo do encéfalo, este ficara
overnight nessa mesma solugdo fixadora, e entdo o encéfalo sera seccionado. As
secgOes serdo coradas pela coloracdo de Golgi para a determinagcdo da complexidade
dendritica e a densidade de espinhas dendriticas no hipocampo. Primeiramente,
neurénios com morfologia atipica serdo encontrados. Apos, em alguns desses neurdnios,
sera realizada a contagem de espinhas dendritica e o comprimento do dendrito analisado.
A densidade de espinhas sera calculada pela formula: [(Espinhas/Comprimento)*10]
(FOOTE et al, 2015).

5.1.3 Resultados esperados

No teste de locomogéao, é esperado que os animais que do grupo MAM+trauma

apresentem maior locomogao que os grupos salina+controle e salina+trauma. A diferenca
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entre MAM+trauma e MAM-+controle pode nao ser vista na hiperlocomogao, pois
hiperlocomogao é vista em modelos que utilizaram apenas MAM (LODGE e GRACE,
2009; MOORE et al, 2012). Porém, ja foi visto que traumas em humanos esta associado
ao aparecimento de sintomas positivos (JANSSEN et al, 2004), podendo, entdo, ocorrer
uma diferencga entre esses dois grupos. Para IPP, espera-se que o grupo MAM-trauma
apresente menor IPP que os outros grupos. O trauma podera ser um fator que diminua a
resposta ao pré-pulso devido a sua associagdo com os sintomas positivos.

Com relagdo aos testes de sintomas negativos, espera-se que o grupo MAM-
trauma apresente alteragdes no teste de efeitos de contrastes sucessivos e na interacao
social, e que essas alteragdes sejam mais significantes que no grupo MAM-controle. No
teste de efeitos de contrastes sucessivos, o animal MAM+trauma n&o devera distinguir
entre as solucdes de alto e baixo valor hedbnico, consumindo quantidades parecidas das
duas solugdes. Os outros grupos deverao distingui-las. O grupo MAM-controle também
nao deve apresentar alteragcdes de antecipagao nesse teste, pois sintomas negativos néo
sdo bem reproduzidos pelo modelo de MAM sozinho. No teste de interagdo social,
animais MAM-controle deverdo apresentar menos interagdo com o outro animal que os
outros trés grupos. No teste de anedonia, nenhum dos grupos deveria apresentar
diferengas, porque, como dito anteriormente, pacientes com esquizofrenia reportaram
sentir prazer nas suas atividades e teriam problemas na antecipagdo de recompensas
(GARD et al, 2007; WANG et al, 2015b). Contudo, como anedonia ja foi vista em outros
modelos animais, é possivel que ocorra uma diferenga entre MAM-trauma e os outros
grupos.

Nos testes cognitivos, espera-se que MAM-trama consiga resultados mais
significantes que MAM-controle. Esses testes foram utilizados em modelos de MAM
apenas, e foi visto que sua atividade esta alterada nesse modelo. Com o trauma como
gatilho podera exacerbar os sintomas negativos. No teste do labirinto radial, espera-se
que o animal entre mais vezes em bracgos ja visitados, porque sua memoria de trabalho
esta prejudicada. No teste de reconhecimento de novos objetos com dica temporal, uma
versao modificada do reconhecimento de novos objetos, é utilizado para testar com mais
confiabilidade a memdria episddica. Ja foi visto que recolecgdo esta prejudicada na

esquizofrenia e ndo a familiaridade (BUSSEY et al, 2013), entdo um teste que utilize
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contexto para memoria episddica seria mais confiavel. Nesse teste, espera-se que nao
haja diferenga de exploragdo entre os dois objetos. Na aprendizagem reversa, o animal
deve ter mais erros de entrada durante a fase de reversao da regra. Porém, o animal
deve aprender na primeira fase, na discriminagao, para que o teste seja valido e apenas
haja prejuizos em tomadas de decisdes.

Na reversao farmacologica, espera-se que o todos os antipsicoticos utilizados
consiga reverter os testes de sintomas positivos (hiperlocomocéo e IPP), porém que néo
tenha nenhum efeito nos outros testes. Ja clozapina e quetiapina podem ter resultados
mais inconclusivos. Ja foi visto que antipsicoticos atipicos tém pouco ou nenhuma eficacia
para sintomas negativos e cognitivos. Porém, em varios modelos animais, esses
antipsicoticos conseguiram reverter tanto sintomas negativos como cognitivo,
principalmente a clozapina. Portanto, apesar de se esperar que ndo ocorra grandes
reversdes por esses antipsicoéticos, a reversao pode acontecer. Citalopram, mesmo em
conjunto com antipsicoticos, ndo deve reverter os testes de sintomas negativos, pois
antidepressivos néo sao eficazes (HINKELMANN et al, 2013). Assim, a validade preditiva
do modelo seria comprovada.

O grupo MAM-trauma também deve apresentar alteragdes neuroquimicas e
morfologicas. Espera-se que dopamina esteja aumentada no estriado e diminuida no
cortex prée-frontal, aléem da diminuicdo de GABA e aumento do glutamato no cértex pre-
frontal. O glutamato pode estar aumentado porque ocorre hipofungéo do receptor NMDA,
e o aumento da liberagdo de glutamato aconteceria para tentar reverter a
hipofuncionalidade. Também, espera-se diminuicdo da complexidade e densidade
dendritica no grupo MAM-trauma quando comparado com 0s outros grupos.

No geral, espera-se que esse modelo seja mais efetivo em representar sintomas
negativos, pois modelos que utilizam apenas MAM n&o conseguem, além de apresentar
as outras alteracgdes vistas nos modelos de MAM (TABELA 1).
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TABELA 1 — RESULTADOS ESPERADOS PARA O MODELO E TESTES DE REVERSAO FARAMCOLOGICA

Teste/Modelo MAM+Trauma | MAM+Trauma+Hal | MAM+Trauma+Que MAM+Trauma+Clo | MAM+Trauma +C
Locomogao Hiperlocomogéo Reverte Reverte Reverte N&o reverte
IPP Diminuigao Reverte Reverte Reverte N&o reverte
Interagao Social Diminuigao N&o reverte Reverte parcialmente | Reverte parcialmente N&o reverte
Preferéncia por Aumento N3o reverte Reverte parcialmente | Reverte parcialmente N3o reverte
Sacarose consumo
Efeitos de Contrastes | Sem diferenca N3o reverte Reverte parcialmente | Reverte parcialmente N3o reverte
Sucessivos consumo
. . Aumento visitas B ) ] .
Labirinto Radial o Nao reverte Reverte parcialmente | Reverte parcialmente Nao reverte
bracos visitados
_ Sem diferenca B _ _ B
RNO Dica Temporal ~ Nao reverte Reverte parcialmente | Reverte parcialmente Nao reverte
de exploracao
_ Aumento n°
Aprendizagem . . . . ~
tentativas Nao reverte Reverte parcialmente | Reverte parcialmente Nao reverte
Reversa .
incorretas

Legenda: Hal: haloperidol; Que: quetiapina; Clo: clozapina; Cit: citalopram; RNO: Reconhecimento de novos objetos
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Nesse trabalho, foi proposto um novo modelo animal de esquizofrenia usando o
rato como modelo. O modelo foi proposto com base na 2-hit hypothesis, na qual &
mencionado que fatores que impactam o neurodesenvolvimento seriam o primeiro hit
para o desenvolvimento da esquizofrenia e fatores ambientais na infancia e na
adolescéncia seriam o segundo hit. No modelo proposto, o primeiro hit € a administradas
de MAM em fémeas gravidas e o segundo hit € a exposi¢gado a trauma psicossocial,
representado pelo paradigma da derrota social. Modelos utilizando MAM sao utilizados
em estudos de esquizofrenia, porém, trauma intenso nao é frequentemente utilizado de
maneira isolada por ser modelo de outros transtornos psiquiatrico, como a depressao
(HOLLIS e KABBAJ, 2014). Devido ao fator de neurodesenvolvimento associado ao
trauma, acredita-se que esse modelo possa se diferenciar dos que utilizam apenas
trauma. Porém, seus efeitos em conjunto com a administragdo de MAM sé&o
desconhecidos.

Também se espera que o modelo proposto consiga representar sintomas
negativos, o que ndo é visto em modelos de MAM. Trauma em pacientes com
esquizofrenia foi associado com a presencga de sintomas negativos (VOGEL et al, 2011),
0 que poderia refletir no novo modelo animal proposto.

E fundamental que novos modelos de esquizofrenia sejam propostos e validados
para que se consiga reproduzir sintomas negativos e cognitivos em animal. Esse passo
€ necessario para o desenvolvimento de novos farmacos que consigam tratar e reverter
esses sintomas. Atualmente, os farmacos utilizados na clinica sdo pouco ou nada efetivos
para o tratamento de sintomas negativos e parcialmente efetivos para o tratamento de
sintomas cognitivos (BRUIJNZEEL et al, 2014). H& uma necessidade de novos
tratamentos para melhorar a qualidade de vida dos pacientes que sofrem com esses
sintomas. Além disso, farmacos com menos efeitos colaterais sdo desejaveis, ja que a
presencga de efeitos colaterais aumenta a ndo-aderéncia ao tratamento (LIEBERMAN et
al, 2005).

Para a validagdo do modelo, varios testes, que abrangem toda a sintomatologia

da esquizofrenia, foram propostos. Uma bateria de testes sempre é o ideal quando se
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testa um novo modelo animal (STUKALIN e EINAT, 2017). Realizar apenas um ou alguns
testes pode nao trazer resultados significativos ou ter resultados que podem nao ser
significativos em outros dominios. Por isso, saber os pontos fortes e fracos e saber se
esses déficits podem ser revertidos farmacologicamente s&o fatores importantes para a
validacéo e eficacia do modelo.

Porém, algumas limitagbes também podem ser listadas. Com ja tido
anteriormente, o paradigma da derrota social é utilizado como modelo animal de outros
transtornos psiquiatricos, podendo haver alguma sobreposigdo entre os resultados
encontrados para esquizofrenia e os outros modelos. Embora, deva-se considerar que
também ha sobreposi¢ao na clinica (e.g., transtorno esquizo-afetivo). Também, os testes
utilizados hoje para avaliar a sintomatologia da esquizofrenia ndo representam muito
fielmente os sintomas, principalmente se tratando de sintomas positivos. Apesar de haver
hiperlocomogao e déficits de IPP em pacientes com esquizofrenia, esses ndo sédo os
principais sintomas. Os principais sao alucinagdes e delirios e atualmente ndo ha meios
de avaliar esses sintomas em animais, ja que seria necessario um relato verbal dos
sintomas. Além disso, muitos testes utilizados para avaliar sintomas negativos e
cognitivos também s&o utilizados para avaliar outros transtornos psiquiatricos. Por isso,
também é importante o desenvolvimento de novos testes que de alguma forma sejam
exclusivos para a esquizofrenia, principalmente os de sintomas positivos. Por ultimo, a
esquizofrenia € uma doenga muito complexa, que envolve varios genes e fatores
ambientais. E possivel que essas mudancgas n&o sejam reprodutiveis em roedores, e um
modelo que contemple toda a complexidade de sintomas e alteragées neuroquimicas e
morfologicas da esquizofrenia seja muito improvavel de existir.

Apesar das limitagdes, as validagdes de novos modelos s&o essenciais para que
novas descobertas tanto de etiologia quanto de tratamento sejam realizadas. O modelo
proposto nesse trabalho podera simular sintomas negativos, o que poderia ser uma
alternativa para grupos de pesquisa que visam desenvolver farmacos eficazes para
sintomas negativos, além de poder auxiliar em pesquisas que pretendem entender as
mudangas neuroquimicas e morfolégicas nos sintomas da esquizofrenia e entender

melhor a patofisiologia da doenca.
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