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 RESUMO 

 
A esquizofrenia é um grave transtorno mental. Este transtorno é capaz de comprometer 

o pensamento, vontade própria, percepção, afeito, e a interação social. As causas da 

esquizofrenia são ainda desconhecidas, variando desde influências genéticas, fatores 

ambientais, disfunções de áreas cerebrais, alterações fisiopatológicas e 

comprometimentos neurodesenvolvimentais. Este trabalho tem como principal objetivo 

determinar as alterações comportamentais e neuroinflamatórias no modelo 

neurodesenvolvimental de esquizofrenia induzida por desafio imune neonatal provocado 

por Poly I:C em ratos. Foram utilizados desde o nascimento ratos Wistar neonatos de 

ambos os sexos, nos seguintes períodos 5-7 dias (neonatos), 35 dias (adolescentes), 60 

dias (adultos jovens) e 74 dias (adultos). Para a determinação dos efeitos preventivos ou 

terapêuticos da clozapina os animais foram tratados com o antipsicótico atípico na 

adolescência ou idade adulta, respectivamente. Os resultados foram expressos como 

média ± erro padrão da média (EPM). Os dados comportamentais foram analisados por 

two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni como teste post-hoc. Os resultados do 

teste de Y-maze foram analisados por Two-way ANOVA no caso da avaliação de 

animais adolescentes e adultos seguido do teste de Bonferroni ou por One-way ANOVA 

seguido do teste de Student Newman Keuls no caso das avaliações dos animais na 

mesma idade. Valores significativos foram considerados quando p< 0,05. Os resultados 

mostraram que a administração intraperitoneal de Poly I:C 2,0 mg/kg em ratos Wistar 

neonatos (5º - 7° dia pós-natal), foi capaz de induzir um comportamento tipo-

esquizofrenia na fase adulto jovem e adulto dos animais evidenciada por diminuições 

significativas do percentual de inibição pré-pulso (PPI) do reflexo do sobressalto. Estes 

animais também apresentaram aumento significativo no número de erros no teste de Y 

maze indicativo de comprometimento de memória de trabalho. As alterações 

comportamentais registradas nas idades adulto jovem e adulto não foram evidenciadas 

na adolescência dos animais. A avaliação por imunohistoquimica da enzima óxido nítrico 

sintase induzida (NOSi) nos tecidos cerebrais (CPF, CE e hipocampo), mostrou uma 

intensa marcação difusa nos tecidos do CPF e do CE e uma marcação de forte a 

moderada nas aréas do hipocampo de animais adultos submetidos ao desafio imune em 

comparação ao grupo adulto controle. Porém, uma leve marcação foi observada nos 

animais adolescentes, quando comparado aos demais grupos. Também foram 

observadas diferenças na intensidade de marcação entre os grupos adulto e 
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adolescente tratados com Poly I:C, onde o grupo adulto apresentou maior intensidade de 

marcação. O tratamento com clozapina, por sua vez, foi capaz de reverter as alterações 

comportamentais e diminuir significativamente a marcação de NOSi em algumas áreas 

como o CPF e hipocampo, sendo menos evidente no corpo estriado. Os variados 

resultados de intensidade para as marcações imunohistoquímicas da NOSi podem ser 

justificados possivelmente pela diferença de receptores dopaminérgicos dos tecidos 

cerébrais estudados, onde se acredita que estes sistemas sofram influência moduladora 

direta do óxido nítrico. A avaliação por imunofluorescência para Iba-1 (marcador de 

micróglia) nas áreas cerebrais estudadas, principalmente no hipocampo demonstrou que 

as ramicações e os processos derivados das células microgliais dos ratos adultos 

expostos a Poly I:C apresentaram uma forte diminuição. Já o corpo celular microglial 

destes animais encontrava-se aumentado quando comparados aos animais adultos 

pertencentes ao grupo controle indicando, assim, uma elevada ativação microglial nos 

animais adultos desafiados com Poly I:C. Nos animais adolescentes tratados com Poly 

I:C esta ativação apresentou-se de forma leve a moderada. Em conclusão, os resultados 

do presente trabalho mostram de forma inédita a ativação de células microgliais em 

animais adultos submetidos ao desafio imune neonatal com poly I:C acompanhado por 

aumento na marcação de NOSi. A habilidade da clozapina em reverter as alteraçõs 

causadas pelo desafio imune em animais adultos indica a NOSi como novo possível alvo 

para a ação terapêutica da clozapina. 

 
 
Palavras-chave : Esquizofrenia. Poly I:C. Neuroinflamação. Óxido Nitríco. Microglia. 
Desafio Imune Neonatal. 
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ABSTRACT 
 

Schizophrenia is a major mental disorder. This disorder can impair thought processes, 

volition, perception, affect and social interaction. The causes of schizophrenia are still 

unknown, ranging from genetic influences, environmental factors, and dysfunction of 

brain areas, pathophysiological alterations and neurodevelopmental impairments. This 

work aims to determine the behavioral and neuroinflammatory changes in a 

neurodevelopment model of schizophrenia induced by neonatal immune challenge 

induced by Poly I:C in rats. For this, Wistar rats of both sex in the periods of 5-7 days 

(neonates), 35 days (adolescents), 60 days (young adults) and 74 days (adulthood) were 

used. To determine the preventive and theraputical effects of Clozapine, this 

antipsychotic was administered to adolescent and adult rats, respectively. The behavioral 

data was presented as mean ± standard error of the mean (SEM) and analyzed by two-

way ANOVA followed by Bonferroni test as post-hoc test. The Y-maze test, in turn, was 

analyzed by one-way ANOVA followed by Student Newman Keuls. Values were 

considered significant when p <0.05. The results showed that the administration of Poly I: 

C at a dose of 2.0 mg/kg to neonates from 5-7 post natal days was able to induce 

schizophrenia as observed in young adults and adulthood by decreases in the 

pencentage of prepulse inhibition (PPI) of the startle reflex. These animals also 

presented working memory deficits noticed by increases in the number of error displayed 

in the Y maze test. Adolescent poly I:C treated animals did not present significant 

behavioral alterations as compared to adult poly I:C animals. Evaluation of inducible nitric 

oxide synthase (iNOS) by immunohistochemical technique in rat brain tissues (PFC, 

hippocampus and striatum), showed an intense diffuse staining of iNOS in the tissues of 

the PFC and the striatum and a strong to moderate staining in the hippocampus of poly 

I:C adult animals when compared to the adult control group. However, a light staining 

was observed in adolescent animals when compared to other groups. There were 

differences in the intensity of staining between adolescent and adult Poly I: C animals, 

where the adult group showed higher intensity staining. Treatment with clozapine, in turn, 

decreased the staining of iNOS in some areas such as the hippocampus and PFC, being 

less evident in other as the striatum. These different results regarding the intensity of 

immunohistochemical stainning can be explained by the difference of dopaminergic 

receptors of the brain tissues studied. It is believed that these systems are modulated by 

nitric oxide. The evaluation by immunofluorescence for Iba-1 (a microglia marker) in the 
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brain areas investigated, particularly in the hippocampus showed a decrease in the 

presence of ramifications and processes in the microglial cells from adult rats exposed to 

Poly I: C. In addition, the microglial cell bodies of the poly I:C adult rats were enlarged 

when compared to control adult animals, therefore indicating that adult poly I:C presented 

a higher microglial activation. In adolescent animals this activation was shown to be mild 

to moderate. Taken together, the current results showed, for the first time, an activation 

of microglial cells in adult animals submmited to the neonatal immune challenge 

accompanied by increases in iNOS staining. In addition, the atypical antipsychotic 

clozapine was able to revert poly I:C induced alterations indicating iNOS as a possible 

novel target for clozapine action. 

 

 

Keywords : Schizophrenia. Poly I: C. Neuroinflammation. Nitric Oxide. Microglia 

activation. Neonatal Immune Challenge. 
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A sabedoria entrará no teu coração,  

 o conhecimento será aprazível à tua alma; 

 o bom senso te protegerá,  

              e o discernimento te guardará.  

(Provérbios; 2:10-11) 
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1     INTRODUÇÃO 

1.1 Esquizofrenia 

1.1.1 Histórico e Epidemiologia 

 

Os quatro mais sérios transtornos do pensamento e humor são: esquizofrenia, 

depressão, mania e estados de ansiedade. Estes transtornos comprometem o 

pensamento, volição, percepção, afeto, e interação social (SADOCK, 2000). Vale 

ressaltar que 10% das pessoas com esquizofrenia cometem suícidio e que esta doença 

representa 30% de todas as hospitalizações por transtornos mentais (KANDEL, 1999) 

além de ser responsável por uma grande parcela de aposentadorias precoces (LIMA, 

2003). 

 

O termo esquizofrenia foi utilizado pela primeira vez por Eugen Bleuler, psiquiatra 

Suíço, em 1911. Bleuler associou o termo com a ideia de uma mente dividida devido à 

forma como o esquizofrênico sente e reage a suas emoções e humores (KAGAN & 

GALL, 2007). 

 

KAPLAN & SADOCK, (1999), mostraram que a deterioração nas funções 

cognitivas e na personalidade, bem como delírios de grandeza e paranóia, já existiam no 

século XV A.C. Durante a Idade Média, a observação e o tratamento da esquizofrenia 

diminuíram muito, sendo que a doença reemergiu como uma condição médica digna de 

estudo e tratamento a partir do século XVIII. A descrição dos sintomas atualmente 

conhecidos e aceitos como de esquizofrenia foram embasados nos estudos de Emil 

Kraepelin (Dementia Praecox and Paraphrenia), publicados em 1919 que descreviam a 

demência precoce e a psicose maníaco-depressiva. Na mesma época, Eugen Bleurer 

sugeriu o termo “esquizofrenia” (divisão da mente) para o transtorno caracterizado pela 

perda da associação entre os processos de pensamento e entre pensamento, emoção e 

comportamento, indicando os quatro sintomas primários (os quatro “A”s): associações 

anormais, comportamento e pensamento autistas, afeto anormal e ambivalência. 

Existem outros modelos para a conceituação da esquizofrenia que, embora seriamente 

debatidos no passado, atualmente são considerados demonstravelmente inválidos ou 

tão seriamente reducionistas a ponto de não explicarem as principais observações 

associadas com a doença. Formulações anteriores, tais como a teoria da reação social 
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(que sustentava que a esquizofrenia era uma reação saudável a um mundo insano), não 

explicam os fatos centrais da doença nem levam à intervenção efetiva. 

 

Wittchen et al., (2011), concluíram em seu estudo que a epidemiologia da 

esquizofrenia possui uma prevalência de 1% na população mundial, sugerindo ainda que 

em cada 10.000 habitantes, quatro casos novos do transtorno surjam por ano de acordo 

com as diferentes estimativas de incidência encontradas. Citam, também, que a 

incidência real deve estar entre um e sete casos novos para cada 10.000 habitantes por 

ano.  

 

A esquizofrenia é um dos transtornos mentais mais graves que existe, seja por 

sua sintomatologia, seja pela prevalência mundial (cerca de 1% da população, segundo 

dados da Organização Mundial da Saúde – OMS). A herdabilidade para esquizofrenia é 

estimada em 0,83, uma das mais altas taxas entre todas as doenças psiquiátricas 

(CANNON et al., 1998). 

 

 

1.1.2 Etiologia da Esquizofrenia 

 

  

De acordo com o DSM-IV (2003) – manual diagnóstico em psiquiatria publicado 

pela Associação Americana de Psiquiatria (APA) – a esquizofrenia é definida nas suas 

características essenciais pela presença de sintomas psicóticos, tais como delírios, 

alucinações, dissociação do pensamento, comportamento desorganizado ou catatônico 

e afetividade embotada. É um quadro complexo apresentando sinais e sintomas na área 

do pensamento, percepção e emoções, causando prejuízo nos cuidados pessoais, 

ocupacionais e nas relações interpessoais e familiares. 

  

Durante as últimas duas décadas, novas evidências científicas levaram a uma 

hipótese reformulada da etiopatogenia da esquizofrenia baseada em processos 

relacionados ao desenvolvimento cerebral. Segundo Akil e Weinberger (2000);  eventos 

de ocorrência precoce, durante a vida intrauterina ou logo após o nascimento, podem 

ser de importância fundamental na etiologia de uma parcela dos casos de esquizofrenia, 

interferindo no desenvolvimento normal de determinadas estruturas cerebrais e tornando 
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o indivíduo vulnerável ao surgimento mais tardio dos sintomas da doença. A má nutrição 

do feto, envolvendo especialmente redução no suprimento de oxigênio, iodo, glicose, e 

ferro pode levar a prejuízos no desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC). Em 

seguida alguns fatores de risco que comprometem o neurodesenvolvimento serão 

discutidos. 

 

1.1.2.1 Complicações Obstétricas 

 

As condições maternas que causam a má nutrição do feto e parecem aumentar o 

risco de desenvolvimento da esquizofrenia incluem diabetes, doença pulmonar crônica, 

anemia, inanição maternal durante o primeiro trimestre de gestação (AKIL e 

WEINBERGER, 2000). 

 

As complicações obstétricas têm sido reportadas com certa frequencia nos 

relatórios médicos em até 20% dos casos envolvendo pacientes esquizofrênicos 

(CANNON, 1997), verificando-se mais comuns nos portadores da doença do que em 

controles (GEDDES et al., 1999). Entre indivíduos do sexo masculino que apresentaram 

retardo no crescimento uterino, foi relatado um risco três vezes maior de desenvolver 

esquizofrenia (HULTMAN et al., 1999). 

 

1.1.2.2 Fatores Genéticos e Ambientais 

 

Uma variação genética ou um fator ambiental podem levar a uma cadeia de 

eventos, em que ocorrendo numa fase sensível, por sua vez, podem determinar um 

desenvolvimento cerebral alterado, eliciando uma estrutura mais vulnerável ao 

surgimento e perpetuação da psicose e/ou de outros sintomas que compõem a 

esquizofrenia (WEINBERGER, 1995; LEWIS e LEVITT, 2002). 

 

Outra corrente atual de pesquisa na área relaciona-se com o estudo da influência 

de “eventos estressores psicossociais” no curso da doença. Sabe-se que o curso de 

diversas doenças de clara etiologia biológica pode ser influenciado por eventos 

estressores psicossociais como perda de familiar próximo, mudança de moradia, 

exames escolares etc. Alguns estudos investigando a influência destes life-events no 



25 
 

curso da esquizofrenia sugerem que pacientes esquizofrênicos podem apresentar pioras 

sintomatológicas diante deste tipo de estresse (ZUBIN & SPRING, 1977). 

 

São muitas as teorias e estudos que buscam explicar e entender, 

respectivamente, a etiopatogenia da esquizofrenia. No entanto, alguns estudos tentam 

demonstrar a relação existente entre o acometimento de quadros infecciosos no período 

gestacional e o desenvolvimento da doença, visto que muitas evidências sugerem que 

essa desordem mental é de origem neurodesenvolvimental e que, portanto, processos 

patológicos que ocorram durante o desenvolvimento fetal do cérebro podem 

desencadear manifestações clínicas da doença tardiamente (ZUCKERMAN  et al., 2005; 

PRASAD et al ., 2008). 

 

1.1.2.3 Hereditariedade 

 

De acordo com Vallada e Busatto (1996); a esquizofrenia é um transtorno 

hereditário. Possuir um parente com esquizofrenia é o fator de risco mais consistente e 

significativo para o desenvolvimento da doença. Uma relação clara pode ser encontrada 

entre o risco de esquizofrenia e o grau de parentesco a uma pessoa com esquizofrenia. 

Indivíduos que possuem parentes em primeiro grau com esquizofrenia possuem um 

risco aumentado em desenvolver a doença. Embora as estimativas variem, a taxa de 

concordância para esquizofrenia em gêmeos idênticos é ao redor de 50% e, para 

gêmeos dizigóticos, é da ordem de 12%, sendo significativamente maior que o 1% de 

risco da população geral. Por um lado, estes estudos demonstram a existência do 

componente genético (quatro vezes maior a probabilidade em gêmeos monozigóticos do 

que em dizigóticos), mas, por outro lado, também ressalta a participação do componente 

ambiental na expressão da esquizofrenia, já que o esperado é teoricamente 100% de 

concordância para gêmeos monozigóticos, pois a carga genética é idêntica em ambos . 
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1.1.3 Ativação imune na etiopatogenia da esquizofre nia  

 

A primeira investigação a relatar uma associação entre infecções virais e 

esquizofrenia foi conduzida na Finlândia (MASI et al.,2003). Estes pesquisadores 

observaram que fetos expostos durante o segundo trimestre de gestação ao vírus da 

influenza A2, na epidemia de 1957, apresentavam risco mais elevado para esquizofrenia 

na vida adulta do que os não expostos. 

 

AYALON et al., (2004) mostraram que a ativação crônica do sistema imune de 

ratas durante a gestação por exposição a lipopolissacarídeos bacterianos (LPS) 

aumenta a atividade da enzima tirosina hidroxilase (TH) no nucleus accumbens da prole 

adulta (JARSKOG 2007; BARKLEY ,1977). 

 

A TH é a enzima limitante da síntese in vivo de dopamina (DA) e noradrenalina, e 

pode ser usada como um marcador pré-sináptico dopaminérgico. O aumento da 

atividade da TH no nucleus accumbens de ratos adultos expostos no período pré-natal 

ao LPS é acompanhado pelo aumento dos níveis basais de DA nesta área cerebral, bem 

como pelo aumento dos níveis do metabólito ácido dihidroxifenilacético (DOPAC) nas 

áreas mais dorsais do corpo estriado (JARSKOG 2007; BARKLEY, 1977). 

 

Estes experimentos nos dão consideráveis evidências de que a ativação imune 

pré-natal por infecção pode afetar negativamente o desenvolvimento normal do sistema 

dopaminérgico mesocorticolímbico (Figuras 2 e 3).  

 

Há evidências bioquímicas do aumento nos níveis de DA e seu metabólito 

DOPAC nas regiões estriatais dorsal e ventral. Curiosamente, os níveis basais anormais 

de DA e seus metabólitos parecem estar ligados ao aumento da atividade TH nessas 

regiões do cérebro, semelhante aos efeitos demonstrados nos modelos experimentais. 

 

Os núcleos da base e suas subdivisões apresentam-se elucidadas na figura 01 
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Figura 01: Núcleos da Base. 

 
Fonte: http://bioeducafisica.blogspot.com.br/2010/03/nucleos-da-base.html.  Acesso em: 31/10/2012 

 

 

Segundo Akil e Weinberger, 2000; o nascimento prematuro extremo (ex. antes de 

33 semanas gestacionais) parece aumentar o risco para a esquizofrenia. Eventos 

perinatais e complicações durante o parto que levem à hipóxia ou isquemia podem 

causar danos ao hipocampo e córtex cerebral. Assim, eventos que afetam o 

desenvolvimento cerebral durante a gestação e o período perinatal estão claramente 

relacionados à esquizofrenia. Entretanto, inúmeras restrições devem ser feitas. Embora 

significativos esses efeitos sejam de uma pequena magnitude e podem explicar em 

torno de 1/3 dos casos. Além disso, as alterações do meio intrauterino que têm sido 

ligadas à esquizofrenia também podem aumentar os riscos para ocorrência de outros 

transtornos psiquiátricos. 
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1.1.3.1 Modelos animais de desafio imune pré- e pós -natal  

 

No modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia em roedores pela 

administração da substância Poly I:C, um poliribonucleotídeo sintético que provoca 

respostas imunes similares aos observados durante a infecção viral, a injeção de ratas 

grávidas leva a um amplo espectro das alterações vistas na esquizofrenia com a 

presença de déficits neuropatológicos relevantes e funcionais no animal adulto (MEYER 

et al., 2004). 

Na figura a seguir (Figura 02), vemos o detalhamento a estrutura bidimensional da 

Poly I:C. 

 

Figura 02: Estrutura Bidimensional da Poly I:C  

 
Fonte: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=274740. Acesso em: 30/10/2012 
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Figura 03: Via da Resposta Imune Inata ao Poly I:C 

 
Sinais que conduzem a produção de citocinas. Produtos bacterianos, tais como o Poly I: C, ou 

lipopolissacárido (LPS), ligam-se a receptores toll-like (TLR) sobre as células apresentadoras de antigeno 

(APC). Uma vez estimulado, TLR leva à ativação de proteínas adaptadoras, tais como Trif e MyD88, e 

iniciam a produção de citocinas, por exemplo, interferon do tipo I (IFN-I). Estas citocinas podem exercer 

funções efetoras diretas sobre as células-alvo, ou  podem facilitar a produção de outras citocinas, tais 

como interleucina-15 (IL-

15).Fonte:http://www.chuv.ch/ial/ial_home/ial_research/ial_basic_immunology_group/ial_modulation_immu

ne_responses_cytokines/ial_text_boyman_krieg_letourneau.htm. Acesso: 01/11/2012. 

 

De acordo com Aguiar et al., (2010), esses experimentos dão consideráveis 

evidências de que a ativação imune pré-natal por infecção pode afetar negativamente o 

desenvolvimento do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. 
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Usando técnicas de neuroimagem foi mostrado que a exposição in utero ao Poly 

I:C levou ao surgimento de anormalidades estruturais do cérebro dos animais, na idade 

adulta após o nascimento, associados com esquizofrenia, como: os ventrículos laterais 

aumentados e menor hipocampo (PRASAD, 2008 ; MACEDO et al., 2012). 

 

 

Figura 04: Vista superior do hipocampo 

 

Fonte: NETTER, Frank H.. Atlas de Anatomia Humana. 2ed. Porto Alegre: Artmed, 2000. 

 

Segundo Fatemi et al., (1999); a inoculação viral pré-natal tem demonstrado 

elevada capacidade de causar anormalidades na morfologia do hipocampo, em 

concordância com os autores anteriores, FELEDER et al (2010) afirma que alterações 

imunológicas perinatais, podem afetar a estrutura  e função do hipocampo, obtendo-se  

relatos de fenômenos esquizofrênicos  em animais adultos. 

 

A utilização de modelos experimentais de ativação imune pré-natal e pós-natal em 

animais são ferramentas indispensáveis para confirmar a hipótese de associação entre 

exposição à infecção e aumento do risco à esquizofrenia.  
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Especificamente, houve diferenças nos volumes do ventrículo esquerdo e do 

hipocampo entre 35 dias de idade nos animais que as mães receberam Poly I: C, mas 

que foram mais claramente evidentes aos 90 dias de idade (PIONTKEWITZ et al., 2009).  

 

Figura 05: A anatomia do cérebro e a representação transversal do hipocampo  

 

 
Fonte:http://www.educacaopublica.rj.gov.br/oficinas/ed_ciencias/neurocognicao/vermelho/ma03.html. 

Acesso em: 31/10/2012 

1.1.4 Hipóteses fisiopatológicas da esquizofrenia 

 

Os primeiros episódios de esquizofrenia são frequentemente precedidos por 

sinais prodrômicos, ou seja, que antecedem a doença. Estes incluem isolamento social e 

retirada, impedimento do desempenho normal das atividades, ideias e comportamentos 

estranhos, negligencia na higiene pessoal e afeição áspera. O período prodrômico é 

seguido por um ou mais episódios psicóticos que pode incluir perda da realidade, 

distúrbios de memória e alucinações. Estes episódios são algumas vezes separados por 

longos períodos nos quais o paciente não está evidentemente psicótico, entretanto, está 

isolado socialmente e tem um nível reduzido de ativação emocional, pobre vida social, 
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pobreza no falar e falta de motivação (CARPENTER et al., 1994; BLACK e 

ANDREASEN, 1999). 

 

Muitas regiões do cérebro e sistema relacionados são alterados na esquizofrenia 

(figura 06).  

 

Figura 06: O cérebro na esquizofrenia e suas áreas afetadas . 

 
Fonte : http://www.schizophrenia.com/schizpictures.html .Acesso em: 30/10/2012 

O comprometimento funcional decorrente da esquizofrenia se  apresenta como 

um imenso desafio para o paciente, seus familiares e cuidadores. A esquizofrenia é tida 

como um transtorno caracterizado por promover grave deterioração funcional e tem 

mobilizado diversos recursos com a meta de minimizar esses danos (WALLACE e 

LIBERMAN, 1985; RABINOWITZ et al., 2007).  

O comprometimento cognitivo associado à esquizofrenia promove déficits 

neuropsicológicos em atenção, memória de trabalho, aprendizagem verbal e solução de 

problemas. Esses déficits têm mostrado relação com o comprometimento funcional (por 
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exemplo, comportamento social, desempenho no trabalho e atividades da vida diária) 

(MATZA et al., 2006).  

1.1.4.1 Disfunção Dopaminérgica 

O comprometimento de diversas vias da neurotransmissão dopaminérgica está 

associado aos sintomas característicos da esquizofrenia (figura 07).  

Figura 07: Vias de neurotransmissão dopaminérgica e nvolvidas nos sintomas da 

esquizofrenia 

 
Fonte:http://www2.uol.com.br/vivermente/noticias/fda_aprova_novo_medicamento_para_esquizofrenia_e_t

ranstorno_bipolar_imprimir.html. Acesso em: 30/10/2012 

A preocupação com o funcionamento desse transtorno tem se mostrado 

emergente ao longo dos anos, sendo considerado, na atualidade, um importante 

indicador de desfecho na esquizofrenia. Vários instrumentos têm sido elaborados para 

orientar a mensuração da gravidade e melhorar o entendimento de causas relacionadas 

às perdas do paciente na execução de diversas atividades diárias (JOLLEY et al., 2006). 

Embora existam várias hipóteses desenvolvidas para explicar a fisiopatologia da 

esquizofrenia, existe aquela referente à hiperfunção dopaminérgica mesolímbica, 

atualmente a mais bem investigada e mais aceita. No entanto, sabe-se que além do 
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sistema dopaminérgico, outros sistemas de neurotransmissores centrais desempenham 

algum papel, sendo provável que vários sistemas estejam envolvidos simultaneamente 

(LIEBERMAN, MAILMAN e DUNCAM, 1998). 

 

O desdenvolvimento da teoria dopaminérgica da esquizofrenia surgiu a parti da 

observação de que certas drogas tinham habilidade em estimular a neurotransmissão da 

dopamina (DA). Constatou-se que a droga psicoestimulante anfetamina, quando 

administrada em doses altas e repetidas, causa uma psicose tóxica com características 

muito semelhantes às da esquizofrenia paranóide em fase ativa. A semelhança é tão 

grande, que pode levar a erros diagnósticos, caso o psiquiatra ignore que o paciente 

tenha ingerido anfetamina. Sabe-se que essa droga atua nos terminais dopaminérgicos 

aumentando a liberação de DA, além de impedir sua inativação na fenda sináptica, por 

inibir o mecanismo neuronal de recaptação existente na membrana pré-sináptica 

(GRAEFF, 1989). 

 

 Assim, acredita-se que os sintomas esquizofreniformes, tais como: grande 

agitação psicomotora, alucinações auditivas, e ideias delirantes do tipo persecutório, 

sejam devidos ao excesso de atividade dopaminérgica determinada pela anfetamina. 

Com efeito, essas manifestações cedem rapidamente após a administração de 

neurolépticos bloqueadores dos receptores dopaminérgicos, sobretudo do tipo D2, 

ricamente distribuídos nos núcleos da base e áreas mesolímbicas. Além disso, alguns 

pacientes parkinsonianos tratados com L-DOPA, que aumenta a formação de DA, 

desenvolvem sintomas psicóticos semelhantes. Sabe-se ainda que o efeito antipsicótico 

de drogas como a clopromazina e o haloperidol deve-se a ação dessas drogas em 

bloquear a atividade dopaminérgica (GRAEFF, 2004). 

 

1.1.4.2 Anormalidades Anatômicas Cerebrais  

 

Prominentes anormalidades anatômicas ocorrem no cérebro em alguns casos de 

esquizofrenia. Estudos de tomografia computadorizada, imagem de ressonância 

magnética e fluxo sanguíneo cerebral demonstraram que alguns pacientes com 

esquizofrenia possuem uma ou mais de quatro anormalidades anatômicas (KANDEL et 

al.,1991). 
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Diversos estudos utilizando a recém-desenvolvida técnica de tomografia 

computadorizada (TC) de crânio passaram a detectar sinais consistentes de atrofia 

cerebral, incluindo alargamento dos ventrículos cerebrais (mais pronunciado em cornos 

posteriores) e aumento de sulcos corticais numa proporção considerável de pacientes 

esquizofrênicos crônicos e agudos, independentemente de fatores não específicos como 

idade, uso de neurolépticos e eletroconvulsoterapia (ECT). Os primeiro achados de TC 

de crânio renovaram também o interesse em estudos patológicos post-mortem em 

cérebros de esquizofrênicos, e, com os avanços metodológicos nesta área, novas 

evidências começaram a surgir. Estudos recentes sugerem que os cérebros de alguns 

pacientes esquizofrênicos são mais leves e menores em comparação a indivíduos 

normais. Além disso, alterações cerebrais mais localizadas têm sido identificadas. As 

áreas mais consistentemente implicadas têm sido as porções mediais dos lobos 

temporais, sobretudo hipocampo e giro para-hipocampal. Diminuições de volume em 

áreas frontais, tálamo, gânglios da base e corpo caloso têm sido também sugeridas. A 

descoberta de alterações estruturais nos lobos temporais mediais tem despertado 

particular interesse. A ideia de que alterações nestas áreas estão relacionadas com a 

gênese de sintomas esquizofrênicos já vinha sendo considerada uma vez que psicoses 

esquizofreniformes são frequentes em pacientes com epilepsia do lobo temporal 

(HOPKINS e LEWIS, 2000). 

 

Inicialmente, no início do transtorno ocorre redução do fluxo sangüíneo no globo 

pálido esquerdo, sugestivo de distúrbio no sistema que conecta os núcleos da base aos 

lobos frontais. Segundo, parece ser um distúrbio nos lobos frontais desde que o fluxo 

sangüíneo não aumenta durante testes de função do lobo frontal envolvendo memória 

de trabalho, como ocorrem em pessoas normais. Terceiro, o córtex do lobo temporal 

medial é mais fino e a porção anterior do hipocampo é menor do que em pessoas 

normais, especialmente do lado esquerdo, consistente com os defeitos de memória. 

Finalmente, o ventrículo lateral e terceiro ventrículo estão enlarguecidos (KANDEL et 

al.,1991). 
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Figura 08: Corte Transversal do Cérebro. 

 

 
Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Telencephalon-Horiconatal.jpg. Acesso em: 31/10/2012 

 

   

A redução no fluxo sangüíneo no núcleo caudado e no lobo frontal, a redução do 

tamanho do hipocampo e ventrículos enlarguecidos são mais comumente vistas em 

pacientes que apresentam sintomas negativos. Vários achados anatômicos sugerem 

que o hipocampo, o córtex pré-frontal e o globo pálido (parte dos núcleos da base) são 

partes do sistema cognitivo que se encontram prejudicados pela esquizofrenia (KANDEL 

et al.,1991). 

 

 

1.1.4.3 Neuroinflamação 

 

 Atualmente, pesquisas abordando o papel da neuroinflamação na esquizofrenia 

estao ganhando muita evidência. Considera-se neuroinflamação a ativação de celulas 
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da micróglia, as células inflamatórias residentes no cerébro, podendo também envolver 

outras celulas linfoide (DOORDUIN et al., 2008). 

 

Portanto, acredita-se que a disfunção mitocondrial e o estresse oxidativo estejam 

diretamente envolvidos na fisiopatologia da esquizofrenia, apesar de a natureza exata do 

seu papel em particular, se primário ou secundário, ainda nao estar totalmente 

esclarecida (AGUIAR, 2010). 

 

A inflamação apresenta papel importante na psicopatologia da esquizofrenia. 

Estudos futuros devem avaliar mais profundamente o papel das citocinas pró-

inflamatórias e da autoimunidade na fisiopatologia dessa doença mental, o que podera 

conduzir a estrategias de intervenções farmacológicas mais específicas e eficazes para 

o tratamento desse transtorno mental (AGUIAR, 2010). 

 

1.1.4.4 Uso de Drogas de Abuso 
 

 Outra teoria também associa a esquizofrenia ao uso de drogas de abuso, como 

por exemplo, o uso da ketamina a qual utilizada em doses subanestésicas induz um 

quadro de esquizofrenia em humanos, incluindo sintomas positivos e negativos e 

alterações na eletrofisiologia do processo de informação cortical (ORANJE et al, 2000). 

  

A ketamina é uma droga que interage com vários tipos de receptores em diversos 

locais de ligação, incluindo os receptores de glutamato, tanto NMDA quanto não-NMDA, 

opióides, gabaérgicos, serotonérgicos, além de agir, direta ou indiretamente sobre as 

monoaminas (acetilcolina, noradrenalina e dopamina) (GARCIA, 2007). 

 

 
1.1.4.5 Alterações Glutamatérgicas 

 

  Muitos estudos sugerem que a exposição repetida do receptor NMDA aos 

antagonistas pode levar a um quadro de esquizofrenia superior aos efeitos de uma única 

dose destas drogas. A ketamina e a fenciclidina, antagonistas não-competitivos do 

receptor de NMDA, exacerbaram sintomas psicóticos em pacientes esquizofrênicos e 

induziram sintomas positivos e negativos semelhantes a essa doença em indivíduos 

saudáveis. (ADLER et al, 1999) 
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Experimentos usando modelos animais de esquizofrenia como o da administração 

perinatal de fenciclidina (antagonista glutamatérgico NMDA) em ratos mostram 

modificações em regiões cerebrais específicas, tais como: redução da GSH e da 

atividade da SOD no córtex frontal dorsolateral e no hipocampo, enquanto no tálamo o 

principal achado foi aumento da peroxidação lipídica, demonstrando dano oxidativo 

nessa área, o que pode explicar até certo ponto a disfunção nas conexões cortical-

cortical e cortical-subcortical que dão suporte a “hipótese de desconexão” da 

esquizofrenia (RADONJIĆ et al., 2009). 

 

A hipótese da hipofunção do receptor do ácido-N-metil-D-aspartato (NMDAR) foi 

desenvolvida a partir dos achados sobre drogas bloqueadoras dos receptores de 

glutamato NMDARs, tais como a fenilciclidina (PCP), que induzem efeitos quase 

idênticos aos sintomas positivos e negativos observados na esquizofrenia. Animais que 

receberam cronicamente antagonistas de NMDAR desenvolveram perda de matéria 

cinzenta de forma similar ao relatado na esquizofrenia. Somado a isso, foi observado em 

estudos de neuroimagem com SPECT um déficit relativo no acoplamento a NMDAR no 

hipocampo esquerdo de pacientes com esquizofrenia (STONE e PILOWSKY, 2007). 

   

1.1.5 Testes comportamentais para avaliação dos sin tomas da 

esquizofrenia em ratos 

 

1.1.5.1 IPP 

 

Um dos modelos comportamentais, reconhecidamente um endofenótipo de 

esquizofrenia, mais utilizado para a avaliação da esquizofrenia é o modelo da Inibição 

Pré-pulso (IPP) do sobressalto, é uma medida operacional sensorimotora, definida como 

a habilidade de um pré-estímulo inibir a resposta a um estímulo subsequente 

(HOFFMAN e ISON, 1980). Existem numerosos trabalhos mostrando os déficits da IPP 

em pacientes esquizofrênicos não medicados (BRAFF et al., 1978; SWERDLOW et al., 

2003, 2004), a IPP tem sido sugerida como um útil endofenótipo em potencial para a 

esquizofrenia.  
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Figura 9:  Esquema simplificado do mecanismo de inibição pré- pulso do reflexo de 

sobressalto acústico (PPI).  

 
A inibição pré-pulso da resposta de sobressalto acústico é caracterizada por uma redução na amplitude do 

sobressalto que ocorre em resposta a um estímulo auditivo intenso (pulso), quando este é precedido 

imediatamente (30-500ms) por um estímulo também sonoro, porém mais fraco (pré-pulso). 

Fonte: http://www.neurobiologia.org/ex_2010.2/12_MetilfenidatoElaineRP%28OK%29.pdf Acesso em: 

01/11/2012 

 

 1.1.5.2 Y- maze  

 
 
O teste do labirinto em Y foi descrito por Sarter et al (1988), esse teste possui um 

aparato em formato de Y com os braços denominados em 1, 2 e 3. Os animais são 

colocados no braço 1 e deve ser observado o número de alternações entre os braços 

durante 5 minutos. Através deste teste é possível avaliar a prevenção do déficit 

cognitivo. 
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Figura 10: Esquema simplificado do Y-maze  

 

 

Fonte: http://www.ratbehavior.org/RatsAndMazes.htm 

Acesso em: 01/11/2012 

 

1.1.5.3 Interação social 

 

O isolamento social é um dos sintomas negativos que aparece com muita 

frequencia e cedo na esquizofrenia. Modelos para estudar a interação social em animais 

de laboratório, sob efeito de fármacos psicotomiméticos, têm sido tentados, mas são 

limitados pela forte diferença com a interação humana, imposta pelo papel da linguagem 

nesta última. Os testes consistem, em geral, na medida da distância média entre os 

indivíduos ao longo do dia. Entre os endofenótipos avaliados nas diferentes abordagens, 

a diminuição da interação social é o único ligado à sintomatologia negativa da 

esquizofrenia. Mas sua interpretação é difícil, pois, entre os animais, qualquer sofrimento 

induz introspecção e perda de interação. A interação social depende também da 

capacidade de interpretar sinais complexos comunicados por outrem e também de emiti-

los recíproca e coordenadamente. Podemos, portanto, prever que toda perturbação 

sensorial ou motora, por falta ou por excesso, vá se traduzir em ruptura de ligações 

sociais. A menos que sejam utilizados estudos etológicos elaborados, incomuns nesse 

campo de pesquisa, os resultados de testes de interação social devem ser interpretados 

com cautela (GEYER e MOGHADDAM, 2002). 
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1.1.5.4 Hiperlocomoção e estereotipia 

 

Observou-se que indivíduos sob o efeito de anfetamina, fármaco que pode 

produzir sintomas psicóticos, exibem hiperatividade motora e estereotipia. Tais 

comportamentos podem ocorrer na esquizofrenia, sobretudo o comportamento 

estereotipado e as perseverações, embora possa ocorrer também a redução da 

atividade motora (GEYER e MOGHADDAM, 2002) 

 

1.1.6 Óxido Nítrico e Esquizofrenia 

 

O óxido nítrico (NO), um neurotransmissor atípico capaz de inibir a recaptação de 

dopamina e estimular sua liberação. Este por sua vez tem a capacidade de modular 

comportamentos controlados pelo sistema dopaminérgico. O teste de inibição pré-pulso 

revela uma deficiência no filtro sensório-motor, característica verificada em 

esquizofrênicos ou após tratamentos com psicotomiméticos, podendo ser prevenida pela 

inibição do NO. (SALUM, PEREIRA e GUIMARÃES, 2008) 

 

O óxido nítrico (NO) é um gás, instável, considerado recentemente um 

neurotransmissor atípico. Alterações na distribuição de NO e na presença de seus 

metabólitos em esquizofrênicos apontam para o envolvimento deste agente na 

esquizofrenia. Desta forma, o NO representa uma importante ferramenta para a 

compreensão da fisiopatologia da esquizofrenia (SALUM, PEREIRA e GUIMARÃES, 

2008). 

 

As enzimas responsáveis pela síntese desse gás são denominadas sintases do 

óxido nítrico (NOS), constituindo um grupo de enzimas extraordinariamente reguladas 

que podem ser encontradas em três isoformas: duas delas constitutivas, a neuronal e a 

endotelial, e uma induzida. Todas as isoformas da enzima NOS sintetizam NO e L-

citrulina a partir da L-arginina e do oxigênio molecular em uma reação dependente de 

diferentes cofatores, entre eles a nicotinamida adenina dinucleotídeo (ZHANG e 

SNYDER, 1995). 

 

O radical livre NO foi identificado como um mensageiro neuronal com diferentes 

funções tanto no sistema nervoso central como no periférico. O NO pode atuar como um 
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hormônio, um neurotransmissor, um mensageiro parácrino, um mediador ou ainda como 

uma molécula citoprotetora ou citotóxica (BERNSTEIN, BOGERTS e KEILHOFF, 2005). 

Alterações no sistema nitrérgico de esquizofrênicos são evidenciadas pela 

observação de uma baixa densidade de neurônios NADPH-d positivos nos córtices 

frontal e temporal e o aumento na densidade destas células na substância branca das 

regiões frontais e temporais (AKBARIAN et al., 1993). 

 

Há evidências de que a formação excessiva de NO possa ser neurotóxica. Uma 

série de estudos tem demonstrado que a estimulação da produção de NO, através dos 

substratos de NOS, NG-hidroxi-L-arginina (H-ARG) ou L-arginina, produz um aumento 

da liberação de DA e de GLU no estriado e em outras regiões cerebrais. Por sua vez, a 

inibição de NOS por meio de inibidores enzimáticos como o 7- nitroindazole (7-NI) 

produz efeito oposto (KISS e VIZI, 2001). 

 

Trabalhos in vitro e in vivo sugerem que o NO endógeno desempenha um efeito 

inibitório sobre os transportadores de monoaminas. Assim, o NO parece agir inibindo a 

recaptação de DA e aumentando a liberação deste neurotransmissor (KISS e VIZI, 2001; 

ROCCHITTA et al., 2005)  

 

A Ilustração da liberação do NO a partir da ativação dos receptores 

glutamatérgicos do tipo NMDA e sua interferência na terminação dopaminérgica é  

descrita na figura 11. 
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Figura 11: Ilustração da liberação do NO a partir d a ativação dos receptores 

glutamatérgicos do tipo NMDA e sua interferência na  terminação dopaminérgica.  

 
 

A liberação do glutamato ativa os receptores glutamatérgicos NMDA pós-sinápticos e promove influxo de 
Ca+, que ativa a enzima NOS e estimula a formação do NO, a partir do aminoácido L-arginina. O NO 
liberado inibe a atividade do transportador de dopamina, diminuindo a sua recaptação e aumentando sua 
liberação nas terminações dopaminérgicas próximas às sinapses glutamatérgicas. Modificado de Kiss e 
Vizi (2001). Fonte: Psicologia: reflexão e crítica [0102-7972] Salum, Cristine yr:2008 vol:21 iss:2 pg:186. 
Acesso em: 01/11/2012 
 

 

Esta distribuição alterada tem sido relacionada à diminuição nos níveis estáveis 

de metabólitos de NO, nitrito e nitrato, nos fluidos cérebro-espinhais destes pacientes 

(RAMIREZ et al., 2004).  
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Por outro lado, a produção excessiva de óxido nítrico no cérebro de 

esquizofrênicos foi observada em regiões que podem prover entrada excitatória crítica 

ao sistema dopaminérgico mesencefálico (GARCIA-RILL et al., 1995).  Adicionalmente, 

verificou-se no plasma de pacientes esquizofrênicos um aumento de NO (AKYOL et al., 

2002). 

 

Alguns estudos decritos por Chaves et al (2009) e MacKay et al (2010), retratando 

a modulação do óxido nítrico no tratamento da esquizofrenia têm se apresentado 

controversos, pois, foi relatado que em roedores, os efeitos induzidos pela  fenilciclidina 

(PCP), podem ser revertidos por meio da interferência com a produção de NO. O pré-

tratamento com L-nitro arginina metil-éster (L-NAME), um inibidor da enzima óxido nítrico 

sintase (NOS), contrabalançou os efeitos comportamentais da PCP e reduziu os níveis 

de NO. No entanto, há também evidências de estudos animais com PCP sugerindo que 

a subprodução de NO pode estar vinculada à esquizofrenia. Os referidos autores 

sugerem que os doadores de NO (nitroprussiato de sódio) podem bloquear os efeitos 

comportamentais da PCP e melhorar os déficits cognitivos. 

 

 

Esses achados corroboram a teoria do neurodesenvolvimento, sugerindo que 

uma diminuição na produção de NO em áreas corticais poderia contribuir para o 

desenvolvimento neuronal alterado, disfunção dos circuitos neuronais, hipofrontalidade e 

funcionamento cognitivo prejudicado. 
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2  JUSTIFICATIVA  

 

  

O desenvolvimento deste estudo justifica-se no fato de que estas linhas de 

investigação voltadas ao desenvolvimento e ao tratamento da esquizofrenia demonstram 

que há muito mais para ser descoberto. Acredita-se que futuramente o tratamento da 

esquizofrenia provavelmente será baseado em múltiplos sistemas neuronais, tendo 

diferentes drogas e doses direcionadas para redes neurais específicas e os sintomas 

associados a elas. 

 

Tendo por base estas diversas evidências este estudo foi delineado com o intuito 

de buscar determinar as principais alterações comportamentais e neuroinflamatórias 

induzidas pela administração de poly I:C  em ratos no período neonatal e como esta 

influenciaria as fases do desenvolvimento cerebral destes animais, permitindo desta 

forma, determinar novos alvos terapêuticos para fármacos já existentes como a 

clozapina, bem como o desenvolvimento de fármacos. 

 

Estudos de tal caráter são de grande relevância, pois poderão possivelmente 

determinar quais seriam os chamados períodos críticos do neurodesenvolvimento, 

possibilitando no futuro a prevenção da esquizofrenia nestes períodos o que por sua vez 

poderá viabilizar uma melhor qualidade e eficácia no que se refere aos serviços de 

saúde prestados a pacientes com transtornos mentais. 
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3 OBJETIVOS  

 
 
3.1 Objetivo Geral   

 

Determinar as alterações comportamentais e neuroinflamatórias em ratos adolescentes 

e adultos submetidos ao modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia induzida por 

desafio imune neonatal. 

 

  

3.2 Objetivos Específicos  

 
- Avaliar a presença de sintomas positivos e negativos da esquizofrenia em animais 

adolescentes e adultos submetidos ao desafio imune neonatal por poly I:C através da 

determinação do percentual de inibição pré-pulso (PPI) do reflexo do sobressalto; 

 

- Determinar as alterações na memória de trabalho através do teste de Y maze em 

animals adolescentes e adultos submetidos ao desafio imune neonatal por poly I:C; 

 

- Avaliar as alterações na marcação de NOS induzida (NOSi) a ativação microglial em 

diferentes áreas cerebrais (PFC, estriado e hipocampo) de ratos adolescentes e adultos 

submetidos ao desafio imune neonatal; 

 

- Estudar os efeitos da clozapina na prevenção e no tratamento de alterações 

comportamentais e neuroinflamatórias induzidas pela administração de Poly I:C 

neonatal. 
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4      MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar, provenientes do Biotério Central da Universidade 

Federal do Ceará (UFC), separados em grupos de 3 animais, sendo um macho e duas  

fêmeas, ambientados em caixas de propileno 26 ± 2ºC, a um ciclo claro/escuro de 12 

horas, recebendo ração padrão e água ad libitum. Estes foram acasalados, sendo o 

primeiro dia após a cópula definido como 1º dia de gestação. As ratas prenhas com o 

avançar do período gestacional foram separadas em caixas individuais. Após o período 

gestacional (21 dias), os animais neonatos foram submetidos à administração de Poly 

I:C ou solução salina, precisamente no período entre 5-7 dias após o nascimento.  Após 

o desmame (21º dia pós natal), realizou-se a separação destes animais em grupos de 6 

que foram estudados de acordo com as seguintes faixa etárias; 35 dias (adolescentes), 

60 dias (adultos jovens) e 74 dias (adultos). A distribuição dos animais nos grupos 

ocorreu de forma randômica, a saber: grupo I) controle adolescente; grupo II) controle 

adulto jovem; grupo III) controle adulto; grupo IV) Poly I:C adolescente; grupo V) Poly I:C 

adulto jovem; grupo VI) Poly I:C adulto; grupo VII) Poly I:C adolescente tratado com 

clozapina e grupo VIII) Poly I:C adulto tratado com clozapina. 

 

A presente pesquisa foi submetida à aprovação pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa Animal (CEPA) da UFC, apresentando o protocolo de número 33/13. Os 

experimentos foram conduzidos de acordo com o Guia de Cuidados e Usos de Animais 

de Laboratório do Departamento de Saúde e Serviços Humanos dos Estados Unidos da 

América (Olfert et al, 1993). 

 

4.2 Drogas utilizadas  

 

A droga Polyinosinic Polycytidylic-ácido (Poly I: C®), na dose de 2,0 mg/kg, i.p, 

um análogo sintético de cadeia dupla de RNA (dsRNA), com padrão molecular 

associada a infecção viral e é reconhecida pelo TLR3 induzindo a ativação do NF-kB e 

da produção de citocinas, foi proveniente de Sigma-Aldrich, EUA. A segunda droga 
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utilizada foi a clozapina (Leponex®, Novartis Pharmaceuticals UK LTD – Horsham – 

Inglaterra), na dose de 25 mg/kg, i.p.  

As soluções foram preparadas diariamente e administrada por via 

intraperitoneal (1 ml/ kg de peso corporal). 

 

4.3  Estratégia experimetal 

 

As metodologias descritas neste projeto visaram elucidar as alterações 

comportamentais e neuroinflamatórias na indução da esquizofrenia por administração de 

Poly I:C neonatal, bem como determinar a habilidade da clozapina na prevenção e 

tratamento destas alterações. A primeira metodologia empregada verificou as diferenças 

quanto ao desenvolvimento da esquizofrenia nos ratos adolescentes e adultos pelo teste 

de inibição pré-pulso, bem como alterações da memória de trabalho, muito comuns em 

pacientes com esquizofrenia. Posteriormente, os grupos foram tratados com o 

antipsicótico clozapina para se verificar se este teria a capacidade, além de tratar estas 

alterações, de preveni-las. As avaliações por imunohistoquímica e imunofluorescência 

foram utilizadas para as determinações neuroinflamatórias, como ativação microglial e 

marcação da NOSi, no cérebro dos animais submetidos ao estudo. 

 

4.4  Tratamento dos animais  

 

A esquizofrenia foi inicialmente induzida em animais neonatos que receberam 

repetidas injeções de Poly I:C  na dose de 2,0 mg/kg, i.p., administradas do 5º ao 7º dia 

pós nascimento, sendo posteriomente tratados com clozapina na dose de 25 mg/kg, i.p 

em dois períodos diferentes conforme a figura abaixo (Figura 12). Os animais controle 

receberam solução salina 1,0 ml/kg, i.p. e foram submetidos ao mesmo protocolo.  
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Figura 12: Linha do tempo referente ao tratamento d os animais. 
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4.5 Testes comportamentais 

 

   4.5.1 IPP 

 

Para determinação dos sintomas positivos e negativos da esquizofrenia foi 

realizado o teste de inibição pré-pulso do reflexo do sobressalto (IPP). 

Cada rato foi colocado na câmara de sobressalto por 5 min para um período de 

aclimatação com um som de background. Após este período, 10 pulsos de sobressalto 

(120 dB, 40 ms de duração) foram feitos com um intervalo de 15 s para a definição da 

reatividade de base do sobressalto individual do animal. Cada rato foi, então, exposto a 

alguns períodos sem estímulo, a pulsos de sobressalto isolados, a exposições a cada 

intensidade de prepulso isolado e a exposições a cada intensidade de prepulso seguida 

por um pulso de sobressalto 80 ms após.  

 

A percentagem de IPP induzida por cada prepulso foi calculada de acordo 

com a seguinte fórmula: 100 x (PP- PPP)/PP, com PP sendo a média da amplitude de 

sobressalto seguida do pulso de sobressalto e PPP sendo a média da resposta de 

sobressalto seguida da combinação de um certo pré-pulso e o pulso de sobressalto.  

Espera-se que o grupo de animais tratados com poly I:C (controle positivo) apresentem 

déficits neste parâmetro. 

 

  4.5.1 Labirinto em Y (Y maze) 

 

O desempenho da memória de trabalho imediato dos animais em experimento foi 

testado através da avaliação do comportamento de alternação espontânea dos braços 

enumerados (1, 2, 3) do labirinto em Y, durante uma única sessão (HUGHES, 2004). 

Cada animal novo para o labirinto foi colocado na extremidade de um braço podendo se 

mover livremente através do labirinto durante uma sessão de 8 minutos. A série de 

entradas nos braços foi registada visualmente. O sucesso da alternância dos braços foi 

definido como a entrada dos animais em braços sucessivamente diferentes, exemplo: 

123, 321, 132, contabilizado a partir do primeiro braço de entrada e sempre em 

sequência de três. A percentagem de alternância correta foi calculada da seguinte 

forma: total de alternâncias / (total de entradas nos braços - 2), como previamente 

descrito (DALL'LGNA et al, 2007.). 
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4.6 Marcação por Imunohistoquímica  

 

Os ratos de cada grupo imediatamente após a última avaliação comportamental 

foram anestesiados com pentobarbital sódico (50 mg/ kg, i.p.) e perfundidos 

transcardiacamente com 0,1 M de tampão de fosfato salino (PBS, pH 7,2), seguido por 

paraformaldeído a 4% em PBS, durante a fixação do tecido. Os cérebros foram 

removidos e pós-fixados em 4% de PAF por 24 h e crioprotegidos por incubação em 

30% sucrose/0,1 M de tampão fosfato. Uma vez retirados nesta solução, os cérebros 

foram embebidos em Tissue-Tek (Sakura-Américas, EUA), congeladas a -21ºC e 

cortados em 50 seções coronais, utilizando um Criostato CM1850 para cortes em 

congelação e acessórios da marca Leica Mikrosysteme. Fatias de todo o córtex pré-

frontal, hipocampo inteiro, e estriado foram recolhidas em série (300mm, compostas 

fatias de intervalo) e armazenadas em placas de imunohistoquímica de 24 poços, bem 

como secções flutuantes em PBS com 0,01% de NaN3 (azida de sódio, em pó a partir de 

Sigma-Aldrich™, EUA) . 

 

As secções foram primeiramente lavadas três vezes durante 5 minutos em PBS. 

A atividade da peroxidase endógena foi então inibida por incubação das secções de 

H2O2 a 3% em PBS durante 1h. Fatias foram simultaneamente permeabilizadas e 

bloqueadas com PBS contendo 1% de Triton X-100% e 10% de soro normal de cabra 

(NGS) durante 1 hora. Estas secções foram incubadas em anticorpo primário (anti-rabbit 

de iNOS, 1:200, Sigma™) durante 48 horas a 4º C,sendo posteriormente lavadas três 

vezes durante 10 min em PBS, seguido de incubação com peroxidase conjugado de 

avidina-biotina-rábano (ABC Sistema de Coloração pela Santa Cruz Biotechnology™), 

durante 30 min. Após a lavagem, as lâminas foram incubadas com goat biotinilado anti-

rabbit diluído 1:500 em solução de bloqueio. A cor para anticorpos vinculada foi 

desenvolvida com DAB como cromógeno. Os cortes foram montados e em seguida 

visualizados no microscópio.  As lâminas foram fotografadas, na magnificância de 200x, 

em um microscópio Leica (Leica, Wetzlar, Germany™) com câmera DFC232 acoplada. 

A quantificação da área marcada nas fotos foi feita diferenciando as áreas marcadas 

(pixels) pela maior saturação de cor associada a marcação (castanho). Para isso foi 

utilizado o programa Image J - NIH. O procedimento foi baseado na saturação da cor 

associada à marcação positiva para um determinado marcador. Os límitesnecessário 

para definição de pixels marcados e não marcados foram definidos previamente.   
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4.8  Marcação por Imunofluorescência  

 

 
Os ratos de cada grupo foram anestesiados com pentobarbital sódico (50 mg/ kg, 

i.p.) e perfundidos transcardiacamente com 0,1 M de tampão de fosfato salino (PBS, pH 

7,2), seguido por paraformaldeído a 4% em PBS, durante a fixação do tecido. Os 

cérebros foram removidos e pós-fixados em 4% de PAF por 24 h e crioprotegidos por 

incubação em 30% sucrose/0,1 M de tampão fosfato. Uma vez retirados nesta solução, 

os cérebros foram embebidos em Tissue-Tek (Sakura-Américas, EUA), congeladas a -

21ºC e cortados em 50 seções coronais, utilizando um Criostato CM1850 para cortes em 

congelação e acessórios da marca Leica Mikrosysteme. Fatias de todo o córtex pré-

frontal, hipocampo inteiro, e estriado foram recolhidas em série (300mm, compostas 

fatias de intervalo) e armazenadas em placas de imunohistoquímica de 24 poços, na 

forma de secções flutuantes imersas em PBS com 0,01% de NaN3 (azida de sódio, em 

pó a partir de Sigma-Aldrich™, EUA), sendo posteriormente lavadas novamente em 

PBS, fixadas e montadas nas lâminas.As lâminas por sua vez, passaram pelo processo 

de recuperação antigênica, sendo posteriormente realizada a imunofluorescência de 

acordo com o protocolo padrão do laboratório, onde seções  cerebrais foram incubadas 

com anticorpo de coelho policlonal anti-Iba1 (MNK 4428, Wako pure Chemicals, Neuss, 

Germany), subsequentemente a imunorreatividade ao Iba1 foi detectada utilizando como 

anticorpo secundário anti-rabbit IgG-Alexa-594 (Invitrogen, Karlsruhe, Germany). As 

lâminas foram fotografadas, na magnificância de 100x e 600x em um microscópio 

confocal (Olympos FV1000). 

 

 

4.9  Análise Estatística 

 

  A análise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism, versão 5.0 

para Windows, GraphPad Software, San Diego Califórnia EUA. Copyright© 1992 – 2007. 

Os resultados comportamentais foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM) e analisados por Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni como teste 

post-hoc. Valores significativos foram considerados quando p< 0,05. O teste de Y-maze 

e a quantificação da marcação de NOSi por imunohistoquímica, por sua vez, foram 

analisado por one-way ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls. 
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5      RESULTADOS 
 

5.1 Determinação das alterações comportamentais em animais adolescentes 

e adultos submetidos ao desafio imune neonatal por Poly I:C 

 

Na figura 13, a análise do percentual de inibição pré-pulso utilizando Two-way 

ANOVA revelou um efeito significativo do tratamento (F= 4.16, DF n=3; DF d=44, P= 

0.0178) e da intensidade do pré-pulso (F= 9.36, DF n=2, DF d= 44 P= 0.0004) sem uma 

interação signicativa entre os dois parâmetros. A análise post hoc pelo teste de 

Bonferroni mostrou que a administração de Poly I:C na dose de 2,0 mg/kg em ratos 

Wistar neonatos, do 5° ao 7° dia pós natal (n=6), foi capaz de reduzir significativamente 

o percentual de inibição pré-pulso (PPI) nas intensidades de prepulso de 70 (p < 0,01) e 

75 (p < 0,05) quando comparado a animais controle, induzindo, portanto, sintomas tipo-

esquizofrenia na fase adulta dos animais. Os animais adolescentes tratados com poly 

I:C não apresentaram alterações no PPI quando comparado aos animais controle. A 

comparação entre adolescentes e adultos tratados com poly I:C evidenciou redução 

significativa do PPI nos animais adultos (P < 0,05) na intensidade de 70 dB.  

 

A análise dos dados referentes à memória de trabalho, mostrados na Fig. 14, por 

Two-way anova revelou efeito significativo do tratamento no percentual de alternância 

correta (F= 10, DF n=1; DF d=6, P= 0.0195) sem efeito significativo da idade nem 

interação significativa dos dois fatores. A análise post hoc pelo teste de Bonferroni 

mostrou que animais adultos submetidos ao desafio imune neonatal por poly I:C 

apresentam redução significativa no percentual de alternâncias corretas quando 

comparado aos animais controle (P< 0,05). Os animais adolescentes não apresentaram 

alterações significativas. 
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Figura 13 – Determinação das alterações no percentu al de inibição pré-pulso em 

ratos adolescentes (35 dias) e adultos (60 dias) tr atados com Poly I:C no período 

neonatal.  
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Percentual da inibição pré-pulso (IPP) usando três diferentes intensidades de prepulso + 
pulso (P) (70,75 e 80 dB) em ratos adolescentes e adultos que receberam Poly I:C (2 
mg/kg) do 5º - 7° dia pós natal. Os resultados estão expressos como média ± EPM de 6 
animais por grupo. Two-way ANOVA seguida do teste de Bonferroni foram utilizados. 
aP< 0,05 quando comparado aos controles adultos; *p< 0,05 quando comparado aos 
animais Poly I:C adolescentes. 
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Figura 14 – Avaliação da memória de trabalho pelo teste de Y ma ze em ratos 

adolescentes (35 dias) e adultos (60 dias) tratados  com Poly I:C no período 

neonatal.  
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Percentual do número de alternâncias corretas no teste de Y – maze em ratos 
adolescente e adultos que receberam Poly I:C (2 mg/kg) do 5º - 7° dia de nascidos. Os 
resultados estão expressos como média ± EPM de 6 animais por grupo. Two-way 
ANOVA seguida do teste de Bonferroni foram utilizados. aP< 0,05 quando comparado 
aos controles adultos. 
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Na figura 15, a análise dos dados por Two-way ANOVA revelou que efeito 

significativo do tratamento (F= 6.11, DF n=2; DF d=34, P= 0.01) e da intensidade do pré-

pulso (F= 8.98, DF n=2; DF d=34, P= 0.0007), sem interação significativa entre estes 

dois parêmetros.  

 

A análise post hoc pelo teste de Bonferroni mostrou uma redução significativa de 

PPI na intensidade de 70 dos animais desafiados com poly I:C quando comparados aos 

controles (P< 0,05). O tratamento dos animais desafiados com poly I:C com clozapina 25 

mg/kg na adolescência (35º ao 60º pós natal - tratamento de prevenção) manteve o 

déficit do PPI na intensidade de 70 (P< 0,01), apresentando déficit significativo também 

no potencial de 75 (P< 0,05) quando comparado aos animais controle. 

 

Na figura 16 a análise do percentual de alternâncias corretas pelo teste de Y-

maze, mostrou que os animais adultos submetidos ao desafio imune por Poly I:C 

neonatal apresentaram redução significativa do número de alternâncias corretas (P< 

0,05) quando comparado ao controle e que o tratamento com clozapina na adolescência 

não foi capaz de prevenir esta alteração (Controle adulto: 76 ± 3,7; Poly I:C: 46,00 ± 

12,99; Clozapina: 57,33 ± 5,66). 
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Figura 15 – Determinação das alterações no percentu al de inibição pré-pulso em 

ratos adultos (60 dias) tratados com Poly I:C no pe ríodo neonatal e clozapina na 

adolescência (protocolo de prevenção).  
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Percentual da inibição pré-pulso (IPP) usando três diferentes intensidades de prepulso + 
pulso (P) (70,75 e 80 dB) em ratos adultos que receberam Poly I:C (2 mg/kg) do 5º - 7° 
dia e clozapina entre o 35° - 60° dias pós-natal (tratamento de prevenção). Os resultados 
estão expressos como média ± EPM de 6 animais por grupo. Two-way ANOVA seguida 
do teste de Bonferroni foram utilizados. aP< 0,05 quando comparado ao controle P70; 
bp< 0,05 quando comparado ao controle P75. 
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Figura 16 – Avaliação da memória de trabalho pelo t este de Y maze em ratos 

adultos (60 dias) tratados com Poly I:C no período neonatal e clozapina na 

adolescência (protocolo de prevenção).  
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Percentual do número de alternâncias corretas no teste de Y – maze em ratos adultos 
que receberam Poly I:C (2 mg/kg) do 5º - 7° dia e clozapina entre o 35° - 60° dias pós-
natal (tratamento de prevenção). Os resultados estão expressos como média ± EPM de 
6 animais por grupo. One-way ANOVA seguida do teste de student Newman Keuls 
foram utilizados.  
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As alterações de PPI em animais adultos desafiados com Poly I:C e tratados com 

clozapina na idade adulta são mostrados na Figura 17. A análise dos dados por Two-

way ANOVA revelou efeito significativo do tratamento (F= 17.04, DF n=1; DF d=9, P= 

0.0026) e das intensidades de pré-pulso (F= 3.85, DF n=2; DF d=18, P= 0.0407) sem 

interação significativa entre estes dois parâmetros. 

 

A análise post hoc pelo teste de Bonferroni mostrou uma redução significativa no 

PPI nas três intensidades de pré-pulso utilizadas (P<0,05) dos animais desafiados com 

poly I:C quando comparados aos animais controle. O tratamento com clozapina na idade 

adulta (60º - 74º dias pós natal) reverteu o déficit de PPI causados pelo desafio imune de 

maneira significativa nas intensidades de 70 (P<0.001) e 80 (P< 0,05) quando 

comparados aos animais desafiados com poly I:C. 

 

A Figura 18 mostra que o tratamento com clozapina na idade adulta foi capaz de 

reverter a redução do número de alternências corretas no teste de Y maze, provocada 

pelo desafio imune neonatal por poly I:C. (P < 0,05) trazendo os valores de alternâncias 

corretas para os níveis observados em animais controle. Os animais desafiados com 

poly I:C, por sua vez, apresentaram redução significativa no número de alternâncias 

corretas em comparação aos animais controle (Controle: 66,50 ±  5,73 Poly I:C: 46,00 ± 

12,99 Clozapina: 69,00 ± 5,11). 
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Figura 17 – Determinação das alterações no percentu al de inibição pré-pulso em 
ratos adultos (74 dias) tratados com Poly I:C no pe ríodo neonatal e clozapina na 
idade adulta (protocolo de tratamento).  
 
 

P70 P75 P80 P70 P75 P80 P70 P75 P80

0

20

40

60

80

100
Controle
Poly I:C
Poly I:C + CZP
   (tratamento)

a

b c

d

e

%
 IP

P

 
 

Percentual da inibição pré-pulso (IPP) usando três diferentes intensidades de prepulso + 
pulso (P) (70,75 e 80 dB) em ratos adultos (74 dias) que receberam Poly I:C (2 mg/kg) 
do 5º - 7° dia e clozapina entre o 60° a 74° dias pós-natal (protocolo de tratamento). Os 
resultados estão expressos como média ± EPM de 6 animais por grupo. Two-way 
ANOVA seguida do teste de Bonferroni foram utilizados. aP< 0,05 vs controle 70 dB, bP< 
0,05 vs controle 75 dB, cP < 0,05 vs controle 80 dB, dP< 0,05 vs Poly I:C 70 dB, ep < 0,05 
vs Poly I:C 80 dB.  
 



61 
 

Figura 18 – Avaliação da memória de trabalho pelo t este de Y maze em ratos 

adultos (74 dias) tratados com Poly I:C no período neonatal e clozapina na idade 

adulta (protocolo de tratamento).  
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Percentual do número de alternâncias corretas no teste de Y – maze em ratos adultos 
que receberam Poly I:C (2 mg/kg) do 5º - 7° dia e clozapina entre o 60° a 74° dias pós-
natal (protocolo de tratamento. Os resultados estão expressos como média ± EPM de 6 
animais por grupo. One-way ANOVA seguida do teste de Student Newman Keuls foram 
utilizados.  
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5.2 Análise por imunohistoquimica para a marcação d e NOSi em tecido 

cerebral de ratos submetidos ao modelo de esquizofr enia induzida por desafio 

imune neonatal por Poly I:C.  

 

A avaliação por imunohistoquimica para NOSi no córtex pré-frontal (Figura 19) 

mostra uma intensa marcação difusa de células no córtex pré-frontal de animais adultos 

submetidos à esquizofrenia (grupo adulto Poly I:C, figura 19D) em comparação ao grupo 

adulto controle (animais adultos que receberam salina invés de Poly I:C; Figura 19B). 

Uma marcação moderada foi observada nos animais adolescentes submetidos a 

esquizofrenia (grupo adolescente Poly I:C, figura 19C) quando comparado ao grupo 

adolescente controle (animais adolescentes que receberam salina invés de Poly I:C; 

Figura 19A). Observaram-se diferenças na intensidade de marcação entre os grupos 

adulto Poly I:C e adolescente Poly I:C, onde o grupo adulto apresentou maior 

intensidade (figura 19D). O tratamento com clozapina diminuiu a expressão de NOSi em 

animais adultos esquizofrênicos como mostra a figura 19E. 

 

Já a avaliação por imunohistoquimica para NOSi no corpo estriado (Figura 21) 

mostrou uma elevada marcação de células no corpo estriado de animais adultos 

submetidos à esquizofrenia (grupo adulto Poly I:C, figura 21D) em comparação ao grupo 

adulto controle (animais adultos que receberam salina invés de Poly I:C; Figura 21B). 

Uma leve marcação foi observada nos animais adolescentes submetidos à esquizofrenia 

(grupo adolescente Poly I:C, figura 21C) quando comparado ao grupo adolescente 

controle (animais adolescentes que receberam salina invés de Poly I:C; Figura  21A). 

Observaram-se diferenças na intensidade de marcação entre os grupos adulto Poly I: C 

e adolescente Poly I:C, onde o grupo adulto apresentou maior intensidade (figura 21D). 

O tratamento com clozapina reduziu de forma significativa a expressão de NOSi em 

animais adultos esquizofrênicos como mostra a figura 21E. 
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Figura 19 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  NOSi em tecido cerebral, 

referente à área do córtex pré-frontal de ratos sub metidos a esquizofrenia induzida 

por Poly I:C. 

 
(A). Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido);  (B). Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º 
dias de nescido); (C). Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; 
i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) (D). Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C 
(2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido).  (E). Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly 
I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 
dias; 60º ao 74º dias de nascido). 200x 
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Figura 20 - Quantificação da imunoexpressão para NO Si em tecido cerebral, 

referente à área do córtex pré-frontal de ratos sub metidos a esquizofrenia induzida 

por Poly I:C 
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Quantificação da área marcada por imuhistoquímica para NOSi em tecido cerebral. A 
área positiva aparece em castanho. Os resultados foram apresentados como percentual 
de área demarcada (pixels), em relação à área da total da micrografia. Os resultados 
estão expressos como média ± EPM de 3 animais por grupo. One-way ANOVA seguida 
do teste de Student Newman Keuls foram utilizados. *,#,&P< 0.05 vs controle 
adolescente, controle adulto e poly I:C adulto, respectivamente. 
 
 

 

 



65 
 

Figura 21 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  NOSi em tecido cerebral, 

referente à área do corpo estriado de ratos submeti dos a esquizofrenia induzida 

por Poly I:C. 

 

 
(A). Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido);  (B). Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º 
dias de nescido); (C). Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; 
i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) (D). Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C 
(2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido).  (E). Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly 
I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 
dias; 60º ao 74º dias de nascido). 200x 
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Figura 22 - Quantificação da imunoexpressão para NO Si em tecido cerebral, 

referente à área do corpo estriado de ratos submeti dos a esquizofrenia induzido 

por Poly I:C 
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Quantificação da área marcada por imuhistoquímica para NOSi em tecido cerebral. A 
área positiva aparece em castanho. Os resultados foram apresentados como percentual 
de área demarcada (pixels), em relação a área da total da micrografia. Os resultados 
estão expressos como média ± EPM de 3 animais por grupo. One-way ANOVA seguida 
do teste de Student Newman Keuls foram utilizados. *, &P< 0,05 vs controle adulto e 
Poly I:C adulto, respectivamente. ** P< 0,05 vs poly I:C adolescente, test t de Student. 
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No que se refere à avaliação por imunohistoquimica para NOSi na área CA1 do 

hipocampo (Figura 23) mostra-se uma moderada marcação nas células da área CA1 do 

hipocampo de animais adultos submetidos à esquizofrenia (grupo adulto Poly I:C, figura 

23D) em comparação ao grupo adulto controle (animais adultos que receberam salina 

invés de Poly I:C; Figura 23B). Uma marcação leve foi observada nos animais 

adolescentes submetidos à esquizofrenia (grupo adolescente Poly I:C, figura 23C) 

quando comparado ao grupo adolescente controle (animais adolescentes que 

receberam salina invés de Poly I:C; Figura 23A). Observaram-se diferenças na 

intensidade de marcação entre os grupos adulto Poly I:C e adolescente Poly I:C, onde o 

grupo adulto apresentou maior intensidade (figura 23D). O tratamento com clozapina 

diminuiu de forma moderada a expressão de NOSi em animais adultos esquizofrênicos 

como mostra a figura 23E. 

 

Já a avaliação por imunohistoquimica para NOSi na área CA2 do hipocampo 

(Figura 25) mostrou uma elevada marcação de células na área CA2 do hipocampo de 

animais adultos submetidos à esquizofrenia (grupo adulto Poly I:C, figura 25D) em 

comparação ao grupo adulto controle (animais adultos que receberam salina invés de 

Poly I:C; Figura 25B). Quase nenhuma marcação foi observada nos animais 

adolescentes submetidos à esquizofrenia (grupo adolescente Poly I:C, figura 25C) 

quando comparado ao grupo adolescente controle (animais adolescentes que 

receberam salina invés de Poly I:C; Figura  25A). Observaram-se diferenças na 

intensidade de marcação entre os grupos adulto Poly I:C e adolescente Poly I:C, onde o 

grupo adulto apresentou maior intensidade (figura 25D). O tratamento com clozapina 

quase não diminuiu a expressão de NOSi em animais adultos esquizofrênicos na área 

CA2 do hipocampo, como mostra a figura 25E. 
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Figura 23 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  NOSi em tecido cerebral, 

referente à área CA1 do hipocampo de ratos submetid os a esquizofrenia induzida 

por Poly I:C neonatal. 

 
(A). Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido);  (B). Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º 
dias de nescido); (C). Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; 
i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) (D). Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C 
(2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido).  (E). Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly 
I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 
dias; 60º ao 74º dias de nascido). 200x 
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Figura 24 - Quantificação da imunoexpressão para NO Si em tecido cerebral, 

referente à área CA1 do hipocampo de ratos submetid os a esquizofrenia induzida 

por Poly I:C 
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Quantificação da área marcada por imuhistoquímica para NOSi em tecido cerebral. A 
área positiva aparece em castanho. Os resultados foram apresentados como percentual 
de área demarcada (pixels), em relação a área da total da micrografia. Os resultados 
estão expressos como média ± EPM de 3 animais por grupo. One-way ANOVA seguida 
do teste de Student Newman Keuls foram utilizados. *,#,&P< 0.05 vs controle 
adolescente, controle adulto e poly I:C adulto, respectivamente. 
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Figura 25 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  NOSi em tecido cerebral, 
referente à área CA2 do hipocampo de ratos submetid os a esquizofrenia induzida 
por Poly I:C. 

 
(A). Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido);  (B). Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º 
dias de nescido); (C). Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; 
i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) (D). Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C 
(2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido).  (E). Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly 
I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 
dias; 60º ao 74º dias de nascido). 200x 
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Figura 26 - Quantificação da imunoexpressão para NO Si em tecido cerebral, 
referente à área CA2 do hipocampo de ratos submetid os a esquizofrenia induzida 
por Poly I:C 
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Quantificação da área marcada por imuhistoquímica para NOSi em tecido cerebral. A 
área positiva aparece em castanho. Os resultados foram apresentados como percentual 
de área demarcada (pixels), em relação à área da total da micrografia. Os resultados 
estão expressos como média ± EPM de 3 animais por grupo. One-way ANOVA seguida 
do teste de Student Newman Keuls foram utilizados. *,#,&P< 0.05 vs controle 
adolescente, controle adulto e poly I:C adulto, respectivamente. **P< 0,05 vs poly I:C 
adolescente , teste t de Student. 
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No que se refere à avaliação por imunohistoquimica para NOSi na área CA3 do 

hipocampo (Figura 27) observou-se uma elevada marcação nas células da área CA3 do 

hipocampo de animais adultos submetidos à esquizofrenia (grupo adulto Poly I:C, figura 

27D) em comparação ao grupo adulto controle (animais adultos que receberam salina 

invés de Poly I:C; Figura 27B). Uma marcação levemente fraca, foi observada nos 

animais adolescentes submetidos a esquizofrenia (grupo adolescente Poly I:C, figura 

27C) quando comparado ao grupo adolescente controle (animais adolescentes que 

receberam salina invés de Poly I:C; Figura 27A). Observaram-se diferenças na 

intensidade de marcação entre os grupos adulto Poly I:C e adolescente Poly I:C, onde o 

grupo adulto apresentou maior intensidade (figura 27D). O tratamento com clozapina 

diminuiu de forma moderada a expressão de NOSi em animais adultos esquizoifrênicos 

como mostra a figura 27E. 

 

Já a avaliação por imunohistoquimica para NOSi na área do giro denteado do 

hipocampo (Figura 29) mostrou uma elevada marcação de células do giro denteado No 

hipocampo de animais adultos submetidos à esquizofrenia (grupo adulto Poly I:C, figura 

29D) em comparação ao grupo adulto controle (animais adultos que receberam salina 

invés de Poly I:C; Figura 29B). Uma leve marcação foi observada nos animais 

adolescentes submetidos à esquizofrenia (grupo adolescente Poly I:C, figura 29C) 

quando comparado ao grupo adolescente controle (animais adolescentes que 

receberam salina invés de Poly I:C; Figura  29A). Observaram-se diferenças na 

intensidade de marcação entre os grupos adulto Poly I:C e adolescente Poly I:C, onde o 

grupo adulto apresentou maior intensidade (figura 29D). O tratamento com clozapina 

apresentou uma elevada diminuição na expressão de NOSi no GD de animais adultos 

esquizofrênicos, como mostra a figura 29E. 
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Figura 27 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  NOSi em tecido cerebral, 

referente à área CA3 do hipocampo de ratos submetid os a esquizofrenia induzida 

por Poly I:C.  

 
(A). Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido);  (B). Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º 
dias de nescido); (C). Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; 
i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) (D). Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C 
(2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido).  (E). Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly 
I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 
dias; 60º ao 74º dias de nascido). 200x 
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Figura 28 - Quantificação da imunoexpressão para NO Si em tecido cerebral, 

referente à área CA3 do hipocampo de ratos submetid os a esquizofrenia induzida 

por Poly I:C 
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Quantificação da área marcada por imuhistoquímica para NOSi em tecido cerebral. A 
área positiva aparece em castanho. Os resultados foram apresentados como percentual 
de área demarcada (pixels), em relação a área da total da micrografia. Os resultados 
estão expressos como média ± EPM de 4 animais por grupo. One-way ANOVA seguida 
do teste de Student Newman Keuls foram utilizados. *,#,&P< 0.05 vs controle 
adolescente, controle adulto e poly I:C adulto, respectivamente. **P< 0,05 vs poly I:C 
adolescente , teste t de Student. 
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Figura 29 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  NOSi em tecido cerebral, 

referente à área do giro denteado do hipocampo de r atos submetidos a 

esquizofrenia induzida por Poly I:C. 

 

(A). Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido);  (B). Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º 
dias de nescido); (C). Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; 
i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) (D). Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C 
(2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido).  (E). Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly 
I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 
dias; 60º ao 74º dias de nascido). 200x 
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Figura 30 - Quantificação da imunoexpressão para NO Si em tecido cerebral, 
referente à área GD do hipocampo de ratos submetido s a esquizofrenia induzida 
por Poly I:C  
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Quantificação da área marcada por imuhistoquímica para NOSi em tecido cerebral. A 
área positiva aparece em castanho. Os resultados foram apresentados como percentual 
de área demarcada (pixels), em relação a área da total da micrografia. Os resultados 
estão expressos como média ± EPM de 4 animais por grupo. One-way ANOVA seguida 
do teste de Student Newman Keuls foram utilizados. *,#,&P< 0.05 vs controle 
adolescente, controle adulto e poly I:C adulto, respectivamente. 
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5.3 Análise por imunofluorescência da imunoexpressã o para Iba-1 

(marcador de microglia) em tecido cerebral de ratos  submetidos a esquizofrenia 

induzida por Poly I:C 

 

A avaliação por imunofluorescência para Iba-1 (marcador de microglia) referente à 

área do córtex pré-frontal de ratos submetidos a esquizofrenia induzida por Poly I:C, 

demonstrou que  as ramicações e os processos derivados das células microgliais dos 

ratos expostos a Poly I:C,se apresentaram diferentes das do grupo controle.  

 

As células microgliais dos animais controle mostraram um maior número de 

ramificações, tanto nos animais controle adolescentes (figura 31A; 31a) como nos 

animais controle adultos (figura 31B; 31b) apresentando uma elevada manifestação do 

processo de ramificação microglial, sendo considerávelmente abundante também nos 

animais adolescentes pertences ao grupo Poly I:C(figura 31C; 31c). 

 

A avaliação dos animais adultos  tratados com Poly I:C (figura 31D; 31d), revelou 

a expressão de células microgliais com pouquíssimos processos derivados e um 

pequeno número de ramificacões, tendo o seu corpo celular aumentado. Já os animais 

tratados com clozapina apresentaram uma moderada expressão do proceso de 

ramificação microglial (figura 31E; 31e).  
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Figura 31 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  Iba-1 (marcador de 

microglia) em tecido cerebral, referente à área do córtex pré-frontal de ratos 

submetidos à esquizofrenia induzida por Poly I:C.  
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(A) Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido) 100x; (a) Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 
dias; 5º ao 7º dias de nascido) 600x; (B) Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; 
i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nescido) 100x; (b) Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina 
(1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nescido) 600x; (C) Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes 
injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) 100x; (c) Grupo adolescente Poly 
I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) 600x; (D) 
Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de 
nascido) 100x; (d) Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º 
ao 7º dias de nascido) 600x;  (E) Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 
dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 dias; 60º ao 74º dias de 
nascido) 100x; (e) Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º 
dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 dias; 60º ao 74º dias de nascido) 600x. 
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A avaliação por imunofluorescência para Iba-1 (marcador de microglia) referente a 

área do corpo estriado de ratos submetidos a esquizofrenia induzida por Poly I:C, 

demonstrou que as células microgliais dos animais controle mostraram uma maior 

número de ramificações, sendo mais intensa nos animais controle adulto (figura 32B; 

32b) do que nos animais controle adolescentes (figura 32A; 32a)  

 

O processo de ramificação microglial apresentou-se considerávelmente 

abundante também nos animais adolescentes Poly I:C(figura 32C; 32c), quando  

comparados aos animais adultos  tratados com Poly I:C (figura 32D; 32d), que por sua 

vez apresentaram células com pouquíssimos processos derivados e um pequeno 

número de ramificacões, tendo o seu corpo celular microglial aumentado. Já os animais 

tratados com clozapina apresentaram uma elevada expressão do proceso de 

ramificação microglial (figura 32E; 32e).  
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Figura 32 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  Iba-1 (marcador de 

microglia) em tecido cerebral, referente à área do corpo estriado de ratos 

submetidos à esquizofrenia induzida por Poly I:C. 
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(A) Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido) 100x; (a) Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 
dias; 5º ao 7º dias de nascido) 600x; (B) Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; 
i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nescido) 100x; (b) Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina 
(1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nescido) 600x; (C) Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes 
injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) 100x; (c) Grupo adolescente Poly 
I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) 600x; (D) 
Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de 
nascido) 100x; (d) Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º 
ao 7º dias de nascido) 600x;  (E) Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 
dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 dias; 60º ao 74º dias de 
nascido) 100x; (e) Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º 
dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 dias; 60º ao 74º dias de nascido) 600x. 
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A avaliação por imunofluorescência para Iba-1 (marcador de microglia) referente 

as áreas CA1, CA2, CA3 do hipocampo de ratos submetidos a esquizofrenia induzida 

por Poly I:C, demonstrou que as células microgliais dos animais controle mostraram uma 

maior número de ramificações, sendo mais intensa nos animais controle adulto (figura 

33B) do que nos animais controle adolescentes (figura 33A). Tal processo apresentou-se 

consideravelmente abundante também nos animais adolescentes Poly I:C(figura 33C; 

33c), quando  comparados aos animais adultos tratados com Poly I:C (figura 33D), que 

por sua vez apresentaram células com pouquíssimos processos derivados e um 

pequeno número de ramificacões, tendo o seu corpo celular microglial aumentado. Já os 

animais tratados com clozapina apresentaram uma elevada expressão do proceso de 

ramificação microglial (figura 33E).  
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Figura 33 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  Iba-1 (marcador de 
microglia) em tecido cerebral, referente às áreas C A1, CA2, CA3 do Hipocampo de 
ratos submetidos à esquizofrenia induzida por Poly I:C.  
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(A) Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido) 100x; (B) Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 
7º dias de nescido) 100x; (C) Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C 
(2mg/Kg/dia; i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) 100x; (D) Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados 
com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) 100x; (E) Grupo Clozapina: ratos adultos 
injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina 
(25mg/Kg; i.p.; 14 dias; 60º ao 74º dias de nascido) 100x. 
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A avaliação por imunofluorescência para Iba-1 (marcador de microglia) com 

aumento de 600x, referente as áreas CA1, CA2, CA3 do hipocampo de ratos submetidos 

a esquizofrenia induzida por Poly I:C, demonstrou que as células microgliais dos animais 

controle mostraram uma maior número de ramificações, sendo  mais intensa nos 

animais controle adulto (figura 34B) do que nos animais controle adolescentes (figura 

34A)  

 

O processo de ramificação apresentou-se considerávelmente abundante também 

nos animais adolescentes Poly I:C(figura 34C; 34C), quando  comparados aos animais 

adultos  tratados com Poly I:C (figura 34D), que por sua vez apresentaram  células com 

pouquíssimos processos derivados e um pequeno número de  ramificacões, tendo o seu 

corpo celular microglial aumentado. Já os animais tratados com clozapina apresentaram 

uma elevada expressão do proceso de ramificação microglial (figura 34E). 
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Figura 34 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  Iba-1 (marcador de 
microglia) em tecido cerebral, referente à área do Hipocampo de ratos submetidos 
à esquizofrenia induzida por Poly I:C. 
 
 



88 
 

(A) Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido) 600x; (B) Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 
7º dias de nescido) 600x; (C) Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C 
(2mg/Kg/dia; i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) 600x; (D) Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados 
com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) 600x; (E) Grupo Clozapina: ratos adultos 
injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina 
(25mg/Kg; i.p.; 14 dias; 60º ao 74º dias de nascido) 600x. 
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A avaliação por imunofluorescência para Iba-1 (marcador de microglia) referente à 

área do giro denteado do hipocampo de ratos submetidos a esquizofrenia induzida por 

Poly I:C, demonstrou que as células microgliais dos animais controle mostraram uma 

maior número de ramificações, sendo  mais intensa nos animais controle adolescente 

(figura 35A; 35a) do que nos animais controle adulto (figura 35B: 35b), tendo moderada 

expressão de ramificações também nos animais adolescentes Poly I:C(figura 35C; 35c). 

Já aos animais adultos tratados com Poly I:C (figura 35D; 35d), apresentaram  células 

com pouquíssimos processos derivados e um pequeno número de  ramificacões, tendo 

o seu corpo celular microglial aumentado. Os animais tratados com clozapina 

apresentaram uma elevada expressão do proceso de ramificação microglial (figura 35E; 

35e). 
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Figura 35 - Fotomicrografias da imunoexpressão para  Iba-1 (marcador de 
microglia) em tecido cerebral, referente à área do Giro Denteado do Hipocampo de 
ratos submetidos à esquizofrenia induzida por Poly I:C. 
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(A) Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias 
de nascido) 100x; (a) Grupo adolescente controle: ratos adolescentes injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 
dias; 5º ao 7º dias de nascido) 600x; (B) Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; 
i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nescido) 100x; (b) Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina 
(1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nescido) 600x; (C) Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes 
injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) 100x; (c) Grupo adolescente Poly 
I:C: ratos adolescentes injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.;3 dias; 5º ao 7º dias de nascido) 600x; (D) 
Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de 
nascido) 100x; (d) Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º 
ao 7º dias de nascido) 600x;  (E) Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 
dias; 5º ao 7º dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 dias; 60º ao 74º dias de 
nascido) 100x; (e) Grupo Clozapina: ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º 
dias de nascido) e posteriormente com clozapina (25mg/Kg; i.p.; 14 dias; 60º ao 74º dias de nascido) 600x. 
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Figura 36 - Imagem comparativa da fotomicrografias da imunoexpressão para Iba-1 
(marcador de microglia) em tecido cerebral, referen te à área do Hipocampo de 
animais controle em comparação aos animais submetid os à esquizofrenia 
induzida por Poly I:C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 
7º dias de nescido) ; (B) Grupo adulto Poly I:C: ratos adultos injetados com Poly I:C 
(2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido). 
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A figura 36A, nos mostra que  as principais áreas do hipocampo dos animais 

adulto controle apresentaram uma elevada manifestação do processo de ramificação 

microglial. Enquanto os animais adultos Poly: I:C (figura 36B), apresentaram células com 

pouquíssimos processos e um pequeno número de ramificacões microgliais, tendo o seu 

corpo celular aumentado. 

 

No geral a avaliação por imunofluorescência para Iba-1 (marcador de micróglia) 

nas áreas cerebrais estudadas, principalmente no hipocampo demonstrou que  as 

ramicações e os processos derivados das células microgliais dos ratos adultos expostos 

a Poly I:C apresentaram uma forte diminuição (figura 37C), enquanto o corpo celular 

destes encontrava-se aumentado quando comparados a dos animais adultos 

pertecentes ao grupo controle (figura 37A), indicando assim nos animais adultos Poly I:C 

uma elevada ativação microglial. Já nos animais adolescentes Poly I:C este processo de 

ativação apresentou-se de forma leve e com a presença de moderadas ramificações  e 

parcial aumento do corpo celular microglial (figura 37B).  
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Figura 37- Processo de Ativação Microglial  
 

 

 

 

(A) Grupo adulto controle: ratos adultos injetados com salina (1ml/Kg; i.p.; 3 dias; 5º ao 
7º dias de nescido) ; (B) Grupo adolescente Poly I:C: ratos adolescentes injetados com 
Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido). (B) Grupo adulto Poly I:C, 
ratos adultos injetados com Poly I:C (2mg/Kg/dia; i.p.; 3 dias; 5º ao 7º dias de nascido). 
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6      DISCUSSÃO 

 

Os resultados do presente estudo mostram de forma inédita a ocorrência de 

ativação microglial em animais adultos submetidos ao desafio imune neonatal por Poly 

I:C acompanhado por aumento na imunoexpressão da NOSi em áreas cerebrais 

relevantes na fisiopatologia da esquizofrenia. Também em primeira mão mostramos que 

a clozapina, um antipsicótico atípico, é capaz de reverter a ativação microglial bem como 

a imunoexpressão da iNOS, este último alvo nunca antes mencionado como parte do 

mecanismo de ação da clozapina. 

 

O modelo de estimulação imune neonatal por Poly I:C é sustentado pela hipótese 

da estimulação imune na esquizofrenia, onde fatores genéticos associados a insultos 

ambientais, como infecções virais pré-natais desencadeiam manifestações 

comportamentais e fisiopatológicas deste transtorno. No presente estudo ficou evidente 

que o modelo de esquizofrenia por ativação imune neonatal traz inúmeras vantagens 

para o estudo da esquizofrenia por ser um modelo neurodesenvolvimental muito 

associado aos conhecimentos atuais sobre a etiopatogenia da esquizofrenia (Macêdo et 

al., 2012).  

 

Segundo Macêdo et., al (2012), o modelo de desafio imunológico com Poly I: C é 

capaz de reproduzir os sintomas tanto positivos como cognitivos da esquizofrenia, 

afirmando também que modelo assemelha-se a neurobiologia e etiologia da 

esquizofrenia apresentando também um bom valor preditivo, sendo, portanto, uma 

importante ferramenta para a identificação de novos alvos moleculares durante a vida 

pré-natal, adolescência e idade adulta que poderiam contribuir para o desenvolvimento 

de estratégias preventivas ou o tratamento desse transtorno mental devastador.  

 

Sabe-se na atualidade que injúrias no perído antes da adolescência podem 

interferir sobre a formação final do cérebro do adulto de um modo que difere da 

exposição a esses mesmos elementos após a adolescência (ANDERSEN, 2003), 

 

Lent (2010) nos diz que o desenvolvimento do cérebro é um processo notável. 

Células progenitoras nascem se diferenciam e migram para suas posições definitivas. 
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Axônios e dendritos são formados de importantes conexões sinápticas que preparam 

potencialmente o campo para a codificação de informações para o resto da vida. No 

cérebro de mamíferos, as sinapses e os receptores presentes na maioria das regiões 

cerebrais são produzidos em excesso e eliminados quase que pela metade durante duas 

fases da vida: imediatamente antes do nascimento e durante as transições da infância, 

adolescência, até a idade adulta. 

 

Nossos resultados estão em concordância com o estudo realizado por Ibi et al., 

(2009) em que buscou-se realizar um modelo de ativação imunitária que fosse induzido 

em um período de desenvolvimento do cérebro correspondente ao estágio fetal referente 

ao segundo trimestre de gravidez de humanos. Este autor realizou um estudo onde 

foram injetados repetidamente nos animais neonatos Poly I: C, durante 5 dias (2º ao 6º 

dias de nascidos), o que corresponde no cérebro humano no período pré-natal, ou seja, 

correspondente ao 128º-158º dias de desenvolvimento dos eventos corticais e 93º-115º 

dias dos eventos límbicos. 

Os modelos animais desempenham um papel central na investigação cientifica do 

comportamento e dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos no controle do 

comportamento normal ou anormal (HOLMES, 2003).  

 

Para Van Der Staay (2006), um modelo animal com relevância biológica ou clínica 

nas neurociências comportamentais é um importante indicador usado para estudar as 

reações do comportamento cerebral sob condições controladas com o objetivo de atingir 

um conhecimento sobre o que se estuda e possibilitar um prognóstico a cerca do 

mesmo. 

 

No presente estudo, observou-se que a administração de Poly I:C neonatal, por 

injeção intraperitoneal levou ao desenvolvimento de um modelo animal de esquizofrenia, 

onde percebeu-se que os principais sintomas característicos da esquizofrenia foram 

manifestados na fase adulta. Estes sintomas foram evidenciados através dos déficits de 

inibição pré-pulso (manifestações de sintomas positivos e negativos), bem como 

comprometimento da memória de trabalho.  

 

As alterações ocasionadas pelo comprometimento do desenvolvimento dos 

eventos corticais e límbicos cerebrais foram evidenciadas através do teste 
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comportamental de inibição pré-pulso, tendo uma elevada significância demonstrada 

através de um aumento no déficit cognitivo e motor do animal adulto exposto ao reflexo 

de sobressalto. Nesse teste ficou mais evidente alteração na intensidade de 70 dB. 

 

Um importante fato também pôde ser constatado através do teste de IPP nos 

animais adolescentes, onde estes, por sua vez, não desenvolveram déficits de IPP, com 

resultados semelhantes aos do grupo controle adolescente. Já os animais adultos 

apresentaram um déficit cognitivo de respostas motoras bem mais elevadas. 

 

Na esquizofrenia, existem algumas manifestações que são características da 

doença. Os sintomas positivos (o delírio, a alucinação e a desorganização da mente), 

assim como os sintomas negativos (perda da motivação e da vibração emocional). 

Também o distúrbio em funções e na memória cognitiva é observado em pacientes 

esquizofrênicos (LEWIS e LIEBERMAN, 2000).  

 

No nosso estudo o teste de Y-maze, demonstrou que os animais submetidos ao 

desafio imune neonatal apresentaram acentuado comprometimento cognitivo na fase 

adulta, não havendo alterações em animais adolescentes. 

  

Há relatos na literatura de que o prejuízo da IPP em ratos causado por alguns 

antagonistas glutamatérgicos pode ser atenuado por inibidores da enzima de síntese do 

NO (JOHANSSON, JACKSON e SVENSSON, 1997) 

 

De acordo com a proposta de West, Galloway e Grace (2002), as aferências 

glutamatérgicas mantêm os níveis tônicos de dopamina extracelular de forma direta, 

ativando receptores ionotrópicos glutamatérgicos localizados em terminais 

dopaminérgicos e de forma indireta via interneurônios que contêm óxido nítrico no 

estriado. Portanto, esta interação entre os sistemas glutamatérgico e nitrérgico na 

mediação da IPP, provavelmente se deva ao controle que estes sistemas exercem sobre 

a liberação dopaminérgica. 

 

O nosso estudo evidenciou um provável envolvimento do NO na esquizofrenia, 

fato que foi observado na avaliação por imunohistoquimica para NOSi nos tecidos 

cerebrais. 
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As alterações comportamentais encontradas no presente estudo podem ser 

respaldadas possivelmente pela influência da elevada produção de NO.  

 

Segundo Salum, Pereira e Guimarães (2008), o NO, é um neurotransmissor 

atípico que inibe a recaptação de dopamina e estimula sua liberação, parecendo 

modular comportamentos controlados pelo sistema dopaminérgico. O teste de inibição 

pré-pulso revela uma deficiência no filtro sensório-motor, verificada em esquizofrênicos 

ou após tratamentos com psicotomiméticos, podendo ser prevenida pela inibição do NO. 

 

Esta atuação do NO pode representar uma nova forma de comunicação 

interneuronal, ou seja, uma interação não sináptica independente de receptores. Tendo 

em vista a interação entre os sistemas dopaminérgico, glutamatérgico e nitrérgico 

(WEST, GALLOWAY & GRACE, 2002). 

  

Neste estudo a avaliação imunohistoquímica para NOSi nos tecidos cerebrais 

(PFC, CE e Hipocampo), mostrou em sua grande maioria uma intensa marcação difusa 

de células no tecidos do PFC e do CE e uma marcação de forte a moderada nas aréas 

do hipocampo de animais adultos submetidos à esquizofrenia por Poly I:C, em 

comparação ao grupo adulto controle. Porém, uma marcação leve foi observada nos 

animais adolescentes, quando comparado aos demais grupos. Observaram-se 

diferenças na intensidade de marcação entre os grupos adulto Poly I:C e adolescente 

Poly I:C, onde o grupo adulto apresentou maior intensidade. O tratamento com clozapina 

por sua vez diminuiu a expressão de NOSi em algumas áreas sendo menos evidente em 

outras. 

 

De acordo com Watts, Standaert e Obeso (2011), as cinco proteínas receptoras 

diferentes de dopamina possuem distribuições distintas no cérebro. Ambos os 

receptores D1 e D2 são expressos em altos níveis no estriado (núcleo caudado e 

putâmen), onde desempenham um papel no controle motor dos núcleos basais, bem 

como no nucleus accumbens e tubérculo olfatório. Os receptores D2 desempenhem um 

importante papel na esquizofrenia, visto que muitas medicações antipsicóticas exibem 

alta afinidade por esses receptores, embora a localização dos receptores D2 ainda não 

tenha sido totalmente elucidada. Os receptores D3 e D4 estão relacionados aos 

receptores D2 em nível tanto estrutural quanto funcional e também podem estar 
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envolvidos na patogenia da esquizofrenia. Ocorre expressão de altos níveis dos 

receptores D3 no sistema límbico, incluindo o nucleus accumbens e o tubérculo olfatório, 

enquanto os receptores D4 foram localizados no córtex frontal, diencéfalo e tronco 

encefálico. Os receptores D5 apresentam uma distribuição esparsa e são expressos em 

baixos níveis, principalmente no hipocampo. Os neurônios dopaminérgicos centrais 

originam-se, em sua maior parte, em áreas distintas do cérebro, como mostra a e 

possuem projeções divergentes. Podem ser distinguidas três vias principais. O maior 

trato DA no cérebro é o sistema nigroestriatal, que contém cerca de 80% da DA do 

cérebro. O estriado é assim designado pelo aspecto listrado dos tratos de fibras brancas 

que correm por ele; a substância negra é assim denominada pela pigmentação negra 

que resulta da decomposição da DA em melanina. Os neurônios dopaminérgicos do 

sistema nigroestriatal estão envolvidos na estimulação do movimento intencional.  

 

Os variados resultados de intensidade para as marcações imunohistoquimicas da 

NOSi neste estudo, podem ser justificados pela diferença de receptores dopaminérgicos 

dos tecidos cerebrais estudados, como é mostrado na figura seguinte (figura 25), deve-

se considerar que a intensa marcação difusa no corte referente ao corpo estriado, 

baseia-se no fato de que uma das principais vias dopaminérgicas encontra-se no 

sistema nigroestriatal.  

 

Existem sólidas evidências de que o NO exerce uma influência excitatória 

primária sobre as neurotransmissões fásica e tônica de DA em condições fisiológicas 

(WATTS, STANDAERT E OBESO, 2002). Mais especificamente, o NO aumenta a 

liberação de DA e inibe sua recaptação, enquanto que agentes inibidores da síntese de 

NO promovem efeito oposto (KISS e VIZI, 2001; WEST e GALLOWAY, 1997). Dessa 

forma, o NO pode desempenhar um papel importante na integração da informação 

transmitida aos núcleos da base, mediando e/ou regulando aspectos diversos da 

neurotransmissão dopaminérgica (SALUM, PEREIRA E GUIMARÃES, 2008). 
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Figura 25: Localização dos receptores de dopamina n o cérebro. 

 
A localização dos cinco subtipos de receptores de dopamina no cérebro humano, determinada pela 
localização dos mRNA dos receptores em regiões correspondentes do cérebro do rato, é mostrada em 
azul em corte coronal. Ambos os receptores D1 e D2 localizam-se no núcleo caudado e putâmen (o 
estriado), no nucleus accumbens, na tonsila do cerebelo, no tubérculo olfatório e no hipocampo. Além 
disso, os receptores D1 são encontrados no córtex cerebral, enquanto os receptores D2 estão presentes 
na substância negra, na área tegmental ventral e no hipocampo. Abreviaturas: ATV = área tegmentar 
ventral, C = núcleo caudado, Cx = córtex cerebral, H = hipotálamo, HIPP = hipocampo, nAc = nucleus 
accumbens, P = putâmen, SN = substância negra, TC = tonsila do cerebelo, TO = tubérculo olfatório. 
Fonte:http://www.ufpi.br/subsiteFiles/lapnex/arquivos/files/Farmacologia%20da%20neurotransmissao%20d
opaminergica.pdf. Acesso em: 10/11/2012 
 

Embora os modelos animais para o estudo da esquizofrenia não reproduzam 

fielmente as características sintomatológicas deste transtorno, dada à complexidade e 

subjetividade do mesmo, os dados obtidos até o presente momento sustentam a 

interação entre os sistemas DA e NO na modulação de determinadas manifestações 

deste transtorno. Mais especificamente, esta interação tem sido demonstrada no modelo 

de déficit no sistema de filtro sensório- motor e no teste de Y-maze. A interação entre os 

sistemas dopaminérgico e nitrérgico fornece novas perspectivas para a compreensão 

dos mecanismos fisiopatológicos e neuroquímicos de vários transtornos mentais. O 

crescente interesse por examinar a dinâmica da interação entre NO e DA tem o 

potencial de revelar novas estratégias terapêuticas para esses transtornos (SALUM, 

PEREIRA E GUIMARÃES, 2008). 

 

De acordo com Thomas et al.(2005), micróglias residentes são as células 

apresentadoras de antígenos no sistema nervoso central, tendo como função proteger o 
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cérebro contra lesões e patógenos invasores. Por outro lado, as micróglias ativas podem 

secretar inúmeros reagentes que causão danos nos neurônios e que estão associados a 

patogênese de diversas doenças neurodegenerativas. 

 

Usando técnica de imagem de tomografia por emissão de positron, Van Berckel et 

al. (2008), mostraram a ativação da micróglia nos cerébros de pacientes esquizofrênicos 

dentro dos cinco anos após o início da doença. 

 

Um estudo realizado por Juckel et al.,(2011), utilizando um modelo animal de 

esquizofrenia sugeriu que a infecção maternal durante a embriogênese contribui para a 

ativação da micróglia na prole, o que pode representar um fator contribuidor para a 

patogênese da esquizofrenia. No mesmo estudo os referidos autores afirmaram que a 

densidade dos processos das células da micróglia foi reduzida nos cérebros dos filhotes 

das mães infectadas com Poly I:C em comparação com os animais controles, pois no 

grupo controle, as células apresentaram um formato oval com processos muito 

ramificados que aparentavam uma densa malha. Já nos filhotes das mães injetados com 

Poly I: C, a ramificação foi grandemente diminuída, particularmente no hipocampo, 

exibindo ramos significativamente menores em comparação com os animais controle. O 

que sugere que o tratamento com Poly I:C nas mães causou um estado mais elevado de 

ativação imune nas celulas microgliais nos filhotes com 30 dias de nascidos 

(periadolescentes), estes autores não fizeram estudos em animais adultos. 

 

Com base no trabalho citado anteriormente e nos resultados obtidos no presente 

estudo é possível afirmar que quanto mais elevado for o estado imune da micróglia, 

menor será o número de ramificações, o que por sua vez em nosso caso ficou claro que 

os animais controle tanto adultos como adolescentes apresentaram uma elevada 

manifestação do processo de ramificação, sendo estas ramificações também 

abundantes nos animais adolescentes desafiados com Poly I:C. Nos animais adultos a 

ramificação foi extremamente diminuída e os ramos se apresentaram muito menores, 

indicando um elevado estado de ativação microglial nestes animais. Nos ratos tratados 

com clozapina tal expressão apresentou-se de moderada a elevada nas diferentes áreas 

cerebrais estudadas.  
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Como mostrado em outros estudos realizados por Shapiro et al. (2009) e Stence 

et al.,(2001), os ramos e os processos derivados das células microgliais nos 

camundongos expostos a Poly I::C eram diferentes das do grupo controle. Enquanto as 

células microgliais dos animais controle mostraram uma maior arborização e muito mais 

ramificações, fator indicativo de um estado não-inflamatório de micróglia, a prole de 

camundongos tratados com Poly I:C foi caracterizado por células menos ou não 

ramificadas, fator característico do estado fagocitico e inflamatório da micróglia ativada. 

 

No trabalho realizado por Juckel et al., (2011), foi demonstrado que camudongos 

de 30 dias (período comparável à adolescência) que foram previamente expostos a Poly 

I:C no periodo pré-natal apresentaram um aumento do número de micróglia ativa nas 

regiões do hipocampo e do corpo estriado Os referidos autores, afirmam no mesmo 

estudo que, a ativação da micróglia poderia levar a redução dos neurópilos com 

rarificação das sinapses, dendritos em pacientes com desordens esquizofrênicas, devido 

a um efeito neurotóxico direto efeito (por exemplo, liberação de citocinas ou de radicais 

livres), causando alterações neuroanatômicas bastante conhecidas nas fases iniciais da 

doença. 

 

Para Boje e Arora (1992), o papel das citocinas inflamatórias na patogênese de 

doenças neurológicas não é bem compreendido. Os efeitos neurotóxicos por citocinas 

podem ser mediados pela imunoestimulação das células gliais produzindo 

concentrações tóxicas de óxido nítrico (NO) e óxidos de azoto reativos. Assim, a 

imunoestimulação microglial estaria mediando a neurotoxicidade por NO, óxidos de 

nitrogênio reativos, ânion superóxido e NMDA. Sugerindo assim um novo papel para 

produção microglial de NO e óxidos de nitrogênio reativos funcionando como um agente 

neurotóxico em estados de doenças neurodegenerativas. 

 

No que se refere ao uso da clozapina, neste estudo, foi possível observar que o 

tratamento com clozapina reduziu de forma significativa a expressão de NOSi no PFC 

estriado e na área do GD do hipocampo de animais adultos esquizofrênicos, o que por 

sua vez, nas áreas CA1, CA2 e CA3 do hipocampo essa redução apresentou-se de 

parcial a moderada. No que diz respeito aos dados comportamentais, notou-se que o 

tratamento com clozapina na fase adulta foi capaz de reduzir o déficit cognitivo 

apresentado por estes animais, o que não foi significativo no grupo de animais que 
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receberam clozapina como forma de prevenção para a esquizofrenia, ainda na 

adolescência. 

A clozapina juntamente com outros fármacos como olanzapina, quetiapina, 

risperidona, ziprasidona é um antipsicótico atípico utilizado para o tratamento das 

psicoses (Sisca et al., 2009).  

 

Sugino et al., (2009), determinaram que os antipsicóticos atípicos suprimem o 

TNF-α e IL-6, enquanto aumentam IL-10, uma citocina anti-inflamatória, contudo o 

haloperidol, um antipsicótico típico, não produziu esses efeitos. 

 

Com isso podemos afirmar que a redução da expressão de iNOS estaria 

aparentemente correlacionada a um possível efeito antinflamatório da clozapina nos 

tecidos cerebrais o que levaria a um efeito benéfico na função cognitiva.  

 

Alguns estudos com clozapina realizados por Hagger et al., (1993) e McGurk 

(1999) demonstraram que esta droga tem um efeito benéfico na função cognitiva. Outros 

estudos comparativos feitos por Pickard et al., (1992) e Lindenmayer et al., (1994) 

mostraram a superioridade da clozapina sobre a clorpromazina, o flufenazinae e o 

haloperidol em pacientes resistentes ao tratamento, tanto no sintomas positivos como 

nos negativos da esquizofrenia. 
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7      CONCLUSÃO 

 
Esquizofrenia é um transtorno neuropsiquiátrico caracterizado por diversos 

sintomas incluindo déficits cognitivos, comportamentais, atenção e memória. Dentre os 

agentes neuroquímicos relacionados à esquizofrenia tem sido considerado o 

envolvimento do óxido nítrico, um neurotransmissor atípico intimamente relacionado 

coms sistema onde um dos principais neurotransmissores atuantes é a dopamina (DA). 

O modelo de esquizofrenia por infecção viral induzida por Poly I:C,  demonstra 

aparentemente que uma disfunção em vias córtico-estriatais dependentes de NO podem 

posivelmente prejudicar a atividade do sitema nigroestriatal, envolvidos na regulação da 

transmissão dopaminérgica. Esta disfunção dopaminérgica poderia por sua vez alterar o 

processamento de informações sensório-motoras.  

 

Acredita-se que os níveis de NO possam um papel de neuromodulação na 

sinalização dopaminérgica, estando envolvido diretamente na atividade das estruturas 

límbicas, portanto, sendo um importante alvo para o desenvolvimento de novas formas 

de tratamento para a esquizofrenia. 

 

Os resultados do presente trabalho demonstram que a ativação de células 

microgliais em animais adultos submetidos ao desafio imune neonatal com poly I:C 

acompanhado por aumento na marcação de NOSi em áreas cerebrais relevantes na 

fisiopatologia da esquizofrenia córtex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. 

Observamos  também uma inibição na imunoexpressão da NOSi pelo tratamento com 

clozapina o que aponta para esta enzima como um possível novo alvo para a ação 

terapêutica deste antipsicótico. 
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Figura 38- Determinação das alterações comportament ais e mecanismos 

neuroinflamatórios no modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia induzida 

por desafio imune em ratos neonatos. 
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8       PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

1. Estudar os possíveis mecanismos neuromoduladores da via do óxido nitíco no 

desenvolvimento da esquizofrenia.  

 

2. Avaliar os efeitos de outros antipsicóticos no tratamento da  esquizofrenia 

induzida por  Poly I :C em ratos. 
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