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RESUMO

CAVICHIOL, A.M Efeitos do levetiracetam sobre as alteracbes comportamentais e
eletrofisiol6gicas tipo-esquizofrenia induzidas pela exposicdo ao estresse na
adolescéncia. 2022. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto-Universidade de Sao Paulo, 2022.

Introducdo: dentre os transtornos psiquiatricos, a esquizofrenia € considerada o mais
incapacitante. Sabe-se que fatores de risco socioambientais, como o estresse, tém
um papel importante no desenvolvimento da doenca. Estudos indicam que a
exposicdo ao estresse durante periodos criticos de desenvolvimento, como a
adolescéncia, resulta em um estado hiperdopaminérgico indicado por um aumento da
atividade do sistema dopaminérgico na area tegmental ventral (ATV) similar ao que é
observado em pacientes com esquizofrenia e em modelos animais para o estudo
desse transtorno. Assim como em modelos animais e como € sugerido ocorrer em
pacientes com esquizofrenia, o estado hiperdopaminérgico induzido pelo estresse na
adolescéncia foi associado a uma disfuncdo no balanco exicitatorio-inibitorio (E/I) no
hipocampo ventral (HV), com perda funcional de interneurénios GABAérgicos que
expressam a proteina de ligacao ao calcio parvalbumina (PV) e consequente aumento
na atividade de neurdnios glutamatérgicos piramidais. Assim, farmacos que atuam
através da modulacdo do balanco E/I podem ser estratégias farmacolbgicas
interessantes no tratamento de disfun¢des associadas a alteragdes nesse balango. O
levetiracetam, um anticonvulsivante, apresenta mecanismos de agao capazes de
modular o balanco E/I, como a modulacdo da proteina sinaptica SV2A, regulando a
liberacdo de neurotransmissores como o GABA e o glutamato, e de canais para
potassio Kv3.1 que sdo importantes para a atividade dos interneurénios PV. Assim,

hipotetizamos que o tratamento agudo com levetiracetam em animais adultos é capaz



de atenuar os déficits no balanco E/I e, consequentemente, prejuizos
comportamentais e eletrofisiolégicos induzidos pelo estresse na adolescéncia.
Objetivo: avaliar se o tratamento com levetiracetam na idade adulta é capaz de
atenuar as alteragcdes comportamentais e a hiperatividade dos neurdnios piramidais
no HV e de neurbnios dopaminérgicos na ATV induzidas pelo estresse na
adolescéncia. Métodos: ratos da linhagem Sprague-Dawley foram submetidos a um
protocolo de estresse entre os dias pds-natal (DPN) 31 e 40, periodo correspondente
a adolescéncia nos animais. Quando atingiram a idade adulta (DPN 65), os animais
foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: bloco 1 de experimentos -
labirinto em cruz elevado (LCE), reconhecimento de objeto (RO) e reposta locomotora
a anfetamina (RLA); bloco 2 de experimentos - claro-escuro (CE) e interacdo social
(IS). Uma semana depois dos testes do bloco 2, os animais foram submetidos aos
registros eletrofisiolégicos in vivo de neurbnios dopaminérgicos da ATV. Em um
terceiro bloco de experimentos foi realizado o registro eletrofisiolégico in vivo de
neurdnios piramidais e interneurdnios no HV. Os animais receberam 10 mg/kg (i.p) de
levetiracetam ou salina 30 minutos antes de cada teste comportamental e dos
registros eletrofisiolégicos. Resultados: o estresse durante adolescéncia diminuiu a
exploragdo dos animais no LCE, causou um efeito tipo-ansiedade no teste de CE,
diminuiu o tempo de interacdo no teste de IS e também resultou em prejuizos
cognitivos no teste de RO. O tratamento com levetiracetam foi capaz de
atenuar/reverter esses comportamentos, com excec¢ao das alteragcdes no LCE. O
estresse durante a adolescéncia ndo alterou a RLA, mas, de maneira inesperada,
observamos um aumento da RLA em animais estressados tratados com
levetiracetam. Os registros eletrofisiologicos indicaram que o estresse durante a

adolescéncia aumentou a frequéncia de disparo dos neurénios piramidais no HV, bem
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como o0 numero de neurbnios dopaminérgicos espontaneamente ativos na ATV. O
tratamento com levetiracetam foi capaz de reverter a hiperatividade tanto dos
neurénios piramidais como dos neurdnios dopaminérgicos. Adicionalmente, houve
uma diminuicdo, nao estatisticamente significativa, na frequéncia de disparo de
interneurdnios no HV de animais submetidos ao estresse na adolescéncia tratados
com salina quando comparados com o grupo naive. Mas, a frequéncia de disparo de
interneurdnios no HV de animais submetidos ao estresse na adolescéncia tratados
com levetiracetam foi significativamente maior comparada a dos animais estressados
que receberam salina. Conclusdo: Esses achados sugerem que o levetiracetam
atenua alteracbes comportamentais e eletrofisiologicas relacionadas a esquizofrenia
no animal adulto que foram induzidas pela exposicdo ao estresse durante a

adolescéncia.

Palavras-chave: Estresse, levetiracetam, esquizofrenia, eletrofisiologia, sistema

dopaminérgico, hipocampo ventral.
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ABSTRACT

CAVICHIOL, A.M Effects of levetiracetam on behavioral e electrophysiological
changes resembling schizophrenia induced by adolescent stress. 2022. Dissertacéo

(Mestrado). Ribeirdo Preto Medical School, University of Sao Paulo, 2022.

Introduction: among all psychiatric disorders, schizophrenia is considered the most
disabling. It is known that socioenvironmental risk factors, such as stress, play a critical
role in schizophrenia development. Studies indicate that the exposure to stress during
critical periods of development, such as adolescence, results in a hyperdopaminergic
state indicated by an increased activity of the dopaminergic system in the ventral
tegmental area (VTA) similar to what is seen in schizophrenia patients and animal
models for the study of this disorder. As in animal models and suggested to occur in
patients with schizophrenia, the adolescent stress-induced hyperdopaminergic state
was associated with a dysfunction in the excitatory-inhibitory (E/I) balance in the
ventral hippocampus (VH), with functional loss of parvalbumin (PV)-containing
interneurons GABAergic e increase in the activity of pyramidal glutamatergic neurons.
Thus, drugs that act through the modulation of the E/I balance have emerged as
interesting pharmacological tools for the treatment of disorders associated with E/I
balance impairments. Levetiracetam, an anticonvulsant, seems to be capable of
modulating the E/I balance through the modulation of the synaptic protein SV2A,
regulating the release of neurotransmitters such as GABA and glutamate, and Kv3.1
potassium channels that are crucial for the activity of PV interneurons. Thus, we
hypothesize that the acute treatment with levetiracetam in adult animals attenuates
deficits in the E/I balance e, consequently, behavioral e electrophysiological changes
induced by stress in adolescence. Aims: To assess whether treatment with

levetiracetam in adulthood attenuates behavioral changes e hyperactivity of pyramidal
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neurons in VH e dopaminergic neurons in VTA induced by adolescent stress.
Methods: Male Sprague-Dawley rats were submitted to a stress protocol between
postnatal days (PND) 31 e 40, a period corresponding to adolescence. When they
reached adulthood (PND 65), the animals were submitted to the following behavioral
tests: experimental block 1 of experiments - elevated plus-maze (EPM), object
recognition (NOR) and locomotor response to amphetamine (LRA); block 2 of
experiments - light-dark test (LD) and social interaction (SI). One week later, the
animals were submitted to in vivo electrophysiological recordings of VTA dopaminergic
neurons. In a third block of experiments, the in vivo electrophysiological recording of
pyramidal neurons e interneurons in the VH was performed. The animals received 10
mg/kg (i.p) of levetiracetam or saline 30 minutes before each behavioral test e
electrophysiological recordings. Results: Stress during adolescence decreases
exploration of animals in the EPM, caused an anxiety-like effect in the LD test,
decreased interaction time in the Sl test and also resulted in cognitive impairments in
the NOR test. Acute treatment with levetiracetam attenuated/reversed all these
behavioral deficits, except for the changes in the EPM. Stress during adolescence did
not change LRA, but, unexpectedly, we observed an increased locomotor response to
amphetamine in stressed animals treated with levetiracetam. Electrophysiological
recordings indicated that stress during adolescence led to an increase in the firing rate
of pyramidal neurons in the VH, as well as an increase in the number of spontaneously
active dopaminergic neurons in the VTA. Levetiracetam treatment reversed the
hyperactivity of both pyramidal and dopaminergic neurons. Furthermore, treatment
with levetiracetam also increased the firing rate of GABAergic interneurons in the VH
of stressed animals compared to saline-treated stressed animals. Conclusion: These

findings suggest that levetiracetam attenuates behavioral and electrophysiological
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changes related to schizophrenia in the adult animal that were induced by exposure to
stress during adolescence.
Keywords: Stress, levetiracetam, schizophrenia, electrophysiology, dopaminergic

System, ventral hippocampus.
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1 INTRODUCAO

1.1 Neurobiologia do estresse e transtornos psiquiatricos

Os transtornos psiquiatricos representam o maior desafio médico do século
XXI, sendo considerados a principal causa de incapacidade relacionada a doencas
cronicas nao fatais (Whiteford, Degenhardt et al. 2013). Ainda assim, a etiologia da
maioria desses transtornos permanece indeterminada, uma vez que sédo condi¢des
complexas e multifatoriais (Cruz-Pereira, Rea et al. 2020). Estudos indicam que a
exposicdo a fatores socioambientais adversos, como 0 estresse, aumentam 0 risco
para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, como: ansiedade, transtorno
depressivo maior e esquizofrenia (Linszen, Brouwer et al. 2016, Otte, Gold et al. 2016,
Ray, Gulati et al. 2017).

Embora as respostas desencadeadas pelo estresse no organismo sejam
comumente associadas a prejuizos para homeostasia do corpo, estudos mostram que
essas respostas sao importantes para que o0 organismo possa se adaptar e responder
de maneira adequada frente a situacdes de estresse (Joels 2018). O problema
comecga a partir do momento que essa reposta passa ser excessiva e prolongada,
persistindo por um longo periodo de tempo, o que pode resultar em efeitos deletérios
para todo corpo e, consequentemente, contribuir para o desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos, bem como outras patologias (Brzozowski, Mazur-Bialy et al.
2016, Howes, McCutcheon et al. 2017, Ray, Gulati et al. 2017, Cruz-Pereira, Rea et
al. 2020).

A resposta do organismo frente ao estresse consiste em um primeiro momento
na ativagédo do sistema nervoso autbnomo, resultando na liberagdo de adrenalina e
noradrenalina (Wong, Tai et al. 2012). Na sequéncia, o eixo hipotalamo-hipdfise-

adrenal (HPA) é ativado e o ndcleo paraventricular do hipotalamo libera o horménio
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liberador de corticotrofina (CRF) e a arginina-vasopressina, o que resulta na liberacao
do hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH) pela hipofise anterior na circulacédo
sistémica (Herman, McKlveen et al. 2016). No cértex da adrenal o ACTH ativa
mecanismos de sintese e liberagdo do glicocorticoide cortisol (predominante em
humanos) ou corticosterona (na maioria dos roedores) (Joels 2018), que séo
considerados como “hormoénios do estresse”.

A responsividade do eixo HPA ao estresse é em parte determinada pela
capacidade dos glicocorticoides de regular a liberacdo de ACTH e CRF pela ligagéo a
dois receptores: o receptor de glicocorticoides (GR) e o receptor de
mineralocorticoides (MR), através de mecanismos de feedback negativo que sao
acionados em varios niveis do sistema, isto €, da glandula adrenal ao hipotalamo e
outras regides do cérebro, como o hipocampo, cértex pré-frontal (CPF) e amigdala,
gue sao estruturas ricas em receptores GR e MR (Figura 1), visando a diminuicao da
atividade do eixo HPA (Lupien, McEwen et al. 2009).

A ativacao de receptores MR e GR desencadeiam, principalmente, respostas
celulares associadas a regulacédo da transcricdo génica (Brzozowski, Mazur-Bialy et
al. 2016). Assim, alteracBes transcricionais podem resultar em prejuizos na sintese de
moléculas importantes para ceélulas, como: enzimas, neurotransmissores e
receptores. Dessa forma, os glicocorticoides podem ter efeitos duradouros sobre
estruturas do cérebro (Lupien, Juster et al. 2018) e, consequentemente, sobre suas

atividades.
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Cortex pré-frontal

Hipofise anterior

Cortex da adrenal

© oo

Glicocorticoides

Figura 1. Mecanismos de regulacdo da atividade do eixo HPA. A ativacdo do eixo HPA resulta na
liberagdo de CRH (horménio liberador de corticotrofina) pelo hipotalamo, que por sua vez induz a
liberagdo de ACTH (horménio adrenocorticotrdfico) pela hipdfise anterior, resultado na estimulacéo da
producéo de glicocorticoides no cortex da adrenal. Os glicocorticoides regulam a atividade do eixo HPA
através de mecanismos de feedback negativos, atuando em seus receptores: GR (receptor de
glicocorticoides) e MR (receptor de mineralocorticoides) em varias estruturas como: hipéfise anterior,
hipotalamo, amigdala, hipocampo e cértex pré-frontal. Inagem adaptada de: Lupien; McEwen et al.
20009.

Diferentes hipéteses tentam explicar o efeito de periodos prolongados de
estresse no cérebro, como a hipétese da neurotoxicidade e a hipbdtese da
vulnerabilidade (Lupien, Juster et al. 2018). A hipétese da neurotoxicidade postula que
a exposicao a altas concentracdes de glicocorticoides promove um efeito deletério no
eixo HPA, prejudicando os mecanismos de feedback negativo mantendo assim o eixo
HPA hiperativo, 0 que por sua vez pode aumentar o estresse oxidativo resultando em

danos neuronais (Sapolsky, Krey et al. 1986) Ja a hipétese da vulnerabilidade postula
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gue a fase da vida (pré-natal, pos-natal, adolescéncia e vida adulta) em que se é
exposto ao estresse € importante para modular o tipo de reposta fisiologica e
comportamental que sera desenvolvida, sendo que quanto mais cedo se € exposto
(pré-natal até adolescéncia), 0s prejuizos observados seriam mais severos uma vez
que estruturas importantes do sistema nervoso central ainda estdo em formagéo
(Gilbertson, Shenton et al. 2002, Gunnar e Donzella 2002). Sendo assim essas duas
hipoteses (neurotoxicidade e vulnerabilidade) se complementam, indicando que
existem periodos mais criticos do desenvolvimento e que esses podem ser afetados
de maneiras mais severas pelos processos de neurotoxicidade.

A adolescéncia é considerada um periodo de maior vulnerabilidade
caracterizado por diversas alteragBes dinamicas em processos fisiolégicos e sociais
dos individuos (Sisk e Foster 2004). Essas altera¢cdes, tanto no ambito fisiolégico
como social, apresentam potencial para interferir em caracteristicas neurobioldgicas
envolvidas na maturacao cerebral, tornando a adolescéncia um periodo de maior
suscetibilidade a fatores socioambientais adversos, como o0 estresse (Niehaus,
Chaplin et al. 2019). Estudos indicam que o estresse durante a adolescéncia resulta
em alteracdes deletérias na fungéo do eixo HPA, levando a uma ativacdo prolongada
em resposta a estressores em comparagao com a idade adulta (Lupien, McEwen et
al. 2009), o que, por sua vez, pode resultar em danos em estruturas importantes.

Além disso, ratos adolescentes apresentam aumento tardio dos niveis de
glicocorticoides e liberacéo prolongada de glicocorticoides em resposta a varios tipos
de estressores quando comparados com ratos adultos, devido & maturacéo
incompleta dos sistemas de feedback negativo (Vazquez e Akil 1993). Adicionalmente,
em contraste com ratos adultos, que mostram uma habituagdo da resposta ao

estresse com a exposi¢cao repetida ao mesmo estressor, ratos adolescentes tém uma
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liberacdo potencializada de ACTH e de glicocorticoides ap0s exposicéo repetida ao
estresse, sugerindo uma dificuldade para se adaptar ao estressor (Girotti, Pace et al.
2006). Estudos em humanos também sugerem que a adolescéncia est4 associada ao
aumento da atividade basal induzida por estresse no eixo HPA (Gunnar, Wewerka et
al. 2009).

Ha indicios de que o cérebro humano adolescente pode ser especialmente
sensivel aos efeitos de niveis elevados de glicocorticoides e, por extensdo, ao
estresse (Lupien, McEwen et al. 2009). Estudos mostram que os niveis de mRNA de
GR no CPF e hipocampo séo elevados na adolescéncia em comparagdo com a vida
adulta (Perlman, Webster et al. 2007). Esses dados sugerem que 0S Processos
cognitivos e emocionais que sao regulados por essas areas cerebrais podem ser
sensiveis a regulacdo mediada por GR de uma maneira dependente da idade (Paus,
Keshavan et al. 2008).

Estudos mostram que periodos de exposicdo a estressores frequentemente
precedem a manifestacdo de transtornos psiquiatricos (Lupien, McEwen et al. 2009);
e gque apesar do estresse ser um fator de risco comum para o desenvolvimento de
diferentes transtornos psiquiatricos, o periodo da vida em que se é exposto aos
eventos estressores bem como o tipo de estressor influéncia as alteracdes
observadas (Lupien, Juster et al. 2018). Levando isso em consideragdo, estudos
sugerem que O estresse durante a adolescéncia parece ser particularmente
importante para o desenvolvimento da esquizofrenia (Gomes e Grace 2018, Gomes,

Zhu et al. 2019).
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1.2 Estresse naadolescénciacomo um fator de risco para o desenvolvimento

da esquizofrenia

7

A esquizofrenia é considerada um dos transtornos psiquiatricos mais
incapacitantes (Maric, Jovicic et al. 2016, McCutcheon, Reis Marques et al. 2020),
sendo caracterizada por sintomas positivos, negativos e cognitivos (McCutcheon, Reis
Marques et al. 2020). Os sintomas positivos ou psicéticos incluem as alucinagdes,
ideias delirantes e fragmentagcao do pensamento. Os sintomas negativos incluem, por
exemplo, o embotamento afetivo, anedonia e isolamento social. Por fim, os sintomas
cognitivos estdo relacionados a déficits nos principais dominios cognitivos, como:
memoéria de trabalho, atencdo, aprendizagem verbal e memadria de resolugcédo de
problemas (Kahn, Sommer et al. 2015).

No minimo 26 milhdes de pessoas vivem com esquizofrenia em todo mundo
(Fleischhacker, Arango et al. 2014) e de forma importante, a esquizofrenia esta
associada a uma reducdo na expectativa de vida média de cerca de 15 anos em
relacdo a populacdo geral e risco de 5-10 % de morte por suicidio (Hjorthoj, Sturup et
al. 2017). Os impactos econdmicos, tanto diretos como indiretos, também precisam
ser levados em consideracéo. Por exemplo, nos EUA estima-se que 0s custos anuais
com a doenca cheguem a 150 bilhdes de délares (McCutcheon, Reis Marques et al.
2020).

Em geral a esquizofrenia se manifesta no final da adolescéncia/inicio da vida
adulta, e ja se sabe que antes da doenca se manifestar geralmente ocorre uma fase
prodrbmica que € caracterizada por sintomas psicoticos, negativos e cognitivos
atenuados (Bosnjak Kuharic, Kekin et al. 2019). O primeiro episodio psicotico ocorre
guando os sintomas atingem o limiar para um diagnaostico clinico que costuma ser o

primeiro contado com os servigos de saude especializados (Bosnjak Kuharic, Kekin et
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al. 2019, McCutcheon, Reis Margues et al. 2020). A etiologia da esquizofrenia até o
presente momento permanece indeterminada, mas acredita-se que surja de uma
combinacdo de predisposicdo genética e exposicdo a fatores socioambientais
adversos, como 0 estresse, em periodos criticos de vulnerabilidade, como a
adolescéncia (Gomes, Zhu et al. 2019, Niehaus, Chaplin et al. 2019).

Individuos com psicoses relatam experiéncias de abuso na infancia e/ou
adolescéncia mais frequentes e mais graves do que pessoas sem condi¢cdes
psiquiatricas (Mauritz, Goossens et al. 2013). Além disso, criancas e adolescentes
com risco aumentado para a esquizofrenia no qual entre 20-40% irdo de fato
desenvolver a doenca (Fusar-Poli, Bonoldi et al. 2012) apresentam uma maior
reatividade ao estresse (Pruessner, lyer et al. 2011). Adicionalmente, um estudo
multicéntrico do North American Prodrome Longitudinal Study (NAPLS), que avaliou
uma amostra significativa de adolescentes com risco aumentado para esquizofrenia,
demostrou que as concentracdes de cortisol estavam aumentadas na saliva entre
aqueles que fizeram a transicdo para o transtorno psicético (Walker, Trotman et al.
2013).

Em estudos pré-clinicos, um dos modelos animais mais bem caracterizados
para o estudo da esquizofrenia, 0 modelo da exposi¢cdo pré-natal ao antimitotico
acetato de metilazoximetanol (modelo MAM), parece estar associado a uma maior
responsividade ao estresse durante periodo correspondente a adolescéncia
(Zimmerman, Bellaire et al. 2013). O modelo MAM €& baseado em alteracdes no
neurodessenvolvimento que faz com que a prole, na idade adulta, apresente varias
caracteristicas de individuos com esquizofrenia, como comportamento tipo-ansioso,
prejuizos cognitivos, perda de interneurbnios que expressam a proteina de ligacdo ao

calcio parvalbumina (PV), aumento da atividade do hipocampo ventral (HV) e do
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sistema dopaminérgico na area tegmental ventral (ATV) (Modinos, Allen et al. 2015).
A emergéncia desse fenotipo tipo-esquizofrenia no animal MAM adulto foi prevenida
por estratégias com potencial para aliviar o estresse durante a adolescéncia, como o
tratamento com o ansiolitico diazepam e o ambiente enriquecido (Du e Grace 2013,
Zhu e Grace 2021).

Recentemente nosso grupo observou que a exposi¢cao de ratos normais a um
protocolo de estresse envolvendo a combinagao de choque nas patas e estresse de
restricdo durante a adolescéncia, entre os dias pos-natais 31 e 40, resultou, na idade
adulta, em alteragdes similares as observadas no modelo MAM e em pacientes com
esquizofrenia, como: prejuizo cognitivo, comportamento tipo-ansioso, perda de
interneurdnios PV no HV, aumento da atividade de neurdnios piramidais no HV e um
estado hiperdopaminérgico na ATV (Gomes e Grace 2017, Gomes, Zhu et al. 2020).
Quando esses animais foram expostos ao mesmo protocolo de estresse na vida
adulta, ndo houve a emergéncia do fendtipo tipo-esquizofrenia (Gomes, Zhu et al.
2020). Em conjunto, esses achados sugerem que o estresse na adolescéncia é capaz
de induzir alteragcbes de longo-prazo, podendo ser um fator de risco para o
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, como a esquizofrenia, na idade adulta.

Os mecanismos pelos quais 0s estressores produzem essas alteracOes
fisiolégicas, neuroanatomicas e comportamentais ndo sao completamente
conhecidos, mas estudos apontam gue estruturas que sdo consideradas importantes
na regulacdo da resposta ao estresse como: cortex pré-frontal medial (CPFm),
amigdala e hipocampo sdo consideradas disfuncionais na esquizofrenia (Czeh, Simon
et al. 2005, Goto e Grace 2006, McEwen, Nasca et al. 2016). Por exemplo, um CPFm
disfuncional tem sido implicado na fisiopatologia da esquizofrenia e ja pode estar

presente até mesmo na fase prodrémica da doenca (Phillips e Seidman 2008, Van der
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Velde, Opmeer et al. 2015). Assim déficits na funcdo do CPFm que é considerado o
integrador primario de resposta ao estresse, podem estar presentes em individuos
com risco aumentado para esquizofrenia (Abé, Petrovic et al. 2021), o que poderia
limitar a capacidade dessa estrutura de integrar as repostas ao estresse e
consequentemente levar a disfuncéo de outras estruturas implicadas na fisiopatologia
da doenca (Gomes, Zhu et al. 2019, Grace e Gomes 2019) .

Um estudo mostrou que lesdes no CPFm, principalmente em sua por¢ao pré-
limbica, aumentou a vulnerabilidade ao estresse em ratos adolescentes (Gomes e
Grace 2017), e sabe-se que essa por¢cao do CPFm desempenha um papel regulador
sobre as respostas desencadeadas pelo estresse, modulando a responsividade da
amigdala basolateral ao estresse (Rosenkranz e Grace 2002, Rosenkranz, Moore et
al. 2003). Sendo assim, sugere-se que uma falha no cortex pré-frontal medial pré-
limbico em regular o impacto do estresse em individuos com risco aumentado para
esquizofrenia possa contribuir para o desenvolvimento da doenca (Gomes e Grace
2017); uma vez que foi demostrado que a ativacdo da amigdala, que ocorre durante
0 estresse, causa uma perda de interneurénios PV no hipocampo (Berretta, Lange et
al. 2004).

Propbe-se que essa perda, por sua vez, leve a hiperatividade hipocampal e,
consequentemente, a hiperatividade do sistema dopaminérgico na ATV. Essas
alteracdes sdo similares as observadas na esquizofrenia (Lodge, Behrens et al. 2009).
Portanto, sugere-se que uma falha na regulagéo da reposta ao estresse em estruturas
como o CPFm, poderia, por sua vez, resultar em prejuizo na regulacdo de estruturas
como a amigdala, desencadeando os demais eventos observados na fisiopatologia

da doenca (Figura 2).
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A - Estresse pode causar danos nos interneurdnios PV no HV
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B - pIPFC controla a responsividade da BLA ao estresse
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C - Uma falha no pIPFC em controlar a responsividade da BLA
ao estresse aumenta a vulnerabilidade a estressores no HV
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Figura 2. Mecanismos pelos quais o estresse pode levar a danos nos interneurénios PV. A:
estresse intenso pode levar a danos nos interneurénios PV no HV; B; mecanismo pelo qual o pIPFC
controla a responsividade da BLA ao estresse; C; lesdes no pIPFC limitam a capacidade de controlar a
responsividade da BLA, assim estressores moderados podem resultar em danos aos interneurdnios

PV; HV = hipocampo ventral; PVI = interneurbnios que expressam parvalbumina; Pry = neurbnios

piramidais; pIPFC = por¢édo pré-limbica do CPFm; BLA = amigdala basolateral. Inagem adaptada de:
Gomes, Zhu, Grace, 2019

Os danos causados aos interneurdnios PV sao particularmente importantes na
neurobiologia da esquizofrenia, uma vez que estudos post-mortem indicam que esses
interneurdnios estdo diminuidos em individuos com a doenca (Zhang e Reynolds
2002, Konradi, Yang et al. 2011). E, a diminuicdo na populacao de interneurénios PV
na esquizofrenia tem sido associada aos sintomas positivos, negativos e cognitivos
(Grace e Gomes 2019).

Os mecanismos pelos quais o estresse pode causar danos aos interneurdnios
PV tém sido associados ao periodo da vida em que os individuos sdo expostos aos
eventos estressores, uma vez que os interneurdnios PV sO estardo completamente
maduros na idade adulta (Caballero, Flores-Barrera et al. 2020). Assim, em periodos
anteriores a sua completa maturacdo (periodo de plasticidade), como na
adolescéncia, os interneurdnios PV estariam mais suscetiveis ao dano (Gomes, Zhu

et al. 2019). Quando esse periodo de plasticidade ndo se encera de maneira
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adequada, uma atividade aumentada de projecdes glutamatérgicas que fazem
sinapse com os interneurénios PV pode levar a um acumulo de célcio nesse
interneurdnios, aumento do estresse oxidativo e da demanda metabdlica; eventos que
podem resultar em morte celular (Do, Cabungcal et al. 2009, Stanika, Pivovarova et
al. 2009, Volman, Behrens et al. 2011).

Essa vulnerabilidade se mantém até o fechamento do periodo critico de
plasticidade pela formacéo das redes perineuronais (PNNs, do inglés perineuronal
nets), que séo agregados de matriz extracelular, que envolvem os interneurénios PV
e estabiliza as projecbes glutamatérgicas que fazem sinapse com esses
interneurénios para encerrar a fase plastica, mas também atua como um “escudo”
protegendo os interneur6nios PV de danos metabdlicos e oxidativos (Do, Cabungcal
et al. 2009, Grace e Gomes 2019). Essas evidéncias indicam que a exposi¢cao a
estressores durante um periodo de vulnerabilidade, no qual os interneurénios PV nao
estdo completamente maduros e protegidos pelas PNNs, pode ser suficiente para o
desenvolvimento de alteragdes tipo-esquizofrenia.

1.3 Sistema dopaminérgico e neurobiologia da esquizofrenia

Uma atividade aumentada do sistema dopaminérgico no estriado é o achado
patolégico mais consistente em individuos com esquizofrenia (Kapur e Remington
2001, McCutcheon, Abi-Dargham et al. 2019). O sistema dopaminérgico apresenta
diversas particularidades que o tornam Unico, como projecdes para regides cerebrais
especificas envolvidas no comportamento motor, cognicdo e emocao (Grace 2016).
Os neurbnios dopaminérgicos estao localizados principalmente no mesencéfalo, e
podem ser divididos em relacao a sua localizagéo, projecdes e funcdes (Ikemoto 2007,
Grace 2016). No rato, a por¢cdo medial do mesencéfalo é denominada area tegmental

ventral (ATV), e consiste em: neurdbnios dopaminérgicos (60-65%), neurdnios
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GABAérgicos (35%) e uma porcdo relativamente pequena de neurbnios
glutamatérgicos (2-3%) (Baik 2020).

Os neurbnios DA na parte medial e central da ATV projetam-se para o CPFm,
amigdala e o nucleo accumbens shell, enquanto os neurénios dopaminérgicos na ATV
lateral projetam-se seletivamente para o nucleo accumbens core e estriado
associativo (Lammel, Hetzel et al. 2008, Tubert-Brohman, Sherman et al. 2013). Os
neurdnios dopaminérgicos apresentam trés estados de atividade: um estado inativo e
hiperpolarizado que € mantido por projecées GABAgérgicas provenientes do palido
ventral (Floresco, West et al. 2003), um estado tdnico que € caracterizado por disparos
lentos e irregulares e mantido por uma atividade intrinseca de marca-passo (Grace e
Bunney 1983, Grace e Bunney 1984, Sonnenschein, Gomes et al. 2020) e, por fim,
um estado fasico que é controlado por projecdes glutamatérgicas provenientes do
tegmento pedunculo pontino (Lodge e Grace 2006).

O estado fasico representa o sinal com relevancia comportamental, sendo
desencadeado por estimulos de recompensa e aversivos (Berridge e Robinson 1998).
Para que o estado de atividade fasico dos neurdnios dopaminérgicos na ATV ocorra
por meio da ativacdo de projecdes glutamatérgicas provenientes do tegmento
pedunculo pontino, estes precisam estar espontaneamente ativos (Sonnenschein,
Gomes et al. 2020) ou seja, livre da influéncia inibitéria proveniente do palido ventral.
No rato, em um estado de homeostasia, 50% dos neurdnios dopaminérgicos estao
disparando espontaneamente e o restante esta sobre influéncia inibitéria do palido
ventral (Phillips, Ahn et al. 2004, Grace e Gomes 2019). Sendo assim, embora as
projecdes glutamatérgicas modulem o estado de atividade fasico, sdo as projecdes
GABAérgicas do palido ventral que controlam o numero de neurénios dopaminérgicos

gue estardo espontaneamente ativos (Sonnenschein, Gomes et al. 2020).
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O HV parece ter um papel importante sobre o numero de neurdnios
dopaminérgicos que se encontram espontaneamente ativos, realizando esse controle
através da influéncia sobre a atividade do palido ventral. Projecfes glutamatérgicas
do HV para o nucleo accumbens ativam projecbes GABAérgicas do nucleo
accumbens para o pélido ventral, que por sua vez inibem o palido ventral (Gomes e
Grace, 2020) (Figura 3). Assim aumentos da atividade do HV, uma alteracéo
observada na esquizofrenia e induzida pela exposicdo ao estresse durante a
adolescéncia em ratos (Gomes, Zhu et al. 2019, Gomes, Zhu et al. 2020) resultariam
na inibicdo de neurbnios GABAérgicos do pélido ventral para o ATV e,
consequentemente, no aumento do numero de neurdnios dopaminérgicos

espontaneamente ativos (Grace, Floresco et al. 2007).

/NAc

“ Atividade fasica”

e B Glutamato

PPTg

‘\{ Neurénio DA inativo
Neurdnio DA ativo ( atividade ténica)

% Neurdnio DA ativo ( atividade fasica)

Figura 3. Regulagcao do sistema dopaminérgico na ATV. A atividade dos neurdnios DA é regulada
por sistemas aferentes distintos. Um grupo de neurbnios dopaminérgicos gera sua prépria atividade
por meio de uma condutdncia de marca-passo (atividade ténica); outro grupo de neurbnios
dopaminérgicos ndo estdo disparando espontaneamente, sendo mantidos em um estado
hiperpolarizado por projec@es inibitdrias provenientes do palido ventral (VP). O VP, por sua vez, é
controlado por uma via que compreende o hipocampo ventral (vHipp) e o nacleo accumbens (NAc). O
vHipp envia projecdes glutamatérgicas para o NAc que, por meio de projecBes GABAérgicas, inibe o
VP. A atividade fasica, por sua vez, é impulsionado por projecdes glutamatérgicas provenientes do
tegmento pedunculo pontino (PPTg). Este sistema aferente regula os estados de disparo dentro da
populacdo de neurbnios dopaminérgicos espontaneamente ativos, uma vez que apenas 0s neurdnios
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gue estdo disparando espontaneamente podem transitar da atividade tbnica para fasica. Imagem
adaptada de: Sonnenschein, Gomes, Grace, 2020.

1.4 Hiperatividade do HV na esquizofrenia: desregulacédo do balanco E/I

O HV é uma é&rea que desempenha um papel importante na regulacdo de
repostas do organismo as condi¢cBes ambientais, de maneira mais especifica, € uma
regido que determina respostas dependentes de contexto (Maren 1999). Esse
mecanismo € extremamente importante para entender principalmente os sintomas
positivos da esquizofrenia. Por exemplo, um barulho em um local seguro, ndo resulta
em ativacao exacerbada do sistema dopaminérgico comparado ao mesmo barulho em
uma area insegura (Grace e Gomes 2019). Em uma area insegura, a atividade do HV
resulta em maior atividade dos neurénios dopaminérgicos para orientar na decisao de
uma resposta apropriada.

Em individuos com esquizofrenia propdem-se que uma atividade aumentada
do HV altere a atividade da via HV-nlcleo accumbens-palido ventral, ou seja,
independe do contexto, o palido ventral estara inibido, permitindo assim uma maior
populacdo de neurbnios dopaminérgicos espontaneamente ativos (Grace e Gomes
2019). Assim, alteracdes na atividade do HV podem resultar nas interpretacdes
inadequadas de eventos que ocorrem na psicose (Kapur 2003). A origem da
hiperatividade do HV na esquizofrenia tem sido associada a uma disfungéo no balanco
exicitatorio-inibitorio (E/l) (Grace e Gomes 2019) .

O balanco E/I é determinado principalmente por neurbnios piramidais
glutamatérgicos e pelos interneurdnios GABAérgicos positivos para parvalbumina
(PV) (Dienel, Enwright et al. 2020). Os interneurénios PV tem como principal
caracteristica o disparo em alta frequéncia (Lewis, Hashimoto et al. 2005) e formam
uma rede celular que é capaz de sincronizar o estado excitatério dos neurdnios

piramidais, exercendo um controle temporal preciso sobre a informacao que flui
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através desses neurdnios (Bartos, Vida et al. 2007). Assim, os interneurdnios PV
contribuem para a geracdo de uma atividade ritmica e sincronizada dos circuitos
cerebrais, 0 que é importante para o processamento adequado de informacdes (Benes
e Berretta 2001).

Ja é bem documentado que pacientes com esquizofrenia apresentam uma
perda funcional dos interneurdnios PV no hipocampo (Zhang e Reynolds 2002), o que
levaria a perda da homeostasia do balanco E/I, fazendo com que o0s neurdnios
piramidais glutamatérgicos disparem em maior frequéncia (Grace e Gomes 2019). No
HV essa alteracdo resulta em hiperatividade da via HV-nlcleo accumbens-pélido
ventral, resultando em desregulacéo do sistema dopaminérgico na ATV (Grace 2016).
Tem sido proposto que a hiperatividade do HV néo influéncia apenas a ATV, mas
também poderia resultar em alteragBes funcionais em outras estruturas como a,
amigdala basolateral que regula respostas relacionadas a emoc¢ao, podendo entéo
contribuir para os sintomas negativos, bem como o CPFm, contribuindo para os

déficits cognitivos (Figura 4) (Gomes e Grace 2021) .
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Figura 4. Disfuncéo de interneurdnios PV no hipocampo ventral (HV) associada aos diferentes
sintomas da esquizofrenia. Tem sido proposto que a perda funcional de interneurénios PV no HV e,
consequentemente, a alterac&o no balanco E/l resulte em alteracdes na atividade de outras estruturas
cerebrais, contribuindo para os diferentes sintomas da esquizofrenia. vHipp = hipocampo ventral; VP
= palido ventral; VTA = &rea tegmental ventral. Inagem adaptada de: Gomes, Grace, 2021.
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Baseando-se nessas evidéncias e no fato de que os antipsicoticos atualmente
disponiveis para o tratamento da esquizofrenia produzem seus efeitos através do
antagonismo dos receptores de dopamina D2 (Kapur e Remington 2001), atuando,
teoricamente, no que seria uma consequéncia de alteracbes em estruturas que
regulam o sistema dopaminérgico, pode-se sugerir que um farmaco capaz de
restaurar a homeostasia do balangco E/I possa ser eficaz em atenuar os sintomas
positivos, negativos e prejuizos cognitivos e com baixa propensao para inducdo de
efeitos adversos associados ao antagonismo dos receptores de dopamina D2.

1.5 Modulacao do balanco E/I pelo levetiracetam

A terapia farmacoldgica atual para o tratamento da esquizofrenia consiste
quase que exclusivamente no antagonismo dos receptores dopaminérgicos do tipo D2
(Kapur e Remington 2001). Como descrito acima, as evidéncias indicam que a
patologia ndo esta diretamente no sistema dopaminérgico, mas sim em estruturas que
regulam esse sistema como o HV. Sendo assim, a busca por novas estratégias
farmacoldgicas que atuam, por exemplo, na desregulacdo do balanco E/I no HV
podem ser eficazes no tratamento da esquizofrenia. Dentre essas estratégias,
podemos destacar as que consigam atenuar/reverter a perda funcional dos
interneurdnios PV e/ou diminuir a atividade potencialmente aumentada dos neurénios
glutamatérgicos (Gomes e Grace, 2021),

Assim, o presente trabalho avaliou os efeitos dos levetiracetam, uma droga
utilizada na clinica como anticonvulsivante, que apresenta diversos mecanismos de
acao que parecem modular o balaco E/I (Katzel, Wolff et al. 2020). Um desses
mecanismos consiste na modulacdo de um canal para potassio dependente de
voltagem do tipo Kv3.1. Os canais Kv3.1 s&o altamente expressos em interneurdnios

PV e contribuem para que esses possam disparar em altas frequéncias, sendo
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responsaveis pela repolarizacédo rapida apés o potencial de acao, facilitando assim o
inicio de um proximo potencial de acdo, aumentando por sua vez a frequéncia de
disparo dos interneurénios PV (Boddum, Hougaard et al. 2017).

Alguns compostos experimentais que atuam como moduladores positivos dos
canais Kv3.1 mostraram que esses tém capacidade de resgatar o fenétipo de disparo
rapido desses interneurbnios, apds um comprometimento de sua funcdo em modelos
animais para o estudo da esquizofrenia baseados no antagonismo de receptores
NMDA (Rosato-Siri, Zambello et al. 2015). Evidéncias indicam que o levetiracetam
modula a atividade dos canais Kv3.1, fornecendo mecanismos para regulacdo do
disparo desses neurdnios (Huang, Tsai et al. 2009).

Adicionalmente, através da técnica de patch clamp, foi observado que o
levetiracetam foi capaz de inibir as correntes de célcio ativadas por alta voltagem em
neurdnios piramidais do hipocampo e consequentemente reduzir a atividade desses
neurdnios em até 30% (Niespodziany, Klitgaard et al. 2001, Lukyanetz, Shkryl et al.
2002). Além disso, outros trabalhos mostram que administracdo aguda de
levetiracetam € capaz de facilitar a neurotransmiséo inibitéria mediada por GABA
(Wakita, Kotani et al. 2014). Ambos mecanismos que podem influenciar diretamente
o balago E/I.

Os mecanismos citados acima indicam o potencial do levetiracetam em
modular componentes envolvidos na regulacéo do balaco E/I. Entretanto, a ligacdo do
levetiracetam a glicoproteina da vesicula sinaptica SV2A é tida como o principal
mecanismo pelo qual essa droga produz os efeitos anticonvulsivantes (Yang e
Rothman 2009). As proteinas SV2 existem como trés subtipos separados (SV2A,

SV2B e SV2C) e sdo parte integrante das membranas de vesiculas secretoras
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localizadas em diferentes 6rgdos secretores de mamiferos, sendo o subtipo SV2A
com maior expressdo no cérebro (Robinson, Chen et al. 2013).

Ainda ndo se sabe exatamente qual é a funcado da SV2A visto que ela ndo é
necessaria para exocitose ou endocitose, mas € essencial para manter a
neurotransmisao normal dependente do potencial de acdo (Nowack, Malarkey et al.
2011). Estudos mostram que animais que ndo expressam SV2A apresentam
alteracdes na liberacdo de GABA e glutamato, e que a superexpressao dessa proteina
em culturas neuronais do hipocampo reduz a amplitude de correntes excitatorias pos-
sinpticas, bem como diminui a probabilidade de liberacdo de glutamato (Nowack,
Malarkey et al. 2011).

Todos os mecanismos citados acima apresentam potencial para modular o
balanco E/I de alguma forma ou consequéncias de sua alteracdo, fazendo com que o
levetiracetam seja uma promissora estratégia farmacoldgica para o tratamento de
transtornos psiquiatricos associados ao desequilibrio do balanco E/I, como a
esquizofrenia. Até o presente momento existe apenas um estudo que utilizou o
levetiracetam em um modelo de esquizofrenia e os resultados encontrados foram
promissores, uma vez que o tratamento agudo com levetiracetam foi capaz de reverter
0 aumento da resposta locomotora a anfetamina e atenuar os prejuizos cognitivos
(Koh, Shao et al. 2018).

Além disso, ensaios clinicos em humanos visando investigar se o levetiracetam
€ capaz de atenuar a hiperatividade do hipocampo em individuos com
esquizofrenia (NCT02647437), bem como avaliar se o levetiracetam é eficaz nas
fases iniciais da psicose (NCT03129360) estdo em andamento. Sendo assim, a nossa

7

hip6tese é que o tratamento com o levetiracetam na idade adulta é capaz de
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atenuar/reverter as alteracdes comportamentais e eletrofisiologicas tipo-esquizofrenia

induzidas pelo estresse na adolescéncia.
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2

2.1

OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar a capacidade do levetiracetam em atenuar/reverter alteragdes

comportamentais e eletrofisioldgicas induzidas pela a exposicdo ao estresse na

adolescéncia que sao similares as observadas na esquizofrenia.

2.2

Objetivos especificos:

Avaliar se o estresse durante a adolescéncia induz alteracdes relacionadas a
ansiedade nos testes de labirinto em cruz elevado (LCE) e claro-escuro (CE) e
se a administracdo aguda de levetiracetam € capaz de reverter/atenuar essas
alteracoes.

Avaliar se o estresse durante a adolescéncia induz prejuizos cognitivos
avaliados no teste de reconhecimento de objetos (RO) e se a administracéo
aguda de levetiracetam € capaz de reverter/atenuar esses prejuizos.

Avaliar se o estresse durante a adolescéncia induz alteracdes relacionadas a
ativacdo do sistema dopaminérgico através do teste de resposta locomotora a
anfetamina (RLA) e na atividade de neurdnios dopaminérgicos na ATV através
de eletrofisiologia in vivo e se a administracdo aguda de levetiracetam é capaz
de reverter/atenuar essas alteracoes.

Avaliar se o0 estresse durante a adolescéncia induz alteracdes relacionadas aos
sintomas negativos da esquizofrenia (isolamento social) através do teste de
interacdo social e se a administracdo aguda de levetiracetam é capaz de
reverter/atenuar os prejuizos observados.

Avaliar se o estresse durante a adolescéncia altera a atividade de neurbnios

piramidais e interneurénios no hipocampo ventral através de eletrofisiologia in
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Vivo e se a administracdo aguda de levetiracetam é capaz de reverter/atenuar

essas alteracoes.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Sprague-Dawley. Realizamos cruzamentos para
obtencdo dos animais para que tivéssemos controle da idade para realizacdo dos
experimentos. Os animais permaneceram no biotério do Departamento de Fisiologia
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP) em gaiolas micro isoladas,
com agua e racdo ad libitum e sob condicbes laboratoriais padrées. Todos os
procedimentos realizados foram aprovados pela CEUA/FMRP (155/2018).

3.2 Desenho experimental

O trabalho foi realizado em trés blocos experimentais. Os animais de todos o0s
blocos de acordo com os grupos experimentais foram submetidos ao protocolo de
estresse do dia pos-natal (DPN) 31 ao 40. Quando os animais atingiram a idade adulta
no DPN 65, no primeiro bloco experimental, foram submetidos aos seguintes testes
comportamentais: labirinto em cruz elevado (LCE), reconhecimento de objeto (RO) e
resposta locomotora a anfetamina (RLA); trinta minutos antes de cada teste
comportamental os animais de acordo com o grupo experimental receberam salina ou
10 mg/kg de levetiracetam, totalizando um total de 3 inje¢cdes de levetiracetam por
animal.

No segundo bloco experimental os animais foram submetidos aos seguintes
testes comportamentais: claro-escuro (CE) e interacao social (IS), também receberam
30 minutos antes salina ou 10 mg/kg de levetiracetam de acordo com 0S grupos
experimentais. Uma semana ap0s 0s testes comportamentais os animais foram
submetidos aos registros eletrofisioloégicos da ATV, onde receberam 30 minutos antes
do inicio do registro eletrofisiologico salina ou levetiracetam de acordo com 0s grupos

experimentais, totalizando 3 inje¢des de levetiracetam por animal. No terceiro bloco
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experimental os animais foram submetidos ao registro eletrofisiol6gico do HV, onde
também receberam salina ou levetiracetam 30 minutos antes de iniciar o registro

eletrofisioldgico, totalizando 1 injecdo de levetiracetam por animal (Figura 5).

- 30 mim antes de cada teste comportamentaliregistros eletrofisiologicos os

- animais foram tratatados com 10mg/kg de levetiracetam/salina (i.p)
65 66 67 68 69 70 71
B1
o ———
RO RLA
31 40 LCE ' ~ \ J
— ¥
75 105
Protocolo de estresse
o |
) CE IS Registros ATV

105

B3 ‘
Registros HV

Figura 5. Desenho experimental: protocolo de estresse, testes comportamentais e registros
eletrofisiologicos. Bloco de experimentos 1 (B1) - foram realizados: LCE = labirinto em cruz elevado;
RO =reconhecimento de objeto RLA = reposta locomotora a anfetamina; Bloco de experimentos 2 (B2)
- foram realizados: CE = teste claro-escuro; IS = interagdo social e registros eletrofisiologicos da ATV
= area tegmental ventral; Bloco de experimentos 3 (B3) - foi realizado: registros eletrofisiol6gicos do
HV = hipocampo ventral. Fonte: autor; imagens feitas utilizando o site biorender.com.

3.3 Protocolo de exposicado ao estresse

Os animais foram expostos a uma sessao diaria de choque nas patas (FS)
durante 10 dias entre os dias pés-natal (DPN) 31 e 40, que corresponde ao periodo
de adolescéncia em ratos (Schneider 2013). Em cada sesséo, 25 choques (1 mA, 2
segundos) foram apresentados de forma randémica a cada 60+20 segundos. Além
disso, os animais foram submetidos a trés sessdes de estresse de restricdo (RS) no
primeiro, segundo e ultimo dia de exposi¢cado aos choques nas patas (Figura 6). Para
a restricdo, os animais foram colocados em tubo de acrilico com tamanho ajustavel a
idade. O estresse de restricao foi realizado imediatamente apds a sessao de choque
nas patas e cada sessao teve duracdo de 1 hora. Apdés o término do protocolo de

exposicdo ao estresse o0s animais ficaram no biotério até atingir a idade adulta
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(DPN65), quando teve inicio os testes comportamentais e registros eletrofisiolégicos.

Durante o protocolo de estresse, 0s animais naive permaneceram no biotério.

31 32 40

Choque nas patas = DPN 31-40
+

Estresse de restricdo = 1 hora no DPN 31, DPN 32, e DPN 40

Figura 6. Protocolo experimental de estresse durante a adolescéncia. Combinacdo de choque
(DPN 31-40) e estresse de restricdo (DPN 31, 32 e 40). Fonte: autor; imagens feitas utilizando o site
biorender.com.

3.4 Grupos experimentais e tratamento

Foram avaliados 0s seguintes grupos experimentais: grupo naive tratado com
salina; grupo naive tratado com levetiracetam (10 mg/kg; i.p.); grupo estressado
(FS+RS) tratado com salina e grupo FS+RS tratado com levetiracetam (10 mg/kg, i.p.).
O levetiracetam (Sigma, EUA) foi dissolvido em salina e a dose foi baseada em
trabalho prévio (Koh, Shao et al. 2018). Os animais receberam o tratamento 30
minutos antes de cada teste comportamental ou dos registros eletrofisiolégicos na
idade adulta.

3.5 Labirinto em cruz elevado (LCE)

Ap0s atingir a idade adulta os animais foram submetidos ao LCE, um teste
utilizado no estudo de comportamentos relacionados a ansiedade (Kraeuter, Guest et
al. 2019). O teste consiste em um labirinto elevado a 50 cm do solo, com dois bragos
abertos perpendiculares a dois bragos fechados. Trinta minutos antes de iniciar o LCE
os animais foram tratados com levetiracetam (10 mg/kg, i.p.) ou salina. No teste, os
animais foram colocados no centro do LCE, com a face voltada para um dos bracos

fechados, e exploraram o aparato livremente por 5 minutos (Figura 7). A % de entradas
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e % tempo gasto nos bragos abertos (indices relacionados a ansiedade) e o nUmero
total de entradas nos bracos fechados (indice de atividade locomotora) foram

registrados com o auxilio do software Any-maze (Stoelting).

5 min

T 30 min antes 10 mg/kg de levetiracetam (i.p)

Figura 7. Protocolo experimental do teste de labirinto em cruz elevado. Realizado no bloco de
experimentos 1; teste realizado no DPN 65. Fonte: autor; imagens feitas utilizando o site biorender.com.

3.6 Reconhecimento de objeto (RO)

No dia seguinte ap0s a realizacdo do LCE, os animais foram submetidos ao
teste de RO. Esse teste é baseado no comportamento natural dos roedores em
explorar por mais tempo um objeto novo comparado a um objeto familiar quando
expostos a ambos objetos ao mesmo tempo (Ennaceur, Michalikova et al. 2009).
Assim, este teste é utilizado para o estudo de fun¢des cognitivas, como memaria e
aprendizagem, as quais estao diminuidas em modelos animais para esquizofrenia
(Kallai, Lenard et al. 2020) e em pacientes com a doenca (Lewis, Hashimoto et al.
2005).

Inicialmente, cada animal foi submetido a uma sesséo de habituacéo a arena
(60 cm de diametro e 65 cm de altura) com duracédo de 15 minutos, onde foi medido a
distancia total percorrida e o tempo gasto na zona central (um parametro associado a
ansiedade) (Kuniishi, Ichisaka et al. 2017). No dia seguinte, os animais foram

colocados na mesma arena contendo dois objetos idénticos, onde permaneceram por
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um periodo de 10 minutos (sessdo de aquisicdo). Imediatamente ap0s a sessao de
aquisicao foi administrado levetiracetam (10 mg/kg; i.p.) ou salina. Apds um intervalo
de 60 minutos, um dos objetos presentes na sessao de aquisi¢céo foi trocado por um
objeto novo com tamanho, textura e cor diferentes dos objetos anteriores. Os animais
foram novamente colocados na arena contendo este objeto novo e o objeto familiar
por um periodo de 5 minutos, registrando-se o tempo de interagdo com cada objeto
(sesséo de retengao).

Todos os objetos tinham aproximadamente 16 cm de altura e peso suficiente
para que nao fossem deslocados pelos animais durante o experimento. Os
parametros analisados foram: tempo de exploracdo dos objetos e o indice de
discriminacgéo (ID % = TN — TF/TN + TF x 100), onde TN corresponde ao tempo de

exploracdo do objeto novo e TF ao tempo de exploracédo do objeto familiar.

24h 1h

&

|
&

g

Habituagdo: 15 mim Aquisicdo: 10 mim Retencgéo: 5 mim

Figura 8. Protocolo experimental do teste de reconhecimento de objeto. Realizado no bloco de
experimentos 1; habituacéo; realizada no DPN 66 ndo houve tratamento nesse dia; Teste RO; realizado
no DPN 67, tratamento realizado imediatamente apds a sessdo de aquisicao. Fonte: autor; imagens
feitas utilizando o site biorender.com.

3.7 Respostalocomotora a anfetamina (RLA)

No dia seguinte apds a realizacdo do RO noés iniciamos a avaliagdo da RLA.
Devido ao tempo total de avaliagdo e por temos uma Unica arena, foram necessarios
4 dias para que todos os animais fossem testados. A administracdo sistémica aguda

de anfetamina aumenta a atividade locomotora (Koh, Shao et al. 2018) e sabe-se que
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uma responsividade locomotora a anfetamina tem sido observada em modelos animas
para esquizofrenia (Zhu e Grace 2021). O teste foi realizado em uma arena circular
de acrilico (60 cm de didmetro e 65 cm de altura).

Os animais foram colocados na arena e a atividade locomotora basal foi medida
por 20 minutos. Em seguida, os animais receberam levetiracetam (10 mg/kg; i.p.) ou
salina e foram colocados na arena, onde permaneceram por mais 30 minutos.
Posteriormente, os animais receberam uma injecao i.p. de anfetamina (1,5 mg/kg) e
foram colocados na arena. A atividade locomotora foi avaliada por mais 50 minutos.
A distancia total percorrida pelo animal foi registrada com o auxilio do software Any-

maze.

10 mg/kg levetiracetam 1.5 mg/kg anfetamina

Basal: 20min Levetiracetam: 30min Anfetamina: 50min

Figura 9. Protocolo experimental do teste de resposta locomotora a anfetamina. Realizado no
bloco de experimentos 1; o teste foi realizado com animais com DPN 68-71; foram realizados por dia
de 4/5 animais de modo que todos os dias se tinha animais dos quatros grupos experimentais. Fonte:
autor; imagens feitas utilizando o site biorender.com.

3.8 Teste claro-escuro (CE)

O teste CE, realizado no segundo bloco de experimentos, consiste em uma
caixa de acrilico contendo dois compartimentos, um escuro e um iluminado,
interigados por uma abertura divisoria. Esse teste é utilizado para avaliar
comportamentos relacionados a ansiedade, uma vez que o ambiente iluminado é
considerado uma zona aversiva para o animal (Bourin e Hascoet 2003). Trinta minutos
antes do teste os animais receberam levetiracetam (10 mg/kg) ou salina. O animal foi

colocado no lado iluminado da caixa com a cabeca voltada para divisoria e seu

comportamento foi analisado por 10 minutos.
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30 min antes 10 mg/kg de levetiracetam i.p

10 min

Figura 10. Protocolo experimental do teste claro-escuro. Realizado no bloco de experimentos 2; o
teste foi realizado no DPN 65. Fonte: autor; imagens feitas utilizando o site biorender.com.

3.9 Interacédo social (IS)

O teste de IS é utilizado por exemplo, para o estudo dos sintomas negativos
(isolamento social) da esquizofrenia (Wilson e Koenig 2014). O teste foi realizado em
uma arena circular de acrilico (60 cm de diametro e 65 cm de altura), um dia apos o
teste claro-escuro. Trinta minutos antes do teste os animais foram tratados com
levetiracetam (10 mg/kg) ou salina. Cada animal foi colocado na arena por 5 minutos
para habituacdo. Imediatamente apds a habituacao, outro animal da mesma espécie,
sexo e idade foi colocado na arena por 10 minutos. O tempo de interacdo social foi
registrado (definido como o tempo gasto cheirando, seguindo, limpando, escalando

um ao outro).

| 30 min antes 10 mg/kg de levetiracetam (i.p)

5 min habituagéo 10 min teste

Figura 11. Protocolo experimental do teste interac&o social. Realizado no bloco de experimentos
2, realizado no DPN 66. Fonte: autor; imagens feitas utilizando o site biorender.com.
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3.10 Eletrofisiologia in vivo de neurdnios dopaminérgicos da area tegmental

ventral (ATV)

Os registros eletrofisiologicos foram realizados uma semana apos o teste de
interacdo social. Os animais foram anestesiados com uma dose inicial de hidrato de
cloral (400 mg/kg, i.p.) e suplementados intraperitonealmente para a manutencéo da
anestesia. Os animais foram colocados em um estereotaxico e a temperatura corporal
foi mantida em 37 °C. Foi realizada a craniotomia, as coordenadas da ATV foram: 5,5
mm posterior ao bregma, 0,6 mm lateral a linha media e 6,5-9 mm ventral a superficie
do cérebro.

Os registros extracelulares foram realizados utilizando eletrodos de vidro que
foram feitos a uma temperatura de 67,5° C em um electrode puller (Narishigue P-22,
Japdao). Os eletrodos foram preenchidos com uma solug&o de Chicago Sky Blue a 2%
em NaCl 2M e abaixados através de 6 a 9 “tracks” verticais em um padrao pré-
determinado dentro da ATV de cada rato para permitir a comparagcdo entre 0s
neurénios dopaminérgicos localizados nas sub-regides medial, central e lateral da
ATV. Trinta minutos antes do inicio do registro, os animais receberam levetiracetam
(10 mg/kg) ou salina. Os dados foram adquiridos por meio de pré-amplificador (AC
1800, AM-Systems, EUA) com filtro aberto (high pass=10Hz; low pass=10kHz) e do
sistema de aquisicdo PowerLab 8/35 com o uso do software LabChart Pro
(ADInstruments, Nova Zelandia).

Os neurbnios dopaminérgicos foram identificados de acordo com
caracteristicas eletrofisiolégicas descritas na literatura, como: a duragao do potencial
de acdo, com a duracao do inicio da fase positiva até o pico da fase negativa maior
do que 1,1 milissegundos e duracao total do potencial de acdo maior do que 2,2

milissegundos. Além disso, normalmente os neurdnios dopaminérgicos apresentam
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um “nd” na fase ascendente e uma fase negativa proeminente e tem frequéncia de

disparo menor do que 10 Hz (Ungless e Grace 2012).

Trés parametros foram avaliados: atividade populacional, isto €, o nimero de

neurbnios dopaminérgicos espontaneamente ativos; frequéncia de disparo e a

porcentagem de disparos em “burst” (dois potenciais de agdo ocorrendo em um

intervalo de 80-160 milissegundos). A frequéncia de disparo e a porcentagem de

disparos em “burst” foi analisada com o auxilio do software Neuroexplorer 5.1 (Nex

Technologies, EUA). Cada neurdnio dopaminérgico identificado foi registrado por 1-3

minutos. Ao fim do experimento, o sitio de registro foi marcado por injecao iontoforética

(corrente continua constante de 20 pA, 20 minutos) do corante Chicago Sky Blue para

posterior confirmagao histoldgica.
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Figura 12. Protocolo experimental de registros eletrofisiologicos da ATV e caracteristicas
eletrofisiolégicas de neurénios dopaminérgicos. Realizado no bloco de experimentos 2.; a partir do

DPN 69. Fonte: autor, imagens feitas utilizado o site biorender.com.
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3.11 Eletrofisiologiain vivo de neurénios glutamatérgicos piramidais do HV

Em um terceiro bloco de experimentos, 0os animais foram anestesiados com
uma dose inicial de hidrato de cloral (400 mg/kg; i.p.) e foram suplementados
intraperitonealmente para manutencédo da anestesia. Trinta minutos antes do inicio do
registro os animais receberam 10 mg/kg de levetiracetam ou salina de acordo com
cada grupo experimental. Os animais foram colocados em um estereotaxico e a
temperatura corporal foi mantida em 37 °C. Foi realizada a craniotomia, as
coordenadas do hipocampo foram 5,8 mm posterior ao bregma e 4,8 mm lateral a
linha media e 6.0-8.5 mm da superficie ventral do cérebro. Os registros extracelulares
foram realizados utilizando eletrodos de vidro preenchidos com uma solucdo de
Chicago Sky Blue a 2% em NaCl 2M. Foi utilizado o mesmo sistema de aquisi¢do e
andlise de dados descrito no registro de neurénios dopaminérgicos na ATV.

Os eletrodos foram abaixados por 6 “tracks” dentro do HV, e os neurdnios
piramidais foram identificados por caracteristicas eletrofisioldégicas tipicas como:
frequéncia de disparo (média até 2 Hz) e formato do potencial de acao (half-width >
0,4 milissegundos). Foi medido a frequéncia de disparo desses neurbnios e o nimero
de neurénios por track. Cada neurdnio piramidal identificado foi registrado por 1-3
minutos. Além dos neurbnios piramidais também foi avaliado os interneurdnios
encontrados que foram identificados pelo formato do potencial de acdo. Ao fim do
experimento, o sitio de registro foi marcado por injecdo com o corante Chicago Sky
Blue que preenche o eletrodo (corrente continua constante de 20 yA, 20 minutos) para

posterior confirmacgao histologica.
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3. Fonte: autor

3.12 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + o erro padrdo da média
(EPM). Os resultados foram submetidos a testes para verificar a homogeneidade das
variancias (teste de Bartlett) e se os dados seguiam distribuicdo normal (teste de
Shapiro Wilk) de modo que os que atenderam esses parametros foram submetidos a
analises paramétricas (ANOVA de 2 ou 3 vias ou teste t de Student) e 0os que néo
atenderam foram submetidos a analises ndo-paramétricas (Kruskal-Wallis). Os dados
obtidos no teste de LCE para os parametros de: % de entradas e % de tempo nos
bracos abertos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. J& o nimero de entradas
nos bragos fechados no LCE assim como os dados obtidos no teste de RO (indice de
discriminacédo, distancia percorrida e tempo na zona central), CE e IS foram
analisados atraves do teste ANOVA de duas vias (fatores condi¢do: naive ou FS+RS;

tratamento: salina ou levetiracetam), seguido do pés-teste de Tukey.
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Para avaliagdo do tempo de exploracdo dos objetos foi utilizado o teste t de
Student durante a sessao de aquisicdo (objeto na direita ou esquerda da arena) e
retencdo (objeto novo e familiar) para cada grupo. A RLA foi avaliada pela ANOVA de
trés vias (fatores condicdo: naive ou FS+RS; tratamento: salina ou levetiracetam;
tempo como medida repetida). Também foi realizado ANOVA de duas vias com o
grupo (naive ou FS+RS + salina ou levetiracetam) como fator independente e o tempo
como medida repetida, seguido do pds-teste de Tukey.

Os resultados dos registros eletrofisiologicos de neurbnios dopaminérgicos:
células por track, frequéncia de disparo e % de disparos em burst foram analisados
pelo teste ANOVA de duas vias (fatores condi¢do: naive ou FS+RS; tratamento: salina
ou levetiracetam), seguido do pdés-teste de Tukey. Ja os resultados do numero de
neurdnios dopaminérgicos ativos por track, frequéncia de disparo e % de disparos em
burst nas sub-regibes da ATV foram analisados por meio e ANOVA de trés vias
(fatores condicao: naive ou FS+RS; tratamento: salina ou levetiracetam; sub-regido:
medial, central e lateral), seguido do pés-teste de Tukey.

Os resultados dos registros eletrofisiol6gicos dos neurdnios piramidais: células
por track foi analisado utilizando ANOVA de duas vias (fatores condicdo: naive ou
FS+RS; tratamento: salina ou levetiracetam), seguido do pds-teste de Tukey. Ja os
resultados de frequéncia de disparo foram submetidos a andlise ndo-paramétrica uma
vez que ndo apresentaram homogeneidade das variancias e distribuicdo normal; foi
realizado teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn. As mesmas analises
foram utilizadas para os dados dos registros de interneurdnios. Foi adotado um nivel

de significancia de p<0,05
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4 RESULTADOS
4.1 Efeito do estresse na adolescéncia e do tratamento agudo com

levetiracetam no LCE em animais adultos

A % de entradas e de tempo nos bracos abertos do LCE n&do seguiram a
distribuicdo normal. Assim, esses parametros foram submetidos a andlise n&o-
paramétrica. O teste de Kruskal-Wallis ndo indicou efeito significativo para a % de

entradas (H=0,69, p=0,87) e de tempo nos bragos abertos (H=1,21, p=0,74).

O nuamero de entradas nos bracos fechados foi submetido a analise paramétrica
uma vez que apresentou distribuicdo normal. A ANOVA de duas vias nao indicou efeito
do tratamento (F136=0,19, p=0,66), mas indicou um efeito da condicdo (estresse)
(F1,36=47,54, p<0,0001). Nao foi observada interacao entre esses fatores (F1,36=0,56,
p=0,46). O poOs-teste de Tukey indicou que os animais FS+RS, independente do
tratamento, apresentaram uma diminuicdo no numero de entradas nos bracos
fechados (p<0,05 vs. naive-salina), indicando uma diminui¢do da explora¢édo do LCE
induzida pela exposicdo ao estresse. Resultados similares foram observados em
estudos investigando o impacto da exposicado a estressores sobre 0 comportamento

de ratos no LCE (Padovan e Guimaraes 2000).
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Figura 14. Efeito do estresse na adolescéncia (FS+RS) e da administracdo aguda de
levetiracetam (10 mg/kg) no LCE (n=8-12/grupo). A — % de entradas nos bracos abertos; B — % de
tempo gasto nos bracos abertos (segundos); C — NUmero de entradas nos bracos fechados. *p<0,05
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vs. naive-salina. Dados apresentados como a média £ EPM. Kruskal-Wallis (A e B); ANOVA de duas
vias seguida do pds-teste de Tukey (C). Um animal do grupo FS+RS levetiracetam caiu do aparato
durante o teste e, por isso, foi removido das analises.

4.2 Efeito do estresse na adolescéncia e do tratamento agudo com

levetiracetam no RO em animais adultos

Um dia antes de realizar o RO, os animais foram submetidos a um protocolo de
habituacdo a arena, no qual foi avaliado a distancia total percorrida e o tempo de
exploracdo da zona central da arena (indice relacionado a ansiedade). Nado houve
tratamento antes da habituagdo. Mas, como no dia anterior os animais receberam uma
injecao de levetiracetam, foi realizado a ANOVA de duas vias que nao evidenciou um
efeito significativo do tratamento na distancia total (F1,37=0,01, p=0,95) e tempo na
zona central (F1,37=2,24, p=0,14). Contudo foi observado um efeito da condicao
(estresse) para a distancia total (Fi1,37=12,4, p=0,001) e tempo na zona central
(F1,37=10,4, p=0,002).

O pos-teste de Tukey indicou que o grupo FS+RS tratado com salina apresenta
uma diminui¢cdo da distancia total percorrida (p<0,05 vs. naive-salina) e que 0s grupos
FS+RS independente do tratamento apresentam diminui¢cdo do tempo gasto na zona
central (p<0,05 vs. naive-salina). Ambos os comportamentos analisados na sesséao de
habituacao (diminuicdo da atividade locomotora e diminuicdo do tempo gasto na zona
central) indicam que o estresse leva a comportamentos relacionados a ansiedade
(Kuniishi, Ichisaka et al. 2017).

No dia seguinte, durante a sessdo de aquisicdo do teste de RO néo foi
observada diferenca entre o tempo de exploracéo entre o objeto posicionado no lado
direito e 0 no lado esquerdo da arena para todos os grupos (naive-salina: t14=0,44,
p=0,66; naive-levetiracetam: t16=1,37, p=0,19; FS+RS-salina: t22=0,97, p=0,34;

FS+RS-levetiracetam: t22=1,48, p=0,15; Figura 15C), indicando uma auséncia de
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preferéncia espacial. Na sessao de retenc¢éo (discriminagédo), uma maior exploracao
do objeto novo foi observada nos grupos naive-salina (t14=6,23, p<0,0001); naive-
levetiracetam (t16=3,57, p=0,0026) e FS-RS-levetiracetam (t22=3,75, p=0,0011), mas
nao no grupo FS+RS-salina (t22=0,12, p=0,84; Figura 15D). Esse resultado refletiu no
indice de discriminag&o, onde a ANOVA de duas vias mostrou um efeito do estresse
(F1,37=9,27, p=0,0043) e do tratamento (F137=16,56, p=0,0002), mas ndo houve
interacdo entre os fatores (F137=2,41, p=0,12). O pds-teste de Tukey indicou uma
diminuicdo no indice de discriminacdo no grupo FS+RS-salina (p<0,05 vs. naive-
salina) indicando, portanto, um prejuizo cognitivo induzido pelo estresse na
adolescéncia. Esse prejuizo foi revertido pelo tratamento agudo com o levetiracetam

(p<0,05 vs. FS+RS-salina, pés-teste de Tukey; Figura 15E).
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Figura 15. Efeito do estresse na adolescéncia (FS+RS) e do tratamento agudo com levetiracetam
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habituacdo; C — aquisicdo; D — retencéo; E indice de discriminacao. *p<0,05; ANOVA de duas vias (A,
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B, E) seguida de pds teste de Tukey. *p<0,05, teste t de Student entre cada grupo (C, D). *p<0,05 vs.
naive-salina e #p<0,05 vs. FS+RS-salina. LD = lado direito; LE = lado esquerdo; OF = objeto familiar;
ON = objeto novo.

4.2 Efeito do estresse na adolescéncia e do tratamento agudo com

levetiracetam no teste de RLA em animais adultos

Os resultados da RLA foram apresentados em conjunto (Figura 16A) para
evidenciar todas as fases do teste (basal, tratamento com levetiracetam e apos
anfetamina), mas as andlises foram realizadas de maneira separada para cada fase.
Para analise da atividade locomotora basal foi realizada ANOVA de trés vias de
medidas repetidas com condicdo e tratamento como o0s principais fatores
independentes e o tempo como medida repetida foi realizada; ANOVA de trés vias
evidenciou apenas um efeito do tempo x condi¢éo x tratamento (F3,10s=3,01, p=0,03).
Decidimos entdo realizar a ANOVA de duas vias com o grupo (naive ou FS+RS +
salina ou levetiracetam) como principal fator independente e o tempo como medida
repetida, seguida de poés-teste de Tukey. Houve um efeito do tempo X grupo
(F35,105=3,43, p<0,0001). O poés-teste de Tukey indicou que houve uma diminui¢éo da
atividade locomotora no grupo FS+RS tratado com salina (Figura 16B) no tempo t5

(p<0,05 vs. naive-salina).

Para fase de tratamento com levetiracetam foram realizadas as mesmas
analises. A ANOVA de trés vias evidenciou apenas um efeito da condi¢céo x tratamento
(F1,35=5,62, p=0,02); a ANOVA de duas vias nao indicou nenhum efeito do grupo
(F3,35=2,11, p=0,11).

Para fase pés-anfetamina as mesmas analises foram realizadas; ANOVA de
trés vias indicou em efeito do tempo x tratamento (Fe,315=3,91, p<0,0001). ANOVA de
duas vias indicou uma interagcdo entre os fatores (tempo e grupo) (F27315=1,16,

p=0,02). O pobs-teste de Tukey indicou que houve um aumento da atividade
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locomotora no grupo FS+RS tratado com levetiracetam nos tempos t90 e t95 (p<0,05
vsS. naive-salina).

Também foi realizada a andlise da distancia total percorrida em cada fase do
teste. A ANOVA de duas vias nao indicou nenhum efeito significativo da condi¢cao ou
do tratamento na fase basal (condi¢do: F135=0,61, p=0,44; tratamento: F1,35=0,61,
p=0,98), apbés o tratamento com levetiracetam (condi¢do: Fi35=0,14, p=0,71;
tratamento: F1,35=1,80, p=0,19) e apdés a administracdo de anfetamina (condi¢é&o:

F1,35=0,73, p=0,40; tratamento: F1,35=2,88, p=0,098).
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Figura 16. Efeito do estresse e do tratamento com levetiracetam (10 mg/kg) na RLA (n=7-
12/grupo). *p<0,05 vs. naive-salina). Os resultados foram apresentados como a média + EPM.
ANOVA de duas vias ou ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida do pds-teste de Tukey.
Um animal do grupo naive-salina e um animal do grupo naive-levetiracetam foram retirados das
analises uma vez que foi usado uma dose de 1,0 mg/kg de anfetamina (para verificar a producao de
efeito da droga); que s6 foi observado com a dose de 1,5 mg/kg.
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4.4 Efeito do estresse na adolescéncia e do tratamento agudo com

levetiracetam no teste CE em animais adultos.

A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo da condicéo (estresse)
nos trés parametros analisados: tempo na zona clara (F1,39=19,63, p<0,0001); nimero
de entradas na zona clara (F1,39=34,13, p<0,0001) e namero total de cruzamentos
(F1,39=34,13, p<0,0001). Nao houve efeito do tratamento, mas houve interagédo entre
os fatores no tempo de permanéncia na zona clara (F1,19=6,12, p=0,02). O p0Os-teste
de Tukey indicou que o grupo FS+RS tratado com salina tem uma diminuicdo no
namero de entradas na zona clara, tempo na zona clara e numero total de
cruzamentos (p<0,05 vs. naive-salina); além disso, também indicou que o
levetiracetam atenua a diminuigdo no tempo de permanéncia na zona clara induzida
pelo estresse na adolescéncia (p<0,05, FS+RS-levetiracetam vs. FS+RS-salina, pés-
teste de Tukey). Os resultados obtidos indicam que o estresse na adolescéncia resulta
em comportamento tipo-ansiogénico no teste CE, o que foi atenuado pelo tratamento

com levetiracetam (Figura 17).

B .
A ¢ [ ] salina
Levetiracetam
o o, P
s < =t
[3} © ° H# c _
204 ° - o 40 .
g o. [] (_g 200 o: — e .o ®
o — ° ©
N 1 ® o F | e °
< 15 ° ° o g . * : 5 30 ° [} .
2 10 * z . o 20 X,
© . — B
5 o € 100 |4, o o o
S 000 8_ ° ® S ey
£ 54 g IS) 10
[} & . S
o [ ]
Z 0 ° T 0 T -4 0 : T
Naive FS+RS Naive FS + RS Naive FS+RS

Figura 17. Efeito do estresse e do tratamento agudo com levetiracetam (10 mg/kg) no teste de
claro-escuro (n=10-12/grupo). A — numero total de cruzamentos; B — nimero de entradas na zona
clara; C — tempo na zona clara (s). *p<0,05 vs. naive-salina e #p<0,05 vs. FS+RS-salina. Os resultados
foram apresentados como a média £+ EPM. ANOVA de duas vias seguida de pés-teste de Tukey.
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4.5 Efeito do estresse e do tratamento agudo com levetiracetam no teste de

IS em animais adultos.

Os animais foram colocados individualmente na arena por 5 minutos e foi
medido a distancia total percorrida e o tempo na zona central. Semelhante ao que foi
observado no RO, ANOVA de duas vias indicou um efeito do estresse (F1,38=72,29,
p<0,0001) na distancia percorrida, mas sem efeito do tratamento (F1,3s=1,46, p=0,23)
e interacao entre os fatores (F1,38=0,14, p=0,70). O pbs-teste de Tukey indicou que 0s
grupos FS+RS, independente do tratamento, apresentam uma diminuicdo da

atividade locomotora (p<0,05 vs. naive-salina, Figura 18A).

A ANOVA de duas vias também evidenciou um efeito do estresse para o tempo
gasto na zona central (F1,38=45,87, p<0,0001), sem efeito do tratamento (F1,3s=0,57,
p=0,45) e interacdo entre os fatores (F1,38=0,09, p=0,76). O pds-teste de Tukey indicou
gue os grupos FS+RS, independente do tratamento, tem uma diminuicdo do tempo
gasto na zona central (p<0,05 vs. naive-salina, Figura 18B). Esses resultados sao
similares aos observados durante a sesséo de habituacdo do teste de RO. Entretanto,
para a habituacédo a arena no teste de interacdo social os animais foram tratados 30
min antes, diferentemente do RO, na qual os animais ndo receberam tratamento
imediatamente antes da habituacgéao.

Para avaliar a sociabilidade, apds a sessdo de habituacdo outro animal foi
colocado na arena e foi avaliado o tempo de interacdo social. A ANOVA de duas vias
indicou um efeito do estresse (F1,38=5,60, p=0,02), do tratamento (F1,3s=4,70, p=0,04)
e interacao entre estresse e tratamento (F1,38=33,30, p<0,0001). O pos-teste de Tukey
indicou que o grupo FS+RS apresentou uma diminui¢cdo no tempo de interagao social
(p<0,05 vs. naive-salina), um efeito que foi revertido pelo tratamento com

levetiracetam (p<0,05 vs. FS+RS-salina; Figura 18C).
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Figura 18. Efeito do estresse e do tratamento com levetiracetam (10 mg/kg) no teste de IS (n=10-
12/grupo). A — distancia total; B — tempo na zona central durante a habituacéo; C. tempo de interacdo
social *p<0,05 vs. naive-salina e #p<0,05 vs. FS+RS-salina. Os resultados foram apresentados em
média £ EPM. ANOVA de duas vias seguida de pés-teste de Tukey. Um animal do grupo FS+RS tratado
com levetiracetam foi retirado da andlise devido a quedas de energia ho momento da realizacdo do
teste.

4.6 Registros de eletrofisiologiain vivo de neurénios dopaminérgicos na ATV

Em relacdo ao nimero de neurdnios dopaminérgicos espontaneamente ativos
na ATV, a ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do estresse (F1,18=6,07,
p=0,02), do tratamento (F118=6,85, p=0,02) e uma interagdo entre os fatores
(F1,18=6,75, p=0,02). O poés-teste de Tukey indicou que o grupo FS+RS apresentou
um aumento no numero de neurbnios dopaminérgicos espontaneamente ativos
(p<0,05 vs. naive-salina), sugerindo a presenca de um estado hiperdopaminérgico.
Essa alteracdo foi revertida pelo tratamento com levetiracetam (p<0,05 vs. FS+RS-
salina; Figura 19A). Nenhum efeito significativo foi observado na frequéncia de

disparos e na % de disparos em burst (Figura 19A-C).

Uma andlise do niumero de neurbnios dopaminérgicos por sub-regido da ATV
(medial, central e lateral) também foi realizada. A ANOVA de trés vias indicou um
efeito da condicdo (F1,16=4,64, p=0,046), da regiao x condi¢ao (F2,32=3,74, p=0,035) e

da condicao x tratamento (F1,16=7,26, p=0,016), que foi evidenciado pelo aumento no
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namero de neurbnios dopaminérgicos na regiao lateral no grupo FS+RS tratado com
salina (p<0,05 vs. naive—salina; pés-teste de Tukey; Figura 19D). Nenhum efeito
significativo foi observado na frequéncia de disparos e na % de disparos em burst nas

diferentes sub-regides da ATV (Figura 19 E-F).
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Figura 19: Efeito do estresse e do tratamento agudo com levetiracetam (10 mg/kg) na
eletrofisiologia de neurdnios dopaminérgicos na ATV (n= 5-6/grupo). A — nimero de neurbnios
dopaminérgicos espontaneamente ativas por track; B — frequéncia de disparo; C — % de disparos em
burst; (naive-salina: 17 células); (naive-levetiracetam: 21 células); (FS+RS- salina: 43 células);
(FS+RS-levetiracetam: 18 células). D — nimero de neurdnios dopaminérgicos espontaneamente ativos
por track nas diferentes sub-regiées da ATV; E — frequéncia de disparo por sub-regido da ATV; F — %
de disparos em burst por sub-regido da ATV. *p<0,05 vs. naive-salina e #p<0,05 vs. FS+RS-salina;
ANOVA de duas vias (A, B, C) ou de trés vias (D, E, F), seguida pelo p4s-teste de Tukey. O menor
namero de animais por grupo nas andlises eletrofisiolégicas do que nos testes comportamentais &
devido a morte de alguns animais durante a cirurgia e também devido a realizacdo do registro fora da
ATV.
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4.7 Registros de eletrofisiologia in vivo de neurdnios piramidais no HV

A ANOVA de duas vias ndo indicou nenhum efeito significativo para o numero
de células por track, tanto em relacdo a condicéo (estresse) (F1,20=1,87, p=0,18) bem
como em relagdo ao tratamento (F1,20=0,32, p=0,57). Os dados de frequéncia de
disparo foram submetidos a analise ndo-paramétrica uma vez que ndo apresentaram
distribuicdo normal e homogeneidade das variancias. O teste de Kruskal-Wallis
indicou um efeito significativo para frequéncia de disparo (H=10,19, p=0,01), o pos-
teste de Dunn indicou que os animais FS+RS tratados com salina apresentaram um
aumento na frequéncia de disparo (p<0,05 vs. naive-salina), uma alteracéo revertida

pelo tratamento com levetiracetam.

As mesmas analises foram realizadas para os interneurdnios encontrados.
ANOVA de duas vias nao indicou nenhum efeito significativo no nimero de células
por track tanto em relagéo a condicéo (estresse) (Fi,20 =2,24, p=0,14) bem como para
o tratamento (F120=0,35, p=0,42). O teste de Kruskal-Wallis indicou um efeito
significativo para frequéncia de disparo (H=9,99, p=0,018). Houve uma diminuicao,
nao estatisticamente significativa, na frequéncia de disparo de interneurénios no HV
de animais submetidos ao estresse na adolescéncia tratados com salina quando
comparado aos animais do grupo naive-salina. Mas, a frequéncia de disparo de
interneurdnios no HV de animais submetidos ao estresse na adolescéncia tratados
com levetiracetam foi significativamente maior comparada a dos animais estressados
gue receberam salina (p<0,05, FS+RS levetiracetam vs. FS+RS salina; pos-teste de

Dunn).
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Figura 20. Efeito do estresse e do tratamento agudo com levetiracetam (10 mg/kg) na
eletrofisiologia de neurénios piramidais no HV (n=5-7/grupo - naive-salina: 27 células piramidais e
30 interneurdnios; naive-levetiracetam: 23 células piramidais e 9 interneurdnios; FS+RS-salina: 26
células piramidais e 20 interneurbnios; FS+RS-levetiracetam: 31 células piramidais e 19
interneurdnios). A — Numero de neurdnios piramidais por track; B — frequéncia de disparo dos
neurdnios piramidais; C — numero de interneurdnios por track; D- frequéncia de disparo dos
interneurdnios; *p<0,05 vs. naive-salina e #p<0,05 vs. FS+RS-salina. Dados apresentado em média +
EPM. ANOVA de duas vias (A e C); Kruskal-Wallis (B e D).
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados indicam que a exposicdo ao estresse durante a
adolescéncia induziu alteracdes similares as observadas na esquizofrenia na idade
adulta, como: comportamentos tipo-ansiedade, prejuizos na interacdo social e na
funcéo cognitiva, além de induzir hiperatividade no HV caracterizado pelo aumento da
frequéncia de disparo dos neur6nios piramidais e um estado hiperdopaminérgico
caracterizado por um aumento no numero de neurbnios dopaminérgicos
espontaneamente ativos na ATV.

O tratamento agudo com levetiracetam 30 minutos antes dos testes
comportamentais e dos registros eletrofisioldgicos foi capaz de atenuar as alteracfes
comportamentais induzidas pelo estresse na adolescéncia, com exce¢ao das
alteraces no LCE. O tratamento com levetiracetam também atenuou a hiperatividade
do HV e o aumento na populacdo de neurbnios dopaminérgicos espontaneamente
ativos na ATV induzidos pelo estresse na adolescéncia. Contrario ao observado
anteriormente por Gomes e Grace (2017), o estresse na adolescéncia ndo aumentou
a resposta locomotora a anfetamina. Entretanto, ndés observamos um aumento da
resposta locomotora a anfetamina em animais estressados que foram tratados com
levetiracetam.

Apesar dos sintomas que mais comumente caracterizam a esquizofrenia sejam
0s psicoticos, sabe-se que cerca de 65% dos pacientes sao geralmente mais ansiosos
e que essa condi¢cdo produz uma piora do prognostico (Braga, Reynolds et al. 2013,
Temmingh e Stein 2015). O teste de LCE e o teste de CE sé&o utilizados para avaliacdo
de repostas relacionadas a ansiedade (Bourin e Hascoet 2003, Braga, Reynolds et al.
2013). Embora no LCE no6s nao observamos alteracdes na exploracdo dos bracos

abertos, que é utilizado como parametro relacionado a ansiedade, houve uma reducao
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no numero de entradas nos bracos fechados, um parametro relacionado a atividade
locomotora. Assim, a auséncia de alteracdo na exploracdo dos bracos abertos dos
animais estressado pode ter sido influenciada por uma diminuigdo na exploracéo do
animal no LCE. Destaca-se que um maior nivel de ansiedade pode ser refletido por
uma diminuicdo na atividade locomotora (Rodgers e Dalvi 1997, Augustsson e
Meyerson 2004). Trabalhos anteriores avaliando o impacto de estressores no
comportamento de ratos no LCE também observaram um efeito de diminuicdo da
exploracédo do LCE (Padovan e Guimaraes 2000). Além disso, € interessante ressaltar
gue os valores observados em ambos os parametros de exploracéo do brago aberto
(% de entradas e % de tempo) no grupo “controle” (naive+salina) foram baixos em
relacdo ao que € comumente observado (20-40 %) em trabalhos do nosso grupo de
pesquisa (Padovan e Guimardes 2000, Campos e Guimardes 2008, Andrade e
Guimaraes 2003). O levetiracetam néo foi capaz de atenuar os efeitos do estresse na
exploracdo do LCE.

No teste do CE, nés observamos que o estresse na adolescéncia induziu
comportamento tipo-ansiedade indicado pela diminuicdo no tempo gasto no
compartimento claro, bem como uma diminuigdo no nimero de entradas na zona
clara. O tratamento com levetiracetam atenuou o comportamento tipo-ansiedade no
CE, aumentando o tempo de permanéncia dos animais estressados na zona clara.
Além disso, foi observado uma diminuicdo no numero total de cruzamentos nos
animais estressados tratados com salina, reforcando o possivel efeito do estresse em
diminuir a exploragéo do aparato como observado no LCE.

Adicionalmente, os animais estressados passaram menos tempo explorando o
centro da arena durante a sessédo de habituacdo do teste de RO e no teste de IS, bem

como apresentaram uma diminuicdo da distancia total percorrida, ambas alteracdes
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comumente associadas a um comportamento do tipo-ansiogénico (Augustsson e
Meyerson 2004, Kuniishi, Ichisaka et al. 2017). Em conjunto, nossos achados em
relagdo a prejuizos relacionados a ansiedade indicam que o estresse na adolescéncia
resulta em comportamentos tipo-ansiogénico, e que o levetiracetam foi capaz de
atenuar esses comportamentos. De fato, estudos em humanos sugerem que o
levetiracetam é eficaz no tratamento de transtornos de ansiedade (Kinrys, Worthington
et al. 2007).

Na esquizofrenia os déficits cognitivos podem estar presentes antes da
emergéncia do primeiro episddio psicotico (Brewer, Wood et al. 2006) e persistem
durante todo o curso da doenca (Chua e Murray 1996). Esse grupo de sintomas é
resistente ao tratamento com os antipsicéticos atualmente disponiveis, o que indica
para a necessidade de novas estratégicas farmacologicas que sejam eficazes no alivio
desses sintomas. Sabe-se que memoéria pode ser dividida em duas categorias
distintas: formas declarativas e ndo declarativas. A memaria declarativa, ou memoria
explicita, € caracterizada pela capacidade de recordar histérias pessoais, fatos e
eventos e depende das estruturas interconectadas do lobo temporal medial (Opitz
2014).

O reconhecimento é um subtipo de memdéria declarativa, sendo assim o teste
de RO é analogo em alguns aspectos a memoéria declarativa em humanos, um dos
sete dominios cognitivos que sdo anormais na esquizofrenia (Rajagopal, Massey et
al. 2014). Similar ao observado anteriormente pelo nosso grupo (Gomes e Grace
2017), o estresse na adolescéncia induziu prejuizo cognitivo no teste de RO na idade
adulta. Essa alteracgéao foi revertida pelo tratamento com levetiracetam. Esses achados

estdo em concordancia com resultados que indicam que o levetiracetam foi capaz de
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reverter prejuizos cognitivos em um modelo animal de esquizofrenia baseado na
hipofuncéao dos receptores NMDA (Koh, Shao et al. 2018).

Outro grupo de sintomas resistente ao tratamento com antipsicoticos é o dos
sintomas negativos, o que afeta significativamente qualidade de vida dos pacientes.
Os resultados obtidos indicam que além de alteracbes em comportamento tipo-
ansiedade e prejuizos na funcao cognitiva como ja haviamos demonstrado (Gomes e
Grace 2017), o estresse na adolescéncia também resultou em diminui¢ao na interacéo
social na idade adulta. O tratamento com levetiracetam também foi capaz de reverter
essa alteracdo. Esses resultados, podem abrir caminho para novas estratégias
farmacolégicas no tratamento dos sintomas negativos. Adicionalmente esse € o
primeiro trabalho que relata um efeito do levetiracetam em reverter prejuizos na
interac&o social.

A esquizofrenia é caracterizada por um estado hiperdopaminérgico, um achado
também observado em modelos animais para o estudo da doenca. Em humanos, o
estado de atividade aumentado do sistema dopaminérgicos € refletido pela maior
captacao de fluorodopa estriatal medida por exames de imagem como: tomografia por
emissdo de pdsitrons (Katzel, Wolff et al. 2020). Em animais esse estado pode ser
indicado por uma resposta exacerbada a uma baixa dose de anfetamina (Pierce e
Kalivas 1997), aumento dos niveis basais de dopamina em regides do estriado e da
atividade de neurbnios dopaminérgicos (Grace 2016) . Por exemplo, no modelo animal
de esquizofrenia MAM observa-se um aumento da atividade de neurdnios
dopaminérgicos na ATV e um aumento da resposta locomotora ap0s a administracao
de uma baixa dose de anfetamina (Du e Grace 2013). Alteracdo similar foi observada
pelo nosso grupo em animais adultos que foram submetidos ao estresse na

adolescéncia (Gomes e Grace 2017).
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Em relagdo a resposta locomotora a anfetamina, no presente estudo, n0s néo
conseguimos reproduzir a resposta locomotora aumentada ap0s o desafio com
anfetamina em animas que foram submetidos ao estresse na adolescéncia. As causas
para isso ndo sao claras, mas podem estar relacionadas as diferencas nos protocolos.
Por exemplo, a dose de anfetamina utilizada no presente estudo (1,5 mg/kg) foi maior
que a do que a utilizada por nés anteriormente (0,5-0,75 mg/kg) e as condi¢des de
manutencdo dos animais. De forma ndo esperada, nés observamos uma maior
atividade locomotora apés a administragdo de anfetamina em animais submetidos ao
estresse na adolescéncia e tratados com levetiracetam. Relatos de caso na literatura
reportam que o levetiracetam pode induzir sintomas psicéticos em alguns pacientes
recebendo esse composto para o tratamento de epilepsia (Martins, Carvalho et al.
2020). Os mecanismos para isso ainda nao séo claros, mas poderia ter a exposi¢ao a
estressores como fator que contribua para o aparecimento desses sintomas.

Além disso, nossos resultados diferem de estudos anteriores, que indicam que
o levetiracetam foi capaz de atenuar a hiperatividade locomotora induzida por
anfetamina em um modelo para esquizofrenia baseado na administracéo repetida de
guetamina (Koh, Shao et al. 2018). Em contrapartida, evidencias indicam que o
levetiracetam pode ter efeitos opostos sobre a locomocéo a depender do tipo de droga
gue é administrada uma vez que reduz a atividade locomotora apds a administracao
de alcool mas aumenta a locomocéao induzida pela cocaina (Robinson, Chen et al.
2013).

Os dados que obtivemos nos registros eletrofisiolégicos mostraram que 0s
animais estressados apresentaram um aumento no numero de neurdnios
dopaminérgicos espontaneamente ativos na ATV, e que o tratamento agudo com

levetiracetam reverteu essa alteragéo. Acreditamos que a aparente contradi¢cao entre
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os resultados dos registros eletrofisiol6gicos (levetiracetam atenuando o numero
aumentado de neurénios dopaminérgicos espontaneamente ativos na ATV de animais
estressados) e os da RLA (levetiracetam aumentando a RLA em animais estressados)
possa estar associada aos pontos citados acima bem como alteragbes em vias e
estruturas downstream a ATV, como, por exemplo, alteracdes na expressao e/ou
sensibilidade de receptores dopaminérgicos em estruturas extratais. Entretanto,
estudos sdo necessarios para investigar essa e outras possibilidades.

A hipotese de que os resultados que observamos na RLA podem estar
associados com alteracbes em outras estruturas pode ainda ser sustentada se
levarmos em considera¢do que o aumento no numero de neurdnios dopaminérgicos
espontaneamente ativos foi confinado a regido lateral da ATV, que se projeta para o
estriado associativo (Ikemoto 2007), area que é considerada hiperativa em individuos
com esquizofrenia e estd associada com os sintomas positivos da doenca (Kegeles,
Dargham et al. 2010, Sonnenschein, Gomes et al. 2020). Nenhuma alteracao foi
observada nas regifes medial e central que se projetam para ndcleo accumbens core
e estdo relacionadas com estimulos de recompensa como os induzidos pela
anfetamina (Lodge e Grace 2008).

Nossos resultados também indicaram que o estresse na adolescéncia resultou
na hiperatividade do HV, alteracdo que € encontrada em modelos animais para
esquizofrenia e em humanos. Estudos de imagem mostram que o hipocampo anterior,
gue € homodlogo ao HV em roedores (Heilbronner, Rodriguez-Romaguera et al. 2016),
se encontra hiperativo em individuos com esquizofrenia (Liebermam, Girgis et al.
2018, Sonnenschein, Gomes et al. 2020). A maioria dos estudos relata niveis
aumentados de glutamato no hipocampo no primeiro episdédio e em pacientes

cronicos, independentemente do estado de medicacéo (Poels, Kegeles et al. 2014), e
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ja se sabe que as altera¢cdes no metabolismo hipocampal e no fluxo sanguineo estédo
associadas a sintomas psicéticos mais graves (Gur, Mozley et al. 1995). Nossos
resultados estdo em concordancia com trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa
gue mostram que o0 estresse durante a adolescéncia resulta na hiperatividade
hipocampal caracterizada pelo aumento da frequéncia de disparo dos neurdnios
piramidais Gomes, Zhu et al. 2020, Gomes e Grace 2018). Nosso trabalho mostrou
que o levetiracetam é capaz de reverter essa hiperatividade de neurdnios piramidais
no HV induzida pelo estresse na adolescéncia.

Também observamos uma diminui¢do, que ndo foi estaticamente significativa,
na frequéncia de disparo de interneurdnios no HV de animais submetidos ao estresse
na adolescéncia e os animais estressados tratados com levetiracetam apresentaram
um aumento significativo na frequéncia de disparo dos interneurénios no HV em
relacdo ao grupo FS+RS salina. Esses resultados podem indicar que o levetiracetam
possa atenuar o possivel prejuizo funcional na atividade de interneurdnios induzida
pelo estresse na adolescéncia e facilitar a neurotransmisdo GABAérgica, como ja foi
observado em outro estudo (Wakita, Kotani et al. 2014). Isso poderia contribuir para a
normalizag&o do balango E/I, com a normalizag&o da atividade aumenta dos neurdnios
piramidais induzida pelo estresse. Além disso, ja foi demonstrado que estratégias
capazes de aliviar o estresse em um modelo animal para o estudo da esquizofrenia,
o modelo MAM, levam a um aumento na frequéncia de disparo de interneurénios
GABAérgicos no HV, o que foi associado com uma atenuacdo do fendtipo tipo-
esquizofrenia (Zhu e Grace 2021).

Embora nédo tenhamos explorado os mecanismos pelos quais o levetiracetam
produza seus efeitos, uma quantidade significativa de estudos mostra que essa droga

diminui a transmissdao excitatéria dependente de glutamato e facilta a
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neurotransmisdo GABAérgica (Katzel, Wolff et al. 2020). Esses efeitos podem ser
modulados pela acdo do levetiracetam em diferentes alvos farmacolégicos como:
canais de calcio dependentes de voltagem; glicoproteina SV2A, facilitacdo da
neurotransmisdo GABAérgica e canais Kv3.1 (Lukyanetz, Shkryl et al. 2002, Wakita,
Kotani et al. 2014) Yang e Rothman 2009, Huang, Tsai et al. 2009).

Sabe-se que os canais de calcio dependentes de voltagem sdo essenciais para
manutencdo do potencial de acao; estudos eletrofisioldgicos in vitro mostram que a
administragao aguda de levetiracetam inibe esses canais em neurdnios piramidais do
hipocampo, resultado na diminuigéo da liberagéo de glutamato e, consequentemente,
reduzindo a neurotransmiséo excitatoria (Lukyanetz, Shkryl et al. 2002), mecanismo
que poderia contribuir para normalizacdo da aumentada frequéncia de disparo dos
neurdnios piramidais no HV.

Além disso, como discutido acima estudos mostram que o levetiracetam facilita
a neurotransmisdo GABAérgica, essa acdo pode ocorrer através da facilitacdo da
neurotransmisdo mediada por receptores GABAa e através da sua acdo em canais de
potassio Kv3.1 que sao abundantes em interneurénios PV, regulando a atividade fast-
spiking dos mesmos (Wakita, Kotani et al. 2014, Huang, Tsai et al. 2009, Boddum,
Hougaard et al. 2017). Ja é bem descrito na literatura a perda funcional de
interneurdnios PV em individuos com esquizofrenia e também nos modelos animais
da doenca (Zhang e Reynolds 2002, Konradi, Yang et al. 2011). Embora ndo seja
possivel afirmar que o levetiracetam esteja realizando seus efeitos por uma facilitagéo
especifica da atividade de PV, os resultados por nos encontrados (normalizacdo da
frequéncia de disparo de neurdnios piramidais e aumento da frequéncia de disparo de
interneurdnios GABAérgicos no HV em animais estressados tratados com

levetiracetam em comparacdo ao animais estressados tratados com salina), bem
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como dados presentes na literatura indicando que o levetiracetam modula a atividade
de canais Kv3.1 e de que compostos que possuem atividade sob esses canais
resultam no resgate do fenétipo de disparo r4pido desses interneurénios (Huang, Tsai
et al. 2009, Boddum, Hougaard et al. 2017), podem indicar um efeito do levetiracetam
sobre a modulacdo da atividade desse interneurdnios. Entretanto, mais estudos
precisam ser realizados para testar essa hipotese.

Outro importante mecanismo de acdo do levetiracetam € a modulacdo da
glicoproteina SV2A. Embora ndo se saiba exatamente a sua funcao, é proposto que
essa glicoproteina participe dos processos de exocitose dependente de calcio,
retencdo de neurotransmissores nas vesiculas sinapticas e priming das vesiculas
sinpticas, bem como no transporte dos constituintes das vesiculas (Loscher, Giliard
et al. 2016). Estudos eletrofisiolégicos em animais nocautes para SV2A mostram que
ocorre uma diminuicdo na neurotransmisdo GABAérgica nesses animais (Crowder,
Gunther et al. 1999). O local de ligacdo do levetiracetam na glicoproteina SV2A ainda
ndo esta elucidado, bem como o exato mecanismo de modulacdo de sua fungéo.
Entretanto, acredita-se que os efeitos anticonvulsivantes do levetiracetem envolvam a
a modulacdo da SV2A e a diminuicdo da neurotransmisdo excitatoria que esta
aumentada na epilepsia (Sourbron, Chan et al. 2018) Portando, os efeitos do
levetiracetam observados no presente trabalho também podem ser mediados pela
modulacao da glicoproteina SV2A.

Levando em conta dos dados descritos acima o levetiracetam poderia exercer
seus efeitos através da modulagéo da via HV-nlcleo accumbens—palido ventral-ATV,
uma vez que foi capaz de reverter o aumento da frequéncia de disparo no HV e
diminuir o nimero de neurdnios dopaminérgicos espontaneamente ativos na ATV.

Adicionalmente, um estudo mostrou que a administracdo de levetiracetam reduz a
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transmissao excitatoria no nucleo accumbens (Robinson, Chen et al. 2013),
representando mais um ponto de modulacao na via proposta.

De uma forma geral, o levetiracetam tem sido apontado como uma possivel
estratégia farmacolégica para normalizacdo de transtornos que apresentam
desregulagédo no balanco E/I (Katzel, Wolff et al. 2020). Nosso trabalho é um dos
primeiros a mostrar que o levetiracetam consegue atenuar/reverter alteracoes
comportamentais e eletrofisiologicas similares as observadas na esquizofrenia
induzidas pelo estresse na adolescéncia, possivelmente através da modulagdo a

atividade disfuncional do balanco E/I
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6. CONCLUSAO

1. O modelo de exposicao a estressores durante a adolescéncia induziu alteracdes
comportamentais relacionadas a ansiedade, prejuizos de interacdo social, prejuizos
cognitivos na idade adulta, além de alteracdes eletrofisiolégicas que resultaram na
hiperatividade dos neurdnios piramidais glutamatérgicos no HV bem como dos
neurdnios dopaminérgicos na ATV, de certa forma, similares as observadas na
esquizofrenia.

2. O tratamento agudo com levetiracetam atenuou/reverteu as alteragbes
comportamentais bem como as alterac6es eletrofisiolégicas induzidas pelo estresse
na adolescéncia. Sendo assim, nossos achados apoiam a continuidade da pesquisa
pré-clinica e clinica sobre a utilizacdo do levetiracetam como uma potencial droga a

ser utilizada no tratamento da esquizofrenia.
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