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E justo que muito custe o que muito vale.
Santa Teresa D’4

RESUMO

A esquizofrenia, transtorno psicético grave caracterizado por anormalidades na percepcao ou
expressdo da realidade, se manifesta na forma de diferentes sintomas com etiologia
multifatorial. Afeta as fun¢des cognitivas. Os sinais e sintomas clinicos comuns incluem
delirios, alucinagfes, pensamento desorganizado e embotamento da realidade. Desafio imune
no periodo perinatal € um importante fator de risco para este transtorno mental. Ademais
mecanismos imunoldgicos estdo subjacentes ao desenvolvimento dos sintomas e resposta a
tratamento, com resultados conflitantes na literatura sobre o possivel envolvimento de resposta
Th2 no desenvolvimento deste transtorno, enquanto alguns estudos mostram participagéo de
ambas as respostas Thl e Th2. O presente trabalho teve como objetivo avaliar alteracbes
comportamentais e a expressdo de genes associados ao neurodesenvolvimento e esquizofrenia
no hipocampo de camundongos BALB/C de ambos os sexos, visto que essa linhagem apresenta
dominancia de resposta imune Th2. O estudo foi conduzido com camundongos albinos (Mus
musculus, linhagem Balb/C), submetidos a desafio imune neonatal com Poly I:C nos dias pds-
natais (PNs)5-7. Foram realizadas avaliacbes do peso, de marcos do desenvolvimento fisico,
do reflexo da ausculta e do endireitamento, assim como avaliagdes comportamentais nos
animais adultos (PN60) utilizando os testes de campo aberto, interagéo social, labirinto em cruz
elevado e inibicdo pré-pulso (IPP). A expressdo de mRNA de amostras hipocampais foi
realizada através da técnica de qPCR para analise da expressdo de genes relacionados ao
neurodesenvolvimento e esquizofrenia, como o receptor de estrogeno ligado a proteina G
GPERL, fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), cAMP Responsive Element
Binding protein (CREB), Fator de Transcricdo 4 (TCF4) e fator nuclear kapa B (NF-kB — gene
RELA). Os resultados mostraram que o desafio imune neonatal com Poly 1:C em animais
BALB/C induz alteragbes comportamentais que mimetizam 0s sintomas da esquizofrenia,
principalmente em camundongos fémeas. Fémeas quando avaliadas nol5 apresentaram
prejuizo no reflexo do endireitamento e da ausculta quando comparadas ao grupo salina. Essas
alteracOes nas fémeas foram preditoras de comportamentos esquizofrenia-simile identificados
na idade adulta, como menor comportamento social, aumento do nimero de Rearings e déficits
no PPI. Os animais machos desafiados com Poly I:C tiveram prejuizo apenas no reflexo do
endireitamento. A expressdo do gene IGF1 foi aumentada nas fémeas e machos-Poly I:C,
enquanto os genes RELA, CREB e TCF4 tiveram aumento de expressao apenas em fémeas
expostas ao desafio imune neonatal quando comparado ao grupo controle. A modulacéo desses
receptores pode representar uma abordagem inovadora para o tratamento da esquizofrenia, ndo
apenas no que tange aos sintomas comportamentais, mas também aos processos
neuroinflamatdrios subjacentes. Esses achados podem contribuir para o desenvolvimento de
novas moléculas e para uma abordagem terapéutica diferente entre homens e mulheres,
oferecendo uma estratégia inovadora para o tratamento da esquizofrenia.
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ABSTRACT

NEONATAL IMMUNE CHALLENGE IN BALB/C MICE: INFLUENCE OF SEX ON
BEHAVIORAL CHANGES AND HIPPOCAMPAL EXPRESSION OF GENES
ASSOCIATED WITH NEURODEVELOPMENT AND SCHIZOPHRENIA.

Schizophrenia, one of the most serious mental health conditions, has a diverse and complex
symptomatology and varies greatly between the sexes. Positive symptoms include delusions
and hallucinations, while negative symptoms include anhedonia, depression and social
isolation. Cognitive symptoms, such as memory and concentration deficits, further complicate
the clinical picture. In addition, patients may present additional physiological and behavioral
disorders. The aims of this study include determining the behavioral and developmental
changes in male and female mice submitted to the postnatal immune challenge-induced
schizophrenia model, evaluating the expression of non-genomic estrogen receptors (GPER1)
and intracellular signaling proteins related to the activation of these receptors in the
hippocampus of adult mice. The study was conducted with albino mice (Mus musculus, Balb/C
strain), subjected to neonatal immune challenge with Poly I:C in the PN5-PN7 period. Weight,
physical developmental milestones, auscultation reflex and straightening reflex were assessed,
as well as behavioral assessments using the open field, social interaction, elevated cross maze
and prepulse inhibition (PPI) tests. The expression of mMRNA was determined using the qPCR
technique to analyze inflammatory markers and signaling pathways. Preliminary results
indicate that neonatal immune challenge with Poly I:C induces behavioral changes that mimic
the symptoms of schizophrenia, especially in female mice. Female-Poly 1:C mice showed
reduced social and exploratory behavior, reduced pre-pulse inhibition and impairment in the
straightening and auscultation reflexes, while male-Poly I:C mice showed impairment only in
the straightening reflex. IGF1 gene expression was increased in Poly I:C females, while RELA
gene expression was increased in both males and females exposed to neonatal immune
challenge. The modulation of these receptors may represent an innovative approach to the
treatment of schizophrenia, not only with regard to behavioral symptoms, but also to the
underlying neuroinflammatory processes. These findings may contribute to the development of
new molecules and to a therapeutic approach that differs between men and women, offering an
innovative strategy for the treatment of schizophrenia.
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1 INTRODUCAO
1.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia € um transtorno neuropsiquiatrico complexo e fenotipicamente
heterogéneo, considerado uma das condicdes de salide mental mais graves que afeta a
humanidade, manifestando-se de diversas maneiras. Seus sintomas sdo classificados em
positivos, negativos, cognitivos e afetivos (Lin; Zhang; Jin, 2023; Kulkarni; Butler; Riecher-
Rossler, 2019; Keefe, 2014).

Os sintomas positivos envolvem alteracdes sensoriais (alucinagdes) e falsas crencas
incorrigiveis (delirios) , bem como pensamentos desorganizados (Wang et al., 2024; Sinichi et
al., 2023; Dean, et al (2012). Os sintomas negativos incluem afeto embotado, isolamento social
e deficiéncias emocionais, fatores que prejudicam a qualidade de vida e a funcionalidade diaria
e, muitas vezes, sao confundidas com depressdo (Marder; Umbricht, 2023; Sabe et al., 2023).
Esses sintomas, apresentam ainda, expressdo diminuida de emocoes, falta de motivacao, apatia,
dificuldade em manter atividades diarias (Fernandez-Egea et al., 2023).

Os sintomas cognitivos por sua vez, afetam a atencdo, concentracdo, memoria,
velocidade de processamento diminuida e déficits na percep¢do social impactando a rotina e a
independéncia dos individuos (Batinic, 2019; Ramirez-Jirano et al., 2019; McGrath et al., 2008;
Sher; Kahn, 2019). Os sintomas afetivos na esquizofrenia incluem sintomas ansiosos e
depressivos, sdo comuns tanto na fase prodromica quanto durante as recidivas psicéticas (Hall,
2017), estando associados a déficits neurocognitivos e a um risco genético aumentado
(Kanchanatawan et al., 2018).

Conforme descrito por diferentes autores, para 0 paciente com esquizofrenia, a
percepcao de que seus pensamentos e sentimentos intimos sdo conhecidos ou compartilhados
por outros pode levar ao desenvolvimento de delirios, muitas vezes acompanhados pela crenca
de que forcas naturais ou sobrenaturais influenciam de maneira bizarra as acdes e pensamentos
do individuo Lin; Zhang; Jin, 2023, Wang et al., 2024; Sinichi et al., 2023, :

“Os Pensamentos, sentimentos mais intimos sdo sentidos como
conhecidos os partilhados por outros e podem desenvolver delirios
explicativos, a ponto de que forcas naturais ou sobrenaturais

trabalham de forma a influenciar os pensamentos e as acfes do

individuo atingido, de formas que sdo muitas vezes bizarras.” (Cid-10

pag. 88).
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Os pacientes com esquizofrenia também podem apresentar alteracfes, como disturbios
enddcrinos, problemas de sono, aumento de pressdo arterial, alteracdo da percepcdo da dor,
disfuncdo sexual, comportamento agressivo, estigmatizacdo e alto risco de suicidio
(Rajalingham, 2023; Robillard et al., 2012).

Além disso, a esquizofrenia é considerada uma doenga progressiva que geralmente se
manifesta nos homens no final da adolescéncia ou inicio da idade adulta e evoluindo para
formas cronicas em estagios avangados (Frajerman et al., 2021). Esses pacientes apresentam
expectativa de vida reduzida (Laursen; Nordentoft; Mortensen, 2014) e um aumento no indice
de mortalidade em todos 0s grupos etarios, tanto por causas naturais quanto nao naturais, como
por suicidio, que corresponde a cerca de 15% dos Obitos registradas (Charlson et al., 2015).

O risco aumentado de suicidio na esquizofrenia resulta de uma combinag&o de fatores,
incluindo sintomas psicoticos graves, sentimentos de desesperanca, isolamento social,
depresséo e estigma associado ao transtorno, levar a exclusdo social e a violacdes dos direitos
humanos, tanto em instituicGes de salde quanto na comunidade, também geram grave problema
de salde publica (Stepnicki; Kondej; Kaczor, 2018;Yin et al., 2020).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) destaca a esquizofrenia como a terceira maior
causa de perda da qualidade de vida entre 0s 15 e 44 anos, devido ao impacto negativo cronico
na salde mental, nas interacdes sociais, capacidade de trabalho e atividades cotidianas (Chen,
Jiang; Zhang, 2022).

Estudos qualitativos indicam que a esquizofrenia gera desafios significativos em
ambitos sociais, econdémicos e de salde, classificada-se entre as quinze principais causas
globais de incapacidade (GBD, 2017, 2018; Velligan; Rao, 2023; Patel, 2016). A
sintomatologia presente compromete o autocuidado, a interacéo social e a qualidade de vida
(Hastrup et al., 2020).

Os dados estatisticos sobre a esquizofrenia no contexto socioeconémico revelam
variagdes significativas entre paises e regides (Crossley et al., 2021). Essas discrepancias estao
frequentemente ligadas a qualidade da assisténcia em salde mental, ao nivel de
desenvolvimento econémico e a eficacia dos sistemas de salde. Em paises com sistemas de
salide mais robustos e estruturados, ha uma maior disponibilidade de recursos e suporte para o
tratamento de transtornos mentais, resultando em melhores desfechos clinicos para pacientes
com esquizofrenia. Por outro lado, em paises em desenvolvimento ou com economias
fragilizadas, os servi¢os de saude mental tendem a ser subfinanciados e, em alguns casos,
inexistentes, deixando a populacdo vulneravel sem a assisténcia necessaria (Tesfaw; Kibru;
Ayano, 2020; Yang; Yu, 2021).
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Nos Estados Unidos, por exemplo, foi observado que pessoas com transtornos mentais
graves tém trés vezes mais chances de serem encontradas no sistema de justica criminal do que
em hospitais (Folsom et al., 2005). Essa cenario decorre da falta de acesso a servigos de saude
mental adequados e do estigma associado as doengas mentais, o que frequentemente dificulta a
busca por tratamento (da Silva et al., 2023).

Além disso, a reintegracdo dos pacientes com esquizofrenia é dificultada pelos déficits
cognitivos, como problemas de atencdo e memoria de trabalho, para os quais os medicamentos
antipsicéticos nao trazem melhorias significativas. Em estagios avancados, essas limitacGes
cognitivas e sociais impactam negativamente a vida cotidiana, dificultando a manutencéo do
emprego e dos relacionamentos interpessoais, 0 que perpetua o ciclo de marginalizacéo e
exclusdo social (Millier et al., 2014). Esse prejuizo no funcionamento social e ocupacional
(Fischer; Buchanan, 2020)contribui com altas taxas de desemprego, afetando entre 80% e 90%
dos pacientes (Chilman et al., 2024).

1.2 Epidemiologia

A esquizofrenia afeta aproximadamente 0,5% - 1% da populacdo mundial, o que representa
cerca de 24 milhGes de pessoas, ou 1 em cada 300 individuos, com variacdes dependendo da
localizacdo geografica e dos métodos de estudo (Kakhramonovich, 2022), Estudos recentes
mostram uma prevaléncia de 0,45%, equivalente a 1 em cada 222 pessoas no mundo (IHME,
2021). Segundo dados do Global Burden of Disease (GBD), houve um aumento significativo de
casos ao longo dos anos. Em 2016, surgiram 20,9 milhdes de novos casos no mundo, com
incidéncia de 0,3% padronizada por idade (Charlson et al., 2018). Em 2019, esse numero subiu
para 23,6 milhdes, e em 2021, a esquizofrenia resultou em 14,8 milhGes de novos casos,
afetando homens (7,87 milhdes de DALYS) e mulheres (6,95 milhdes de DALYS) de forma
semelhante.

No Brasil, estima-se que aproximadamente 1,6 milh&o de brasileiros vivem com
esquizofrenia e sofrem com o estigma associado a doenca, representando mais da metade das
internacOes relacionadas a transtornos mentais (Solmi et al., 2023; Carteri et al., 2020). O
Governo Federal do Brasil investe mais de R$ 794 milhdes por ano em 2.731 centros de
atendimento especializados, que oferecem suporte médico, psicoldgico e social, promovendo a
adesdo ao tratamento e a melhoria na qualidade de vida (Ministério da Salde, 2022).

O diagndstico de esquizofrenia é mais frequente em homens eles apresentam mais surtos

psicoticos, podendo estar relacionados a eventos traumaticos durante a adolescéncia, com
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menor frequéncia na infancia e em idades avancadas (acima de 45 anos) (Maynard et al., 2001).
Ja as mulheres sdo diagnosticadas mais tardiamente, (Kostyuk et al., 2022; Abel; Drake;
Goldstein, 2010 ; McGrath et al., 2008). Essa diferenca entre os géneros pode estar relacionada
a fatores hormonais, que influenciam tanto a suscetibilidade a doenca quanto a evolucao dos

sintomas ao longo da vida (Brown, 2011; Crawford; Go, 2022), como representados na figura 1.

Figura 1. Comparacdo por faixa etaria e sexo, 2021.
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Fonte: INSTITUTO PARAMETRICAS E AVALIA(;AO DA SAUDE (IHME) Disponivel em:
<https://www.healthdata.org/research-analysis/diseases-injuries-risks/factsheets/2021-schizophrenia-

level-3-disease>. Acesso em: 09 outubro de 2024.

Entre pessoas com doengas mentais graves, incluindo esquizofrenia e psicoses afetivas,
as taxas de mortalidade por todas as causas sdo de duas a trés vezes maiores em relagdo a
populacdo em geral. Consequentemente, pessoas com transtornos psicoticos morrem, em
média, de dez a quinze anos antes. Grande parte da mortalidade entre pessoas com transtornos

psicoticos discerne de doencas crbnicas, especialmente doencas cardiovasculares, incluindo
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comportamentos adversos a satde (por exemplo, tabagismo, estilo de vida sedentério), efeitos
metabolicos adversos de medicamentos e menor acesso a cuidados médicos gerais eficazes
(Simon et al., 2018; Olfson et al., 2015).

Compreender a epidemiologia da esquizofrenia é vital para a criacdo de politicas de
salde publica e desenvolvimento de estratégias eficazes. Ao conhecer a prevaléncia,
distribuicdo demografica, fatores de risco e comorbidades associadas, os formuladores de
politicas podem direcionar melhor os recursos e servicos de saude mental. Isso inclui 0 acesso
a diagnosticos precoces e tratamentos multidisciplinares, que abrangem tanto os aspectos
psiquiatricos quanto as condigdes fisicas associadas. Além disso, o foco em populacbes
vulneraveis e a reducdo de estigmas sdo essenciais para garantir melhores resultados e maior
equidade no atendimento (Almeida, 2019; Carteri et al., 2020).

1.3 Etiologia da Esquizofrenia

Conforme com o DSM-5 (2014) — Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais, publicado pela Associagdo Americana de Psiquiatria (APA) — a esquizofrenia é
delineada por suas caracteristicas essenciais em um ou mais dominios como delirios,
alucinagdes, pensamento (discurso) desorganizado, comportamento motor grosseiramente
desorganizado ou anormal (incluindo catatonia), sintomas negativos e cognitivos (Biedermann;
Fleischhacker, 2016).

As causas dos transtornos esquizofrénicos sdao multifatoriais, cada paciente é afetado por
uma combinacéo de diferentes fatores de risco que interagem de maneira sinérgica, aumentando a
predisposicdo para o desenvolvimento da doenca (Célia Moreira Borella et al., 2016).

A relacdo etiologica com o periodo gestacional, pode ocorrer durante a infeccao pre-
natal/ativacdo imunoldgica, desnutricdo, complicagdes obstétricas ligadas a hipdxia, diabetes
gestacional, estando associadas ao aumento do risco de esquizofrenia. Essas complicacdes
podem afetar o desenvolvimento do cérebro fetal e consequentemente, influenciar a
vulnerabilidade genética da esquizofrenia (Sandini et al., 2014; Rector; Stolar; Grant, 2011;
Biedermann; Fleischhacker, 2016; Lipner; Murphy; Ellman, 2019; Cheslack-Postava; Brown,
2022). Embora o inicio da esquizofrenia ndo seja completamente compreendido, estudos
sugerem que certas complicagdes durante a gravidez e o nascimento podem estar relacionadas
ao risco aumentado de desenvolver esquizofrenia posteriormente (Patel et al., 2014).

Infecgdes virais ou retrovirais, como a influenza, e outras infec¢des bacterianas ou

parasitarias podem desencadear uma resposta imunologica que afeta o desenvolvimento
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neurolégico do feto, aumentando a susceptibilidade ao desenvolvimento de esquizofrenia na
vida adulta (Chaudhury; Ramana, 2019; McCutcheon; Reis Marques; Howes, 2020).

Fatores genéticos aumentam o risco de esquizofrenia e mostram conexfes com
Transtorno do Espectro Autista, Transtorno Bipolar, Depressdo Maior e TDAH. A relagéo entre
esquizofrenia e depressdo é explorada na literatura cientifica, ressaltando fatores comuns que
contribuem para ambas as condi¢Ges. O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é
considerado crucial no desenvolvimento de doengas mentais como a esquizofrenia, embora sua
contribuicdo ainda ndo seja totalmente compreendida. Estudos também indicam uma
sobreposicdo genética entre Transtorno do Espectro Autista e esquizofrenia, sugerindo que
variacOes genéticas similares podem influenciar ambos os transtornos (Goralczyk-Binkowska;
Szmajda-Krygier; Koztowska, 2022; Jutla; Foss-Feig; Veenstra-VanderWeele, 2022; Lee et al.,
2013).

Fatores de risco genéticos e ambientais do inicio da vida alteram das o
neurodesenvolvimento, afetando os sistemas e circuitos neurais do cérebro durante periodos
criticos, predispondo o individuo ao transtorno e levando ao desenvolvimento de sintomas,
como, aparecimento dos sintomas psicoticos, mudangas no comportamento e na cognicéo,
isolamento social, perda de interesse em atividades habituais, dificuldade de concentracéo,
irritabilidade, desorganizacdo no pensamento, alteragBes no sono, no inicio da idade adulta
(Pratt; Morris; Dawson, 2018; Flores-Dorantes; Diaz-Lopez; Gutiérrez-Aguilar, 2020; Warrier
etal., 2021; Misiak et al., 2018 ; Jutla; Foss-Feig; Veenstra-VanderWeele, 2022).

Fatores de risco ambientais incluem o estresse social durante a infancia ou adolescéncia,
experiéncias adversas, englobando eventos estressantes da vida, como abuso fisico, sexual e
emocional, além de negligéncia. O uso de cannabis, especialmente em jovens geneticamente
predispostos, abuso continuo de psicotropicos e perdas interpessoais estdo fortemente
correlacionados com o surgimento da esquizofrenia, agravando a vulnerabilidade aos
transtornos. (Brown, 2011; Khavari; Cairns, 2020; Lin et al., 2023;Yu; Peery; Won, 2021; Levi
etal., 2023; Stiles et al., 2021; Devi et al., 2019; Inyang et al., 2022; Beal et al., 2019; Wahbeh;
Avramopoulos, 2021).

O trauma infantil esta associado ao comprometimento da memoria de trabalho, funcéo
executiva, aprendizagem verbal e atencdo em pacientes com esquizofrenia, incluindo aqueles
com risco ultra-alto de desenvolver psicose. Segundo Popovic et al., 2019, niveis mais altos de
trauma infantil correlacionam-se com niveis mais atenuados de sintomas positivos, sintomas
gerais e sintomas depressivos; niveis mais baixos de funcionamento global; e pior desempenho

cognitivo na memdria episddica visual e funcdes executivas.
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A esquizofrenia tem um componente hereditario: ter um parente de primeiro grau com
esquizofrenia é um fator de risco importante para desenvolver esquizofrenia, cerca de 10% (na
populacdo em geral), chegando a 20%-45% em gémeos dizigoticos e monozigoticos,
respectivamente. As estimativas levando a estimativas de herdabilidade chegam a 80%
(Sullivan; Kendler; Neale, 2003; Cardno; Gottesman, 2000; Owen; Sawa; Mortensen, 2016).

Nos ultimos anos, a integracdo entre aspectos neurodesenvolvimentais, fatores de risco
ambientais e cognicdo tem ganhado destaque nos estudos sobre esquizofrenia, revelando novas
dimens0es para a compreensao e 0 manejo dessa condicdo. A esquizofrenia ndo resulta de um
unico fator isolado, mas de uma complexa interacdo de fatores que alteram o desenvolvimento
cerebral de forma precoce, manifestando-se em déficits cognitivos e sintomas psicéticos mais
tarde na vida (Howes; Murray, 2014;Besteher; Brambilla; Nenadi¢, 2020; Fagnani; Stazi,
2020).

1.4 Diagndstico

O diagnostico da esquizofrenia é realizado com base em critérios estabelecidos pelos
manuais DSM-5 e CID-10. Ele exige a presenca de sintomas psicéticos como delirios,
alucinagdes, comportamento desorganizado e sintomas negativos (apatia e falta de motivagéao)
por pelo menos seis meses. Esses sintomas podem causar prejuizos significativos na vida social,
ocupacional ou pessoal do paciente. Além disso, é fundamental excluir outras causas possiveis,
como doencas neuroldgicas ou transtornos induzidos por substancia, por meio de exames
clinicos e laboratoriais, garantindo a preciséo do diagnostico (Correll et al., 2024; Fusar-Poli et
al., 2022).

Estudos de neuroimagem na esquizofrenia frequentemente encontram alteragdes nas
estruturas do sistema nervoso central (SNC) (Wojciak;Remlinger-Molenda; Rybakowski,
2016; Boisvert et al., 2023; Wood et al., 2011; Williams et al., 2022; Keshavan et al., 2020).
Técnicas de neuroimagem, como ressonancia magnética sensiveis a neuromelanina (NM-MR),
fornecem uma maneira eficiente e ndo invasiva de investigar o cérebro humano in vivo
(Wieland et al., 2021).
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1.5 Areas cerebrais afetadas pela esquizofrenia

Figura 2 - Areas cerebrais afetadas pela esquizofrenia
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Fonte: <http://www.schizophrenia.com/schizpictures.html> Acesso em: 05/01/2024. Obtido em

https://app.biorender.com/biorender-templates.

A esquizofrenia € afetada por diversas alteragdes estruturais no cérebro, a saber
reducdes significativas no volume cerebral total, incluindo a diminuicdo da matéria cinzenta e
dos volumes de substancia branca nas regides frontal, parietal e temporal (Olabi et al., 2011).
Essas modificacbes estruturais acarretam ao aumento do volume dos ventriculos laterais,

indicando uma perda de tecido cerebral em areas criticas (Keshavan et al., 2020).

Estudos também indicam uma reducdo na espessura cortical e na area de superficie,
especialmente nos lobos frontais e temporais, 0 que impacta a funcionalidade cognitiva e
emocional associada a essas regides (Keshavan et al., 2020; Olabi et al., 2011). Observa-se,
ainda, uma reducédo no volume de estruturas-chave do lobo temporal, como a amigdala e o
hipocampo, todas essenciais para a regulagdo de emocdes, memoria e processamento de
informagdes complexas (Valdés-Tovar et al., 2022; van den Heuvel; Fornito, 2014) . Além
disso, alteracBes na superficie cortical afetam redes neurais centrais, como a Rede de Modo

Padréo, a Rede Executiva Central e a Rede de Saliéncia, as quais desempenham papéis cruciais


http://www.schizophrenia.com/schizpictures.html
https://app.biorender.com/biorender-templates

29

na integracdo de informagdes e na resposta ao ambiente, corroborando a natureza multifacetada

e complexa das alteracdes neurais envolvidas na esquizofrenia (Palaniyappan et al., 2011)

Reducgbes anatomicamente distribuidas do volume de substancia cinzenta (VMC)
podem progredir ao longo do tempo e em diferentes estagios da doencga. Essas descobertas
sugerem que as fibras da substancia branca podem atuar como condutores para a disseminacao
da patologia em todos os estagios da doencga psicética, e as regides temporais mediais
desempenham um papel critico nas origens das reducfes do volume da substancia cinzenta
(Chopra et al., 2023; Olabi et al., 2011;Vita et al., 2012).

Na esquizofrenia, varias areas especificas sdo particularmente afetadas, como o cortex
pré-frontal, o hipocampo, a amigdala, o tdlamo e os nucleos da base. O cortex pré-frontal,
essencial para a tomada de decisGes e controle executivo, apresenta reducdo de atividade,
enquanto o hipocampo, ligado & memoria e integracdo de informacdes, sofre perda de volume.
A amigdala e o tadlamo, cruciais para a regulacdo emocional e a filtragem sensorial,
respectivamente, também apresentam disfuncdes, que estimulam a instabilidade emocional e
sintomas psicoéticos. Essas alteragdes estruturais e funcionais comprometem o comportamento,
a cognicdo e a percepcdo das pessoas com esquizofrenia, refletindo a sua complexidade;
Dietsche; Kircher; Falkenberg, 2017; Mu; Gurvich; Kulkarni, 2024).(Guimond; Hawco;
Lepage, 2017).

Como ja dito anteriormente, a esquizofrenia apresenta manifestacdes de sintomas e
alteracBes cognitivas, associados as alteracdes no cortex pré-frontal (CPF) e o hipocampo. O
cortex pré-frontal é responsavel por fungdes executivas, como tomada de decisdes, julgamento
e controle do comportamento social. Em pacientes com esquizofrenia, observa-se uma
diminuicdo na atividade e no volume desta regido. Essa condicdo esta associada a dificuldades
cognitivas e desorganizacdo do pensamento, elementos centrais dos sintomas da esquizofrenia
(Palaniyappan et al., 2011; Guo; Ragland; Carter, 2019; Guimond; Hawco; Lepage,
2017;Hoftman; Lewis, 2011).

Estudos do CPF dorsolateral em pacientes com esquizofrenia revelaram alteragcdes em
proteinas relacionadas a oligodendrdcitos, metabolismo energético e citoesqueleto, indicando
uma complexa gama de disfuncdes celulares e moleculares.

A dopamina desempenha um papel significativo na regulacdo da excitabilidade dos neurdnios

corticais, e anormalidades na neurotransmissdo dopaminérgica no CPF e tem sido implicadas
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na patofisiologia da esquizofrenia(Goldman-Rakic; Selemon, 1997;Martins-de-Souza et al.,
2009; Aryal et al., 2023).

Ja o hipocampo, por sua vez, é fundamental para a formacdo de novas memorias e o
processamento de informacgdes. Na esquizofrenia, essa estrutura frequentemente apresenta
reducdo de volume e anormalidades sinapticas, afetando a capacidade de integrar memodrias e
eventos de forma coerente. Essas disfun¢Ges no hipocampo associam-se a alucinacfes e
dificuldades em distinguir experiéncias reais de imaginarias, caracteristicas tipicas de sintomas
psicoticos (Bartsch; Schott; Behr, 2023;Harrison, 2004). A interacdo entre as disfun¢bes no
cortex pré-frontal e no hipocampo cria um complexo neurobioldgico de base, em déficits na
memoria, no controle executivo e na percepcao da realidade se entrelagcam, intensificando a

sintomatologia da esquizofrenia.(Harrison, 2004; Adriano; Caltagirone; Spalletta, 2012).

Dada a observagdo de anormalidades neuroanatdmicas mais severas e uma maior
presenca de sintomas negativos em homens em comparagdo com mulheres com esquizofrenia,
poderiamos esperar que os déficits neurocognitivos fossem mais proeminentes em pacientes do
sexo masculino (Cordeiro, 2021). No entanto, a evidéncia disponivel & menos conclusiva.
Alguns estudos relatam uma fungdo cognitiva superior em mulheres em comparagdo com
homens, enquanto outros encontram o efeito oposto ou ndo identificaram diferencas
significativas entre os sexos/géneros. Além disso, alguns estudos observam uma reversao do

padrédo de dimorfismo sexual usual (Mendrek; Mancini-Marie, 2016).

1.6 Aspectos da Fisiopatologia da Esquizofrenia

Apesar de todas as investigacOes sobre a doenga mostram-se pouco avango no
entendimento da fisiopatologia da esquizofrenia, que é considerada um transtorno heterogéneo
com varia¢fes em seu mecanismo patologico (da Silva et al., 2023), diversas hipoteses foram
propostas para sua patogénese, e as evidéncias na literatura apontam para o envolvimento da
desregulacdo de varios mecanismos na fisiopatologia dessa condi¢cdo (Jayawickrama et al.,
2017).

A teoria classica atribui a causa dos sintomas positivos da doenca a hiperatividade dos
receptores de dopamina na via mesolimbica. No entanto, para uma compreensdo mais
abrangente, surgiram hipoteses adicionais para explicar aspectos ainda ndo completamente

elucidados. Isso inclui abordagens gque exploram o papel do sistema glutamatérgico, processos
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neuroinflamatdrios e anormalidades no desenvolvimento cerebral, além da hipotese
tradicionalmente centrada na dopamina. Essas novas perspectivas estdo sendo ativamente
investigadas para ampliar nosso entendimento das complexas bases neurobioldgicas da
esquizofrenia (Stahl, 2018) (fig.2).

1.5.1 Hipotese Dopaminérgica

Figura 3 - Vias dopaminérgicas na esquizofrenia.
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Adaptado de Silva et al., 2023. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates. Legenda: (A)
via nigroestriatal (B) via mesolimbica (C) via mesocortical (D) via tuberoinfundibular. ATV: &rea
tegmentar ventral. CPF DL: cdrtex pré-frontal dorso-lateral. CPF VM: cortex pré-frontal ventro-
medial.

A teoria dopaminérgica, persistente na psiquiatria, proposta na década de 60, postula
que a desregulacdo do sistema dopaminérgico desempenha papel fundamental na etiologia da
esquizofrenia. Esse dado foi descoberto quando a clorpromazina, o primeiro antipsicético,
demonstrou eficacia nos sintomas positivos em pacientes (Kim; Na, 2017)(fig. 3).

A hipotese inicial da dopamina necessitava de expanséao para abranger contribuicées de
outros sistemas de neurotransmissores na fisiopatologia da esquizofrenia, e a disfuncéo
dopaminérgica passou a ser considerada uma via final comum que conduz a psicose nessa
condicdo (Howes; Kapur, 2009).

Carlsson e Lindqvit (1963), com sua descoberta, mostraram que 0s antipsicoticos

exerciam seus efeitos bloqueando os receptores monoaminérgicos, uma constatacdo que
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corroborada eficacia pela antipsicética de substancias que se dirigiam especificamente ao
receptor da dopamina D2 (Carlisson; Lindqvist, 1963).

Além disso, outras evidéncias destacaram os efeitos psicéticos provocados por drogas
que promoviam a liberacdo de dopamina, como a anfetamina (Angrist; Van Kammen, 1984).
Nesse contexto, o enfoque predominante recaia sobre 0 excesso de transmissao de dopamina e
0 bloqueio desses receptores como um método de tratar as psicoses (Howes; Kapur, 2009).

As quatro principais vias dopaminérgicas compreendem: (a) a via nigroestriatal, cujos
corpos celulares residem na substancia negra compacta (SNC) e cujos terminais
dopaminérgicos alcancam o estriado dorsal; (b) a via mesolimbica, caracterizada por fibras
provenientes da area tegumentar ventral (ATV) gue se dirigem ao estriado. ventral, abrangendo
estruturas como o ndcleo accumbens, o nicleo caudado, bem como componentes do sistema
limbico como o hipocampo e a amigdala; (c) a via mesocortical, que projeta-se da ATV para o
cortex pré-frontal; e por fim, (d) a via tuberoinfundibular, cujas fibras nervosas se estendem do
hipotalamo até a hipéfise anterior (Monte, 2017 ;Stahl, 2007).

Assim, o desenvolvimento de medicamentos antipsicoticos se concentrou na pesquisa
de bloqueadores de dopamina, fundamentado na premissa de que a esquizofrenia tem uma base
hiperdopaminérgica (da Silva et al., 2021). Estudos subsequentes de imagens corroboram a
associacdo entre o aumento da transmissdo mesolimbica da dopamina e os sintomas positivos
da esquizofrenia. Assim ndo é patognémica, devido a heterogenicidade neuroquimica na
populagéo de pacientes com esquizofrenia (Araripe Neto; Bressan; Busatto Filho, 2007).

A hipotese dopaminérgica apresenta limitacGes que impedem que esse modelo abranja
completamente o espectro da esquizofrenia. Em primeiro lugar, embora 0 aumento nos niveis
de dopamina esteja associado a fisiopatologia da esquizofrenia, especialmente aos sintomas
positivos, 0s antagonistas dopaminérgicos demonstram ter pouco impacto nos sintomas
negativos e cognitivos (Gaebel, 2011;Londero et al., 2015). Na visdo de Wood et al. (2011), na
fase inicial da esquizofrenia, observa-se uma diminui¢do do volume de substancia cinzenta no
cortex frontal, com uma tendéncia posterior para a intensificacdo dessas alteracdes. E
importante notar que o alargamento dos ventriculos laterais ndo é visualizado na fase inicial,
mas sim em periodos subsequentes. Resultados semelhantes foram alcancados em relacéo ao

hipocampo, giro temporal superior e cortex insular.
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1.5.2 Hipotese Glutaminérgica

O glutamato € um neurotransmissor excitatorio e a substancia neurotransmissora mais
prevalente no cérebro. Age nos receptores N-metil-d-aspartato (NMDARS) e suas vias
conectam-se ao cortex, ao sistema limbico e a regides do tadlamo, todas elas associadas a
esquizofrenia (da Silva et al., 2023). O glutamato e a dopamina estdo inter-relacionados nos
circuitos neurais do cérebro. Algumas pesquisas sugerem que a hiperatividade dopaminérgica
observada em pacientes com esquizofrenia pode ser desencadeada por disfunges nos
receptores de glutamato (de Figueiredo et al., 2021).

As disfungdes na transmisséo glutamatérgica pode desempenhar um papel significativo
na fisiopatologia da esquizofrenia, especialmente no que diz respeito aos sintomas negativos e
as deficiéncias cognitivas relacionadas ao disturbio, podendo resultar em uma diminuicdo da
regulacdo inibitéria da atividade neuronal (Goff; Coyle, 2001).

Sabe-se que os receptores NMDA sdo constituidos por um conjunto heteromérico de
subunidade. A subunidade NR1 € essencial e pode formar combinagdes distintas com as
subunidades NR2 e/ou NR3. O dominio N-terminal extracelular das subunidades NR2 possui
um sitio de ligacdo para o glutamato, que é o principal ativador do receptor NMDA.
Notavelmente, 0 NR2B é predominantemente distribuido espacialmente em regiées como o
cortex, estriado e hipocampo (Geddes; Huang; Newell, 2014 ; Mutluay; Karatas, 2022).

A hipdtese glutamatérgica sugere que disfuncBes nesse sistema podem impactar as vias
neurais relacionadas a cognicdo, emocdo e percepc¢do, que sdo frequentemente afetadas na
esquizofrenia (Goff; Coyle, 2001). Segundo a literatura, a ativacdo dos receptores NMDA que
incorporam a subunidade NR2B inativa as vias de sobrevivéncia celular e exerce uma regulagéo

negativa na neurogénese, resultando no desencadeamento da morte neuronal (Hu et al., 2008).

1.5.3 Hip6tese Neuroinflamatéria

A concepcdo da hipotese neuroinflamatdria foi primeiramente apresentada por Stevens
em 1982, nesse periodo, o pesquisador destacou a presenca de marcadores inflamatorios no
liquido cefalorraquidiano de individuos com esquizofrenia, correlacionando essas descobertas
com a neuropatologia desse transtorno. Desde entdo, a proposta de uma relacéo entre doencas
inflamatdrias e esquizofrenia tem sido discutida (Réus et al., 2015 ; Aricioglu et al., 2016;
Meyer; Schwarz; Mller, 2011).
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Motivados por estudos epidemioldgicos que indicam um elevado risco de
desenvolvimento de esquizofrenia apds exposicao pre-natal a infecgdes, varios pesquisadores
estdo empenhados em investigar a real e potencial contribuigdo da alteragdo imunomediada no
neurodesenvolvimento cerebral para o surgimento de doenca psicotica a longo prazo (Chew;
Fusar-Poli; Schmitz, 2013 ; Pasternak; Kubicki; Shenton, 2016; Brown, 2011; Patterson, 2007).

Essencialmente, a hipotese neuroinflamatoria postula que a exposicdo a eventos
imunolégicos durante os periodos pré e pds-natal pode desencadear alteragfes nos sistemas de
resposta inflamatoria tanto periférica quanto central. Essas mudancas, por sua vez, tém o
potencial de impactar negativamente o desenvolvimento e a maturagdo dos sistemas neurais em
fases posteriores da vida (Patterson, 2007).

A neuroinflamagdo tem a capacidade de interferir em processos cruciais para a
maturag&o cerebral normal apos o nascimento, incluindo mielinizacéo, remodelagéo neuronal e
poda sinaptica (Meyer, 2013).

Segundo Insel, (2019) em termos tedricos, € importante destacar que a psicose
tipicamente se manifesta no final da adolescéncia ou no inicio da vida adulta, geralmente entre
18 e 25 anos de idade, periodo durante o qual algumas estruturas cerebrais, como o cortex pré-
frontal, ainda estdo em desenvolvimento.

A hipotese sugere que a inflamagao no sistema nervoso central pode desempenhar um
papel significativo no desenvolvimento e na progressao da esquizofrenia. A ativacao do sistema
imunolégico e a resposta inflamatdria no cérebro podem influenciar processos neuroquimicos
e neurobioldgicos, contribuindo assim para os sintomas do transtorno (de Souza; da Silva
Raimundo; Juvelane, 2020).

Diversos estudos epidemiologicos indicam que a infecdo pré-natal por agentes
patogénicos, como o virus da Influenza, o virus Herpes simplex tipo 2, Toxoplasma gondii,
(Macieira, 2022) e infeccGes congénitas e adquiridas (Li et al., 2013; Krause et al., 2010)
aumentam no risco de desenvolvimento de esquizofrenia (Macieira, 2022).

Elevados niveis maternos de citocinas, como TNF-a (fator de necrose tumoral alfa),
diversas interleucinas (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10), e de Proteina C-Reativa (Zhang et al., 2018).
Nas maes de pacientes com transtornos psicéticos esses achados se apresentam como um
possivel mecanismo subjacente a ligacdo entre a infeccdo materna e a esquizofrenia (Brown,
2011). Essas irregularidades prejudicam processos essenciais para 0 desenvolvimento
neuroldgico, resultando em uma maior vulnerabilidade ao surgimento de transtornos cerebrais,

como a esquizofrenia.
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Além disso, nota-se a presenca de células e marcadores pro-inflamatérios no sangue
periférico de pacientes afetados pelo disturbio, o que contribui para reforcar a hipotese da
neuroinflamagdo. Isso é respaldado pela evidéncia de que as modificacbes no sistema
imunologico periférico podem desencadear alteragdes no sistema nervoso central (Kutlu; Kose;
Akillioglu, 2023; Potvin et al., 2008). Embora a relacdo entre esquizofrenia e o sistema
imunologico ainda ndo tenha sido definida, as evidéncias compiladas até agora despertaram
interesse em uma hipotese de desregulacdo imunoldgica (Miller; Goldsmith, 2017).

O sistema imunoldgico atua como um mediador entre fatores de risco para psicose com
subsequentes alteragbes neurotransmissoras e neuropatologicas. A disfungdo do sistema
imunoldgico pode ser demonstrada por meio de niveis alterados de células imunes, citocinas e
outras proteinas inflamatorias (Warren et al., 2024).

Muitos estudos tentaram descobrir diferencas nos niveis de marcadores inflamatorios
imunomediados [Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-6 (IL-6),
Interleucina-8 (IL-8), Interleucina-17 (IL-17) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)] em
pacientes com esquizofrenia(na fase aguda e apds a remissdo) em comparaGao aos controles,
geralmente descobrindo que os pacientes apresentam aumento de citocinas pré-inflamatérias
um prognostico ruim na esquizofrenia (Miller; Goldsmith, 2017; Momtazmanesh; Zare-
Shahabadi; Rezaei, 2019; Sun et al., 2023).

Elevacdes significativas nos niveis de varias interleucinas, sugerindo uma ligacao entre
a inflamagdo e a patogénese da doenca. Interleucinas pro-inflamatdrias como IL-1 ¢ IL-6 sdo
frequentemente encontradas em pacientes com esquizofrenia, indicando ativacdo microglial e
neuroinflamagdo. A [IL-2 também apresenta niveis aumentados, sugerindo ativacdo
imunologica continua. Por outro lado, interleucinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-10 tém
niveis reduzidos, indicando um desequilibrio na resposta inflamatéria. Alteracdes em IL-8 e IL-
12 também foram observadas, reforcando a ideia de uma disfuncdo imunoldgica na
esquizofrenia. Esses achados ressaltam a importancia da inflamagao na doencga e sugerem novos
caminhos terapéuticos focados na modulagdo do sistema imunologico (Golimbet et al., 2022;
Golimbet et al., 2022; Herniman et al., 2023; Wang et al., 2023).

A exposicdo a ativacdo imunologica no Utero devido a doencas maternas, niveis
aumentados de marcadores inflamatorios na infancia e infec¢des no inicio da vida foram todos
associados ao desenvolvimento posterior de esquizofrenia ou sintomas semelhantes a
esquizofrenia em estudos clinicos e pré-clinico (Muller, 2018; Kelly; McEvoy; Miller, 2019).

Ha a hipotese de que a disfuncao da barreira hematoencefalica pode resultar de multiplos

estressores ambientais, como infec¢cdo perinatal, traumatismo craniano, uso de substancias e



36

traumas na infancia, bem como influenciada pela predisposicdo genética e alteracdes estruturais
do cérebro. A disfuncdo da barreira pode entdo deixar o cérebro vulneravel a patdégenos
periféricos e mediadores imunoldgicos, resultando em mais rupturas da barreira e

neuroinflamacao central (Pollak et al., 2018; Greene; Hanley; Campbell, 2020).

1.5.4 Hipotese Neurodesenvolvimental

A hipotese neurodesenvolvimental da esquizofrenia propde que 0s genes essenciais no
desenvolvimento cerebral estdo sujeitos a interagcbes gene-ambiente, especialmente durante o
segundo trimestre da gestacdo, no desfecho clinico da esquizofrenia (Mueser; McGurk,2004;
Weinberger, 1996; Fatemi; Folsom, 2009).

Essas interacdes do gene-ambiente resultam na interrupcdo das trajetérias normais do
desenvolvimento cerebral, na desorganizacdo do sistema limbico e em desequilibrios
neuroquimicos, notadamente no sistema dopaminérgico (Weinberger, 1995; Feinberg,1982;
Schmitt et al., 2014).

E sabido que o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) em todos os
vertebrados € através da formacdo de uma dobra especializada de tecido ectodérmico chamada
tubo neural, a partir do qual a medula espinhal e o cérebro se diferenciam posteriormente (Rice;
Barone, 2000). Em A formacéo do tubo neural ocorre aproximadamente no meio da gestacédo
em roedores, no dia gestacional(dg) 10,5-11 e 9-9,5 em ratos e camundongos, respectivamente,
com o0 nascimento ocorrendo tipicamente no dg 20-21, contrariamente em humanos, esse
evento ocorre mais cedo durante o desenvolvimento pré-natal, entre o dg 24 e 28 (3—4 semanas)
de um periodo de gestacdo de 266280 dias (40 semanas) (Semple et al., 2013).

Esta fase é caracterizada em que o cérebro do feto passa por mudangas essenciais que
serdo fundamentais para seu desenvolvimento neurologico apos o nascimento. Os principais
aspectos desse neurodesenvolvimento incluem: crescimento do cérebro, formagéo dos sulcos e
giros, mielinizacdo dos neurdnios, desenvolvimentos de sinapses maturacdo de funcdes
essenciais (Siegel, 2020).

De acordo com pesquisadores, a alteragdo mais critica ocorreria durante os estagios
finais do desenvolvimento cerebral, quando o cérebro passa por uma revisao de suas conexdes
sinapticas e alcanca seu crescimento final por volta dos 20 anos. Essa teoria ficou conhecida
como mielinizagdo, poda sindptica e estabelecimento de conexdes cortico-corticais
(Weinberger, 2017 ; Feinberg, 1982; Randall, 1983).
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Os processos compartilhados incluem neurogénese, mielinizagéo, sinaptogénese e poda
neuronal e sinaptica. Em geral, os roedores altriciais apresentam maior imaturidade do sistema
nervoso central (SNC) ao nascer e desenvolvimento po6s-natal acelerado em comparacao aos
humanos, nos quais o desenvolvimento prolongado de certos processos, como mielinizacéo
neocortical e maturacdo sinaptica, se estendem até a idade adulta (Zeiss, 2021; Andersen,
2003). Nos humanos, os processos de nascimento, migragdo e morte neuronal ocorrem de
maneira coordenada e estdo em grande parte concluidos ao nascer, podendo se estender até
cerca de 18 meses de idade no cortex pre-frontal (Sanai et al., 2011).

O aumento dos processos neuronais, formagdo de sinapses e maturacdo de sistemas
neurotransmissores é concluida na primeira infancia (Huttenlocher; Dabholkar, 1997).

A maturacdo do cdértex pré-frontal ocorre aproximadamente entre os 17 e 25 anos na
idade em humana (Lenroot; Giedd, 2006) quando em comparacdo com o dia pés-natal do
animal que é no PN90 (Sowell et al., 2001).

Insultos variados que ocorrem nas fases iniciais do neurodesenvolvimento podem
impactar negativamente a maturacdo cerebral posterior ao nascimento, resultando em um
aumento da vulnerabilidade a esquizofrenia. Portanto, um modelo mais apropriado para o
neurodesenvolvimento seria aquele em que ocorre algum tipo de insulto precoce pré, peri ou
pos-natal, seguido por um longo periodo latente durante a maturacao cerebral, culminando no
inicio das psicoses no final da adolescéncia ou inicio da vida adulta (Nestler; Hyman, 2010;
Insel, 2010 ; Prado, 2020).

Podemos ainda elencar fatores que promovam essas interacdes como, infec¢des durante
a gravidez que ativam o sistema imunologico materno e podem desencadear neuroinflamacédo
do cérebro fetal durante o neurodesenvolvimento. A neuroinflamacéo grave durante a gravidez
tem sido associada a partos prematuros, abortos e microcefalia (Ganguli; Chavali, 2021).

Evidéncias de estudos em animais sugerem que o0s sintomas relacionados a
esquizofrenia podem ser induzidos por infec¢bes virais com, por exemplo, Influenza A e
Citomegalovirus (Elgueta et al., 2022) ou indugdo perinatal de neuroinflamagdo com, por
exemplo, Poly I:C, que imita respostas imunes inatas antivirais (Ding et al., 2019).

Como mencionado as alteragbes estruturais, fatores ambientais, genéticos,
neuroinflamacao e insultos variados ainda no neurodensenvolvimento, as psicoses geralmente
tém inicio no final da adolescéncia e inicio da idade adulta, por volta dos 18 a 25 anos e nesse
periodo, algumas estruturas cerebrais, como o coértex pré-frontal, ainda estdo em pleno

desenvolvimento (Murray et al., 2017;Insel, 2010).
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Assim, nos ultimos vinte anos, as pesquisas tém se voltado para a realizacéo de estudos
que desenvolvam modelos neurodesenvolvimentais de esquizofrenia, com o objetivo de
identificar processos etiol6gicos nos quais o cérebro, apds eventos desencadeantes especificos,
se desenvolve ao longo do tempo em um padréo semelhante ao de um "cérebro esquizofrénico™
(Meyer; Feldon, 2012).

Para avaliacéo, estudo e busca de fatores etioldgicos, a analise de sintomas e sinais em
pacientes é muito importante. No que se refere a avaliages anatbmicas, um dos achados mais
consistentes € o alargamento dos ventriculos cerebrais, incluindo os ventriculos laterais e o
terceiro ventriculo, seu alargamento sugerem uma redugédo no volume de tecido cerebral, 0 que
pode estar associado a anormalidades no desenvolvimento cerebral ou a perda de massa cerebral
ao longo do tempo (Costas-Carrera et al., 2020).

Observa-se que a esquizofrenia é caracterizada pela disfuncdo complexa dos
neurotransmissores, especialmente a hiperatividade dos receptores de dopamina na via
mesolimbica. Além da tradicional teoria dopaminérgica, novas pesquisas exploram o papel do
sistema glutamatérgico, processos neuroinflamatérios e anormalidades no desenvolvimento
cerebral.

O tratamento tem evoluido consideravelmente ao longo das décadas, principalmente
envolvendo antipsicoticos, que bloqueiam os receptores de dopamina, mas novas terapias estdo
sendo desenvolvidas para abordar esses diferentes mecanismos neurobiolégicos e melhorar os
resultados para os pacientes.

A sequir, a figura 4 oferece uma representacdo abrangente de uma paisagem celular e
molecular, destacando uma rede complexa de conexfes. Esta visualizacdo permite a
identificacéo e focalizacdo de alvos terapéuticos atuais para o tratamento da doenca, além de
proporcionar uma compreensao detalhada sobre suas agdes bioldgicas. As setas presentes na
figura indicam efeitos positivos, enquanto os tracos sinalizam efeitos negativos. Para facilitar a
interpretacéo, os alvos avaliados, que sdo aqueles associados a medicamentos atualmente em
desenvolvimento ativo para a doenca, estdo destacados em cores mais vivas. Em contraste, 0s
alvos que néo estéo validados ou tém menor relevancia estédo representados em cinza ou por

simbolos mais claros.
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Figura 4 - Representacdo Celular e Molecular dos Alvos Terapéuticos
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Estes alvos de tratamento da esquizofrenia visam principalmente reduzir os sintomas
positivos, como alucinagdes e delirios, que estdo frequentemente associados a hiperatividade
dos receptores de dopamina na via mesolimbica. Além disso, o tratamento busca controlar 0s
sintomas negativos, como apatia e retraimento social e os sintomas cognitivos, incluindo
dificuldades de memadria e concentracdo. A abordagem terapéutica inclui o uso de antipsicéticos
para modular a atividade dopaminérgica e outras intervencdes psicossociais para melhorar o
funcionamento global do paciente, comparando diferentes estratégias de tratamento conforme

estdo representados na tabela 1 (Yang; Tsai, 2017; Sonnenschein; Grace, 2021).
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Tabela 1 - Alvos de Tratamento e sintomas da Esquizofrenia.

Hipoteses Estratégia Alvo
Melhorar a aderéncia no Estabilizadores
Dopamina medicamento dopaminérgicos
Melhorar os sintomas negativos e Agonista de NDMA-R,
coanitivos g AMPA -R ou receptores
Glutamato g metabotrépicos
Agonista 5-HT1A, inibidores
da recepgédo 5-HT, agonistas e
Melhorar nos sintomas negativos e antagonistas 5-HT2C e
cognitivos antagonistas de 5-HT3, 5-HT6
Serotonina e 5-HT7
Melhorar o tratamento dos
GABA sintomas psicoticos Agonista seletivos GABA-A
. . Agonista de a Nicotinico
L Melhorar sintomas cognitivos . .
Acetilcolina Agonista de M1 muscarinico
Melhorar o tratamento dos
sintomas psic6ticos no inicio da
Inflamacao doenca Citocinas

Fonte: Adaptado de Monte, A.S. 2017.

E sabido que alguns pacientes apresentam resisténcia ao tratamento é caracterizada pela
falta de resposta adequada aos antipsicoticos convencionais, mesmo em doses adequadas e por
um periodo suficiente. Este subgrupo de pacientes enfrenta desafios significativos devido a
persisténcia dos sintomas positivos, negativos e cognitivos, apesar do tratamento continuo. O
manejo clinico desses casos frequentemente envolve a exploracdo de estratégias alternativas,

como o uso de antipsicoticos de segunda linha e terapias combinadas (Seppéléd et al., 2021,

Correll; Howes, 2021; Nucifora et al., 2019).

O estudo da fisiopatologia da esquizofrenia se apresenta com uma constante evolucdo e

a busca por tratamentos mais eficazes e com menos efeitos adversos € uma das prioridades na

pesquisa psiquiatrica (Rognoni; Bertolani; Jommi, 2021;Peng et al., 2018).
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1.7 Sistema Imunoldgico e a Esquizofrenia

O sistema imunoldgico é uma organizacdo de células e moléculas com papéis
especializados na protecao/defesa contra infeccdes. Existem dois tipos diferentes de respostas
a microrganismos invasores. Respostas inatas (naturais) ocorrem como primeira linha de
defesa, atuando de maneira rapida ao agente infeccioso. Ela é composta por barreiras fisicas e
quimicas, células e proteinas que confirmam padrGes comuns em patégenos. Enquanto as
respostas adquiridas (adaptativas) € a segunda linha de defesa, ativada quando uma resposta
inata ndo é suficiente para eliminar a infecgdo. Ela é altamente especifica para cada patdgeno e
tem a capacidade de gerar memoria imunologica, o que melhora a resposta a infeccbes
repetidas. As respostas inatas usam células fagociticas (neutréfilos, mondécitos, macrofagos e
células dendriticas), celulas que liberam mediadores inflamatérios (baséfilos, mastdcitos e
eosinofilos) e células NK. As respostas adquiridas (adaptativas) usam os linfécitos T citotoxicas
(CDB8+), células T auxiliares (CD4+) e células de meméria (Tmeméria) (Delves; Roitt, 2000;
Abbas; Lichtman; Pillai, 2019; McComb et al., 2019).

As células T auxiliares sdao um tipo de linfdcito, uma categoria de glébulos brancos, que
desempenham um papel fundamental na resposta imunoldgica adaptativa, ou seja, na defesa do
corpo contra patdgenos especificos, como virus, bactérias e células tumorais e sdo essenciais
para a regulacdo e ativacdo de outras células imunoldgicas. Existem subtipos de células T
auxiliares. As células Thl promovem a resposta imunolégica celular, essencial na defesa contra
patogenos intracelulares, como virus e algumas bactérias. Elas produzem citocinas, como
interferon-gama (IFN-y), que ativam macrofagos e aumentam a resposta inflamatoria. Essa
resposta é frequentemente associada a doencas inflamatdrias e autoimunes. As células Th2, por
outro lado, estdo envolvidas na resposta imunoldgica humoral, que combate patdgenos
extracelulares, como parasitas e alérgenos. Elas sdo produtoras de citocinas como interleucina-
4 (IL-4) e interleucina-5 (IL-5), que estimulam a producgéo de anticorpos pelas células B e séo
importantes na defesa contra alergias e reacOes alérgicas. Th17 sdo responsaveis pela defesa
contra infecgBes bacterianas e fungicas extracelulares que ndo sdo eliminados pelas respostas
Th1 ou Th2. (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

O sistema imunoldgico é parte integrante de processos fisiolégicos fundamentais, como
desenvolvimento, reproducéo e cicatrizacdo de feridas, e uma estreita interacao entre o sistema
imunoldgico e outros sistemas do corpo, como metabolismo, sistema nervoso central e sistema

cardiovascular (Sattler, 2017).
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Estamos constantemente expostos a microrganismos que entram em nosso corpo por
meio da respiracdo, ingestdo ou que vivem em nossa pele e membranas mucosas. Se esses
microrganismos conseguem penetrar e causar doencas, isso depende tanto de sua capacidade
patogénica (seus fatores de viruléncia) quanto da eficacia dos mecanismos de defesa do nosso
corpo (Parkin; Cohen, 2001), provocando a inflamacé&o ao ser reconhecido pelo sistema imune.

A inflamag&o é um mecanismo essencial do sistema imunolégico, ativado em resposta
a infeccdes ou lesdes nos tecidos, desempenhando um papel crucial na protecdo do organismo.
Ela pode ser de natureza aguda ou crénica. A inflamacdo aguda é uma ocorréncia rapida e de
curta duragdo, que tem como objetivo eliminar o agente agressor e iniciar 0 processo de pecas
teciduais. Em contraste, a inflamacéo crénica ocorre quando uma resposta inflamatdria persiste
por longos periodos, mesmo apos a remocao do estimulo inicial e estd frequentemente associada
a doencas autoimunes e neurodegenerativas (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

A resposta inflamatéria que ocorre no sistema nervoso central (SNC) é chamada de
neuroinflamacéo, esta envolve a ativacao de células gliais, como micréglias (que constitui cerca
de 10% da massa de células cerebrais) (Hanisch; Kettenmann, 2007) e astrocitos, em resposta
a danos, infecgdes ou outros estimulos encontrados. Historicamente, o cérebro tem sido
considerado um local imunologicamente privilegiado, protegido pela barreira hematoencefalica
(Carson et al., 2006), mas é sabido que a microglia derivam também do sistema hematopoiético
(Hanisch; Kettenmann, 2007). Em resposta a inflamagdo sistémica, a microglia libera
mediadores inflamatorios, como citocinas e quimiocinas (Ermakov et al., 2022; Dawidowski
et al., 2021) que se ligam a receptores especificos nos neurbnios e afetam o0s
neurotransmissores, a plasticidade sinéptica e as concentragdes de cortisol, levando a mudancas
no humor, cognicdo e comportamento (Dantzer et al., 2008; Miller; Maletic; Raison, 2009),
podendo causar danos neuronais e contribuir para o desenvolvimento de diversas condigdes
neuroldgicas e psiquiatricas, como Alzheimer (Canetta et al., 2014), Parkinson, esclerose
multipla e esquizofrenia (Lyman et al., 2014; Khandaker et al., 2015; Gangadin et al., 2024).

A associacdo entre esquizofrenia e o sistema imunoldgico foi postulada ha mais de um
século e é apoiada por estudos epidemioldgicos que sugerem ligagdes com infeccdo e
inflamacéo sistémica (Miller; Maletic; Raison, 2009; Brown; Derkits, 2010).

Estudos apresentam fatores para esta associagdo como as infecgdes maternas durante a
gravidez, confirmadas por sorologia e causadas por patdgenos como influenza, herpes simplex
tipo 2, citomegalovirus e Toxoplasma gondii, bem como infec¢des virais e bacterianas ndo
especificas foram associadas a um maior risco de esquizofrenia na populagéo adulta (Khandaker

et al., 2013, 2012). Além disso, niveis elevados de proteina C- reativa materna também estdo



43

relacionados a essa condicdo (Canetta et al., 2014). Além da prevaléncia de condigdes
autoimunes € aumentada em pessoas com esquizofrenia e seus parentes de primeiro grau nao
afetados (Eaton et al., 2006). Assim, as ligacOes entre esquizofrenia e uma série de infecgdes e
condi¢cdes autoimunes sugerem uma via subjacente comum, provavelmente envolvendo a
resposta imune inflamatoria (Khandaker et al., 2015).

Os subconjuntos Th foram inicialmente classificados como células Thl e Th2 com base
em sua capacidade de produzir diferentes padrdes de citocinas e desempenhar diferentes
funcbes efetoras (Mosmann et al., 1986). Um novo subconjunto de células Th, denominado
celulas Th17, foi identificado, que desempenha papéis criticos na infeccdo, autoimunidade e
inflamacéo, particularmente nas superficies mucosas dos pulmdes, pele e intestino (Weaver et
al., 2013; Bettelli et al., 2008). Pesquisas emergentes indicam que as células Th17 podem
infiltrar o sistema nervoso central (SNC) através das vénulas capilares e pos-capilares da BHE,
rompendo as juncOes estreitas da BHE por meio dos efeitos diretos da IL-17A e IL-22 nas
células endoteliais (Kebir et al., 2007) Ela esta ligada a distarbios at6picos, inflamatdrios e
autoimunes.

Os fatores/mecanismos de risco que levam a inflamac&o de baixo grau na esquizofrenia
sdo diversos e incluem agentes infecciosos, estresse, trauma, toxinas ambientais,
vulnerabilidade genética, inatividade fisica, obesidade, dieta inadequada e interrup¢édo do sono.
As células Th17 podem romper a barreira hematoencefalica, infiltrar o sistema nervoso central
e, jJunto com outras citocinas e microglia, levar a neuroprogressdo por meio de neuroinflamacéo
na esquizofrenia (Debnath; Berk, 2014; Miller, 2018).

1.8 Genes associados a neuroinflamacéo e a esquizofrenia

Tradicionalmente, a pesquisa sobre esquizofrenia se concentrou em fatores genéticos,
neurotransmissores e disfuncgdes cerebrais. No entanto, a crescente evidéncia de processos
inflamatdrios no cérebro de pacientes com esquizofrenia trouxe uma nova perspectiva para o
entendimento desta doenca (Mdller et al., 2015).

A neuroinflamacéo é caracterizada por uma resposta inflamatoria no sistema nervoso
central, tem sido apontada como um possivel fator que contribui para o desenvolvimento e a
progressdo da esquizofrenia. Estudos clinicos indicam a ativagdo da microglia, as células
imunoldgicas do cérebro, em pacientes com esquizofrenia, além de niveis elevados de citocinas
pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6), tanto

no liquido cefalorraquidiano quanto no sangue periférico desses individuos (Steiner et al., 2006;
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Mdller et al., 2015). Esses achados sugerem que a neuroinflamacgdo desempenha um papel
relevante na patogénese da esquizofrenia (de Souza Martins et al., 2023).

A relagdo entre neuroinflamacdo e os genes associados a esquizofrenia pode ser
explorada através de varias vias moleculares que integram a resposta inflamatéria e os
mecanismos genéticos. Genes como IGF1, GPER, Rela, CREB, TCF4, TLR4, IL-6, e IFN-y
estdo envolvidos em processos bioldgicos que podem influenciar a neuroinflamacao, a

sinalizacdo imunoldgica e, consequentemente, a patogénese da esquizofrenia.

1.5.1. IGF1(Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 1)

O fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) € um mediador tréfico regulado
pelo horménio do crescimento (GH), que pode ser encontrado em sua forma livre ou ligado a
proteinas de ligagdo. Entre essas proteinas, o IGF-1 € a mais abundante no sangue humano, e
sua ligacdo prolonga a meia-vida do proprio IGF-1 (Okamoto et al., 2021). Este fator
desempenha um papel crucial na regulacéo da proliferacéo, desenvolvimento e crescimento de
células neurais (O’Kusky; Ye, 2012), além de ser particularmente importante para o surgimento
de sintomas psiquiatricos, contribuindo para o crescimento e desenvolvimento neuronal,
incluindo neurogénese e formacdo de sinapses (Dyer et al., 2016). O IGF-1 também esta
envolvido na patogénese e progressdo de transtornos psiquiatricos, como a depressao maior e a
esquizofrenia, conforme demonstrado em estudos pré-clinicos (Trueba-Saiz et al., 2013) e
clinicos (Petrikis et al., 2016; Pejcic et al., 2023). Além disso, ha evidéncias de que vias de
sinalizag&o, incluindo a do IGF-1, podem ter um papel em casos de esquizofrenia e outros
transtornos tratados com antipsicéticos (Lindenmayer; Nathan; Smith, 2001).

O IGF1 é um hormdnio com importantes funcdes neurotroficas e neuroprotetoras, sendo
crucial para o desenvolvimento e a manutencdo do sistema nervoso central. Anomalias na
sinalizagdo do IGF1 podem estar relacionadas a irregularidades no desenvolvimento cerebral,
contribuindo para a manifestacdo de sintomas esquizofrénicos. Estudos tém mostrado que o
IGF1 desempenha um papel significativo na neurogénese e na plasticidade neural, processos
frequentemente alterados em individuos com esquizofrenia (Altar et al., 2008; Gunnell et al.,
2007).

A neuroinflamacdo mediada pelo IGF-1 na esquizofrenia pode contribuir para o
agravamento dos sintomas cognitivos e psicéticos, afetando a neurogénese, sinaptogénese e a

fungdo da microglia. A disfungdo nas vias de sinalizagdo do IGF-1 pode aumentar a
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neuroinflamacdo, prejudicar a conectividade sinaptica e alterar a modulacdo de
neurotransmissores como a dopamina, piorando os sintomas (Bhalla et al., 2022).

Estudos preliminares sugerem uma associacdo entre os niveis séricos do fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e melhorias nos comprometimentos cognitivos em
um subgrupo de pacientes com esquizofrenia. O IGF-1, conhecido por seu papel no
desenvolvimento neuronal e na plasticidade sinaptica, pode atuar de forma benéfica em fungdes

cognitivas como memoria e aprendizagem (Petrikis et al., 2016) .

1.5.2. GPER (Receptor de Estrogénio Acoplado a Proteina G):

E um gene que codifica um receptor de estrogénio que participa da sinalizacéo celular
mediada por este horménio. Estudos sugerem que o estrogénio possui efeitos neuroprotetores
(Seeman, 2012 ; Liu et al., 2012) e pode influenciar diversas fungdes cerebrais, tais como
cognicdo social, aprendizagem e memoria. E amplamente distribuido no cérebro, com alta
expressao particularmente no hipotalamo, hipocampo, substancia negra, medula oblonga e
hipofise de animais de laboratério (Ghimire; Howlett, 2020 ; Gabor et al., 2015).

Diversos estudos demonstraram os multiplos papéis do GPER-1 na modulacdo da
plasticidade neuronal, nos processos de aprendizagem e na formagdo de meméria. O GPER-1
parece atuar regulando a comunicacdo sinaptica e influenciando a sinalizacdo intracelular de
calcio, um ion crucial para a plasticidade sinaptica e a consolidacdo da memoria. Além disso,
sua ativacao foi associada ao aumento da neurogénese hipocampal, uma area chave para a
aprendizagem e memdria (Zhang et al., 2023). Além de desempenhar um papel na modulacéo
de vérios efeitos do estrogénio no sistema nervoso, incluindo a regulacdo da liberagcdo do
hormonio luteinizante e as oscilagBes de célcio em neurdnios de primatas (Maggiolini; Picard,
2010;Noel et al., 2009; Hammond et al., 2012; Hawley et al., 2014).

O mecanismo pelo qual o GPER aumenta o calcio intracelular envolve a ativacdo de
proteinas G, que estimulam a fosfolipase C (PLC). Essa enzima hidrolisa o fosfolipidio PIP2
(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato), liberando IP3 (inositol trifosfato). O IP3 se liga aos receptores
de IP3 localizados no reticulo endoplasmatico, levando a liberagdo de calcio armazenado no
interior dessa organela para o citoplasma. Esse aumento de célcio intracelular pode ter efeitos
importantes em processos como a regulacdo da proliferacdo celular, apoptose e sinalizacéo
neuronal (Rang, 2016).

AlteracOes na sinalizagdo estrogénica, mediadas pelo GPER, tém sido associadas a

disfungdes neurolodgicas e psiquiatricas, incluindo a esquizofrenia. O papel do estrogénio na
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modulacdo da neurogénese e da plasticidade sinaptica pode ser crucial para entender como
variacOes no GPER afetam a susceptibilidade a esse transtorno. GPER apresenta uma funcao
relevante a esquizofrenia, a funcéo celular, capaz de regular os estoques intracelulares de Ca?*
(Berridge, 2014).

1.5.3 Rela (Subunidade p65 do Fator de Transcricdo NF — kB)

O fator nuclear-kappa B (NF- x B), um fator de transcricdo prototipico, regula a
expressao de citocinas. Por outro lado, o NF-x B pode ser ativado por citocinas pro-
inflamatorias, incluindo IL-1 e TNF-«, e em resposta a varios estressores celulares
(Baeuerle, 1991; Hashimoto et al., 2011). Alteracdes na expressao de citocinas na esquizofrenia
foram extensivamente estudadas. Os niveis de citocinas, como interleucina-1 g (IL-13),
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1RA), IL-6 e fator de necrose tumoral- a (TNF- « ), sdo
aumentados no plasma e no fluido cerebrospinal de pacientes com esquizofrenia (Potvin et al.,
2008).

A via de sinalizacdo do fator nuclear- x B (NF- x B) foi reconhecida como um
importante regulador do crescimento e da plasticidade neural no sistema nervoso em
desenvolvimento e maduro. O NF- x B é constitutivamente ativado em neurénios, regulando a
expressao de um numero cada vez mais reconhecido de genes envolvidos na sobrevivéncia
celular, plasticidade sinaptica e memoria no cérebro adulto (Roussos et al., 2013; Mattson et
al., 2000).

Primeiro, NF-x B ¢é ativado por citocinas, fatores neurotro6ficos, como BDNF e
glutamato, que tém sido fortemente associadas a neuroinflamacéo. Essas descobertas apoiam a
hipGtese de que alteragBes nas citocinas e no NF- x B, que causam respostas inflamatorias
anormais, podem contribuir para a patogénese da esquizofrenia. (Roussos et al., 2013
;Hashimoto et al., 2011).

1.5.4. CREB (Proteina de Ligacéo ao Elemento de Resposta ao CAMP):

O gene CREB codifica um fator de transcricdo nuclear que regula a expresséo de genes
envolvidos na neuroplasticidade sindptica e na memoria (Sakamoto; Karelina; Obrietan, 2011),
regulando positivamente ou negativamente (Craft et al., 2012). Isso pode resultar em doencas

neurodegenerativas e psiquiatricas, como esquizofrenia, doenca de Alzheimer e depressdo. A
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forma fosforilada do CREB (p-CREB) € ativa, tornando-o um fator crucial e um dos principais
reguladores dos fatores neurotréficos (Kutlu; Kose; Akillioglu, 2023).

A atividade da CREB nos neurbnios tem sido correlacionada com varios processos
intracelulares, incluindo proliferacéo, diferenciacdo, sobrevivéncia, potenciacdo sinaptica de
longo prazo, neurogénese e plasticidade neuronal (Kitagawa et al., 2017; Landeira et al., 2018).

Segundo American Psychiatric Association, 2013, as deficiéncias cognitivas, incluindo
varios déficits de aprendizagem (APA, 2013) e memoria, caracterizam os individuos com
esquizofrenia e estdo correlacionadas de forma relativamente consistente ao resultado
funcional dos pacientes (Gonzalez-Blanch et al., 2010)

O CREB (cCAMP response element-binding protein) € um fator de transcricdo que
desempenha um papel essencial na regulagdo de genes envolvidos na plasticidade sinaptica e
na memoria. Alteracdes na ativacdo do CREB, seja por aumento ou diminui¢cdo de sua
atividade, estdo diretamente relacionadas a capacidade de formacdo e consolidacdo de
memorias, e essas mudancas tém implicacGes na esquizofrenia, onde os déficits de memoria
sdo sintomas comuns (Rang, 2016).

O CREB, quando ativado por sinais extracelulares como o aumento de caélcio
intracelular, promove a expressdo de genes cruciais para a plasticidade sinaptica e a formacéo
de memodrias, incluindo o BDNF, importante para a sobrevivéncia e fortalecimento neuronal.
Na esquizofrenia, hd evidéncias de que a reducdo na ativacdo do CREB esta relacionada a
déficits de memdria e aprendizado. A diminuicdo da fosforilagio do CREB prejudica a
plasticidade sinaptica, afetando a consolidacdo de memdrias e a funcdo cognitiva,
especialmente em areas como o hipocampo e o cortex pré-frontal (Avgan et al., 2017; Ohayon;
Yitzhaky; Hertzberg, 2020).

A ablacdo de CREB resulta em degeneragdo neuronal no hipocampo e corpo estriado
(Dawson; Ginty, 2002), contribuindo para a patogénese de doencas neurodegenerativas e
transtornos de humor, como esquizofrenia e depressdo (Wang et al., 2015).

Além de seu papel em doencgas neurodegenerativas, propde-se também que CREB esteja
envolvido no processo de doenca de transtornos psiquiatricos, como esquizofrenia (McGirr et
al., 2016).

1.5.5 TCF4 (fator de Transcricao 4)

A regulacdo da expressao génica mediada pelo TCF4 é crucial para o desenvolvimento

neuronal, sendo um fator de transcricdo essencial para o desenvolvimento cerebral e a
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manutenc¢do das func¢des neurais (Jung et al., 2018; Fischer et al., 2014; Mesman; Bakker;
Smidt, 2020) e alteracdes na regulacdo e o polimorfismo podem levar a anormalidades
estruturais e funcionais no cérebro sugerindo que este gene desempenha um papel significativo
na susceptibilidade a esquizofrenia (Gao et al., 2020; Quednow; Brzozka; Rossner, 2014).

De acordo com os estudos de Lee et al.,2013, 0 gene TCF4 é amplamente expresso em
estruturas corticais e subcorticais no desenvolvimento e na idade adulta, com expressao
proeminente no cdrtex, hipocampo e em um subconjunto de nucleos hipotalamicos e
amigdaloides (Lee et al., 2013).

Der acordo com Ripke et al.,2011 apoiaram ainda mais 0 TCF4 como um gene de
doenca para esquizofrenia 0 que esta de acordo com as crescentes evidéncias que apoiam a
sobreposicao de fatores genéticos na esquizofrenia e nos transtornos bipolares (Williams et al.,
2011;Ripke et al., 2011)

Em modelos animais de esquizofrenia, auséncia de TCF4 pode resultar em fendtipo
comportamental semelhante aos sintomas da esquizofrenia em humano como déficits
cognitivos, alteracbes no comportamento social e anormalidades motoras e nos cérebros A
auséncia de TCF4 pode comprometer a plasticidade sinaptica, prejudicando processos de
aprendizado e memoria (Kennedy et al., 2016) e aprendizado (Thaxton et al., 2018), que sdo
frequentemente afetados na esquizofrenia (Kim et al., 2020).

O TCF4 pode interagir com outras vias de sinalizacdo, como a via do CREB, que esta
envolvida na plasticidade sinaptica e na formacao de meméria (Hdsch, 2022).

Estudos em humanos demonstraram que os alelos de risco associados ao TCF4 podem
estar implicados no desempenho cognitivo e potencialmente também em sintomas negativos
(Wirgenes et al., 2012; Albanna et al., 2014).

De acordo com os estudos de Wirgenes et al.,(2012), é possivel que variantes comuns
em genes que controlam o neurodesenvolvimento (Quednow; Brzozka; Rossner, 2014), como
o TCF, confirmam o risco para fendtipos relacionados a aspectos do neurodesenvolvimento da

psicose.

1.5.6 TLR4 (Receptor Tipo Toll 4)

Os TLRs (Receptores Toll-like) sdo uma familia de receptores transmembranares que
desempenham um papel vital no inicio da imunidade inata, reconhecimento de padrdes
moleculares (PAMPS), dos mecanismos inflamatorios e s&o capazes de desencadear respostas

pré-inflamatorias ou antivirais, apresentando papéis fisiologicos no neurodesenvolvimento,
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homeostase, neurogénese adulta, neuroplasticidade, aprendizagem e meméria, sdo importantes
tanto nas respostas imunes periféricas quanto na plasticidade neuronal (Garcia Bueno et al.,
2016; Li; Kéri, 2020).

Existem 9 tipos funcionais humanos, os quais sdo encontrados tanto na superficie
celular quando nas membranas endossomais (Akira; Takeda, 2004; O’neill; Golenbock; Bowie,
2013). O TLR2 (Toll-like receptor 2) e 0 TLR4 (Toll-like receptor 4) sdo receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) que desempenham papéis cruciais no sistema imunol6gico
inato, sendo responsaveis por detectar padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS) e
padrées moleculares associados a danos (DAMPS). No sistema nervoso central (SNC), esses
receptores sdo expressos em diversos tipos de celulares, incluindo micréglia, astrécitos,
oligodendrocitos e neurdnios, e estdo envolvidos tanto na neuroprotecdo quanto na
neuroinflamacao (Rodriguez, 2024; Monji et al., 2013).

O TLR4 esté envolvido na ativacdo de vias inflamatorias, como a sinalizagdo via NF-
kB, levando a produgdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, IL-6 e TNF-o. Niveis
elevados dessas citocinas tém sido associados a esquizofrenia, indicando uma conexdo entre a
hiperativacdo do TLR4 e a neuroinflamacdo, comprometendo a integridade da Barreira
Hematoencefalica (BHE), permitindo que moléculas inflamatdrias e células imunes acessem o
sistema nevoso central (SNC) essa ativacdo alterada foi proposta como um dos processos
subjacentes ao inicio da psicoses, alteragdes neuroquimicas e comportamentais observadas na
esquizofrenia (Kang et al., 2013; Sharma et al., 2022). Promovendo ainda polimorfismos nos
genes T399I e D299G, levantando a hipdtese de que essas variantes poderiam apresentar fatores

genéticos comuns a patogénese da esquizofrenia (Aflouk et al., 2024;Ayari et al., 2024).

1.5.7 Interleucina — 6 (IL-6)

H& evidéncias robustas de concentracfes circulantes aumentadas de citocinas pro-
inflamatdrias antes do inicio da doenca (Monji et al., 2013). Estudos epidemioldgicos
mostraram que a exposicdo a uma variedade de infec¢Bes durante a vida pré-natal e a infancia
estd associada ao aumento do risco de esquizofrenia (Khandaker et al., 2013; Khandaker et al.,
2012).

No primeiro episddio psicético da esquizofrenia, observou-se uma diminuicdo dos
marcadores anti-inflamatorios, como as interleucinas IL-10 e IL-4, enquanto os fatores pro-
inflamatdrios, como a IL-6, estdo aumentados (Cuptak et al., 2021). A secrecdo excessiva de

citocinas também foi observada nas células mononucleares do sangue periférico, com a
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estimulacdo da expresséo de IL-6, IL-8 ¢ fator de necrose tumoral oo (TNF-a) (Boerrigter et al.,
2017). No liquido cefalorraquidiano de pacientes esquizofrénicos, também foi observada a
desregulacdo na expressdo de citocinas (Wang; Miller, 2018) com aumento dos niveis de IL-1,
IL-6 e IL-8, TNF-a ¢ IFNy também foi observado alto risco de sintomas psicoticos subclinicos
com diminuicdo acentuada de sua expressdo sob tratamento antipsicotico

A interleucina 6 (IL-6) e seu receptor IL-6R podem ser de interesse particular, pois sao
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica e aumentar sua permeabilidade, atraindo mais
agentes inflamatdrios locais (Upthegrove; Khandaker, 2020). A inflamacao esta implicada em
alteracOes estruturais do cérebro subjacentes a transtornos neuropsiquiatricos por meio da
micrdglia e da funcdo astrocitica com poda sinaptica desordenada e efeito subsequente no
volume da substéncia cinzenta (KHANDAKER, 2020; Williams et al., 2022).

Estudos também mostraram que biomarcadores inflamatorios periféricos elevados
foram associados a uma espessura cortical diminuida e volumes cerebrais (Fillman et al., 2016)
em regides do cérebro responsaveis por algumas das fungdes cognitivas (por exemplo, atencéo,
aprendizagem visual, fluéncia verbal)(Patlola; Donohoe; McKernan, 2023). Estudos também
encontraram correlacdes negativas significativas entre alguns dos biomarcadores inflamatérios
e desempenhos cognitivos em pacientes com esquizofrenia (Hope et al., 2015; Ribeiro-Santos
et al., 2020), sugerindo um papel crucial desempenhado por mediadores inflamat6rios em
déficits cognitivos desenvolvidos por pacientes que sofrem de esquizofrenia. No entanto, ndo
hé evidéncias que indiquem a extensdo de sua relagcdo (Patlola; Donohoe; McKernan, 2023;
(Zhou; Tian; Han, 2021).

E importante notar que a expressdo de 1L-6 pode ser modulada por fatores genéticos e
ambientais, incluindo estresse e infeccdes, que podem contribuir para a suscetibilidade a
esquizofrenia. Além disso, a IL-6 ndo atua isoladamente; sua interagdo com outras citocinas,
como IL-1 e TNF-alfa, pode desempenhar um papel importante na patofisiologia da
esquizofrenia, criando um ambiente inflamatdrio que afeta a funcdo cerebral (Zhou; Tian; Han,
2021).

1.5.8 IFN-y (Interferon-gama)

A relacdo entre o interferon-gama (IFN-vy) ¢ a esquizofrenia tem sido objeto de interesse
na pesquisa psiquiatrica e imunoldgica. O IFN-y é uma citocina produzida principalmente por
células T e células NK, e desempenha um papel crucial na resposta imunoldgica, especialmente

na defesa contra infecgcdes (Dinarello, 2000; Momtazmanesh; Zare-Shahabadi; Rezaei, 2019;
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Frydecka et al., 2018). Estudos indicam que individuos com esquizofrenia podem apresentar
niveis elevados de IFN-y (Debnath; Berk, 2017 ; Miller et al., 2011). Esse aumento pode estar
associado a um estado inflamatério crénico, que é frequentemente observado em pacientes com
essa condicdo (Debnath; Berk, 2017). O IFN-y pode afetar a fungdo cerebral e a
neurotransmissdo, influenciando a expressdo de receptores e neurotransmissores, como a

dopamina e a serotonina, que estdo implicados na esquizofrenia (Kovacs et al., 2019).

Além disso, o IFN-y pode estar relacionado a gravidade dos sintomas psicéticos.
Pesquisas sugerem que niveis elevados dessa citocina estdo correlacionados com sintomas
positivos, como alucinag@es e delirios. A inflamacdo mediada por IFN-y pode interferir na
neuroplasticidade e na formacdao de circuitos neurais, contribuindo para o desenvolvimento dos

sintomas esquizofrénicos (Kovacs et al., 2019).

No entanto, é fundamental reconhecer que a relagdo entre neuroinflamacdo e
esquizofrenia é complexa e ainda nao totalmente elucidada. A causalidade direta entre esses
fendmenos ainda ndo foi confirmada, o que ressalta a necessidade urgente de mais pesquisas
para esclarecer a natureza precisa dessa interacdo. No entanto, é fundamental reconhecer que a
relagdo entre neuroinflamacdo e esquizofrenia é complexa e ainda ndo totalmente elucidada. A
causalidade direta entre esses fendmenos ainda ndo foi confirmada, o que ressalta a necessidade
urgente de mais pesquisas para esclarecer a natureza precisa dessa interacdo (de Souza Martins
etal., 2023).

A compreensao da relagédo entre os genes GPER, IGF1, CREB, RELA, TCF4, TLR4, IL-
6, IFN-y e a esquizofrenia oferece insights valiosos sobre os mecanismos bioldgicos subjacentes
a este transtorno. Cada um desses genes desempenha um papel crucial na regulacdo de
processos neurais fundamentais, e suas disfungdes podem contribuir para a complexa etiologia
da esquizofrenia. Estudos futuros devem continuar a explorar essas associagbes para

desenvolver intervencGes terapéuticas mais eficazes.

1.9 Modelos Animais como modelo experimental e Poly I:C

Os modelos animais desempenham um papel crucial na pesquisa das bases patoldgicas,

possiveis abordagens terapéuticas para doencas humanas, permitindo uma compreensdo mais
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profunda dos mecanismos fisiopatoldgicos e facilitando o desenvolvimento de novas terapias.
Cada uma dessas linhagens, como C57BL/6, SWIS, BALB/C, DBA/2 e 129, oferecem
vantagens especificas que permitem avancos significativos no entendimento de doengas e no
desenvolvimento de novas terapias (Pacheco; Saad; Trevizan, 2012).

Os camundongos C57BL/6 e BALB/c séo frequentemente utilizados como modelo em
pesquisas relacionadas a esquizofrenia devido a vérias caracteristicas comportamentais podem
ser relacionadas aos sintomas da esquizofrenia, como déficit cognitivo, comportamentos de
desorganizacao, resposta alterada a estimulos, alteracdes neurobiolédgicas, como desequilibrios
nos sistemas dopaminérgico e glutamatérgico, que sao relevantes na patogénese da
esquizofrenia. Esses camundongos mostram uma resposta emocional elevada ao estresse e
comportamentos de ansiedade, tornando-os adequados para estudos que investigam 0S
mecanismos neurobioldgicos e os efeitos de intervencOes terapéuticas (Chen et al., 2023).
Camundongos BALB/c tém sido utilizados em modelos de estudos relacionados a alucinacdes
e delirios, comportamentos que sdo centrais na esquizofrenia, permitindo uma melhor
compreensdo da sua etiologia (Sankoorikal et al., 2006; Brinks et al., 2007).

A relacdo entre camundongos BALBI/c e a esquizofrenia é significativa em estudos que
exploram a resposta imune, especialmente a resposta Th2. Os camundongos BALBI/c,
conhecidos por sua predisposicdo a reacGes alérgicas e respostas imunes do tipo Th2, tém sido
utilizados em modelos experimentais para investigar 0s mecanismos subjacentes a
esquizofrenia e outras condigdes neuropsiquiatricas (Wang et al., 2020; Forsthuber;Yip;
Lehmann, 1996).

Em particular, a ativagédo da resposta Th2 pode influenciar a patogénese da esquizofrenia
(Dawidowski et al., 2021; Halstead et al., 2023). Estudos indicam que a modulacao da resposta
imune Th2 pode afetar a neuroinflamacdo e a funcdo neurogquimica, que sdo relevantes na
esquizofrenia. Por exemplo, a secrecdo de citocinas como IL-4 e IL-5, que sdo tipicas da
resposta Th2, pode impactar a sinalizagdo neuronal e 0s processos cognitivos associados a
doenca (Reale; Costantini; Greig, 2021; Fond et al., 2020; Wang et al., 2020).

Ao contrario dos estudos em pacientes humanos, esses modelos oferecem vantagens
Unicas, como a capacidade de observar rapidamente o desenvolvimento da doenca, cujo ciclo
de vida dos camundongos é significativamente mais curto do que o dos seres humanos,
podemos obter insights valiosos sobre a progressao da doenga em um periodo mais condensado
(Jones; Watson; Fone, 2011).

A utilizacdo de camundongos como modelo animal baseia-se na sua similaridade

genética e fisiolégica com os humanos, permitindo a extrapolacdo de dados relevantes para a
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salde humana. No entanto, uma compreensdo fundamental é a esplendor entre as idades dos

camundongos e as fases de desenvolvimento humano, como descritos na Figura 5 e
representados na Tabela 3.

Figura 5 — Representacdo do desenvolvimento de humanos em comparacao com os dias de vida
dos camundongos Balb/C
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Tabela 3 — Relagdo entre camundongos e humanos em todos 0s estagios de crescimento

Estagio de Crescimento Idade humana Idade equivalente dos
(anos) camundongos (semana)

Infancia 1 4

5 4.8

10 5.7
Puberdade 15 7.6

20 10.0
Adultos 30 27.5

40 45.0

50 62.5
Idosos 60 68.6

70 73.3

Tabela adaptada de Shuo Wang, et al., 2020.

Modelos animais de transtornos psiquiatricos heterogéneos complexos sdo claramente
ferramentas pré-clinicas muito valiosas para investigar a base neurobioldgica do
transtorno. Eles oferecem uma plataforma mais rapida para monitorar a progresséo da doenga
do que em humanos e a oportunidade de realizar monitoramento invasivo de mudancas
estruturais e moleculares que fundamentam a causa da doenca e testar novas terapéuticas nao
possiveis em pacientes (Jones; Watson; Fone, 2011). Segundo Giongo, 2022, essa contribuicéo
ajuda a desenvolver modelos animais apropriados para doengas neuropsiquiatricas complexas,
como a esquizofrenia, a qual representa um desafio particular (de Souza Martins et al., 2023) e
para a sua validacdo nos modelos experimentais em doencas mentais é necessario, que 0 modelo
seja similar a clinica, etiologia, sintomatologia, fisiopatologia e tratamento (McKinney;
Bunney, 1969).

Moran et al., (2016), informa que sdo necessarios trés critérios cruciais para validar
qualquer modelo experimental para o transtorno: refletir, ao menos parcialmente, a base
etiopatologia da doenca e reconhecer que, apesar do foco na fase de desenvolvimento
neuroldgico, o inicio clinico da esquizofrenia ocorre apds a puberdade.

A esquizofrenia tem multipla etiologia, envolvendo interacdes entre fatores genéticos e
ambientais e produzindo complexa disfungdo nervosa. Além disso, envolve fungdes superiores,
como abstracdo e linguagem, impossiveis de serem acessadas em animais e desenvolver
modelos animais para doencas neuropsiquiatricas complexas representa um desafio particular

(Giongo, 2022; Salgado; Hetem; Sandner, 2006). Nos modelos experimentais de esquizofrenia
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é fundamental distinguir os endofenotipos observados nos modelos das proprias abordagens
empregadas para explora-los na busca da compreensao de sua fisiopatoldgica (Salgado; Hetem;
Sandner, 2006).

No contexto da esquizofrenia, a etiologia da doenca e 0s mecanismos patolégicos
subjacentes aos sintomas ainda ndo estdo completamente elucidados (Nestler; Hyman, 2010),
dificultando a reproducdo em roedores, o que dificulta as perspectivas futuras (Schmack et al.,
2021).

A utilizacdo de modelos animais também proporcionou insights valiosos sobre os
mecanismos subjacentes a relacdo entre neuroinflamacdo e esquizofrenia. Em experimentos
com animais, a exposi¢éo ao LPS resultou em um aumento na ativagdo da microglia, a principal
celula imune do cérebro e na liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (Zhang et al., 2016). Essas
alteracbes no cérebro estdo correlacionadas com alteracbes comportamentais que se
assemelham aos sintomas esquizofrénicos. Os modelos sugerem que a neuroinflamacéo pode
ser um fator contribuinte para os sintomas da esquizofrenia e, portanto, uma area de

investigacdo promissora (Meyer et al., 2008).

A esquizofrenia é uma condicdo complexa que envolve uma interacdo de fatores
genéticos e ambientais, influenciada também por mecanismos epigenéticos. Inicialmente,
foram desenvolvidos modelos animais monofatoriais de esquizofrenia (1-hit), que simulavam
sintomas positivos, negativos e/ou cognitivos da doenca. Posteriormente, surgiram modelos
mais elaborados que combinavam dois fatores (2-hit), buscando refletir de maneira mais precisa
a etiologia multifatorial da esquizofrenia. Nos ultimos vinte anos, uma nova abordagem surgiu,
introduzindo um terceiro fator (3-hit) no desenvolvimento desse transtorno (Percelay et al.,
2024).

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa tém mostrado alteracfes comportamentais
e pré-inflamatérias relacionadas aos sintomas do tipo esquizofrenia em animais adultos
submetidos ao desafio imune viral por Poly I:C, buscando aproximar-se das proposicfes da
hipbtese neurodesenvolvimental da esquizofrenia (Custddio et al., 2018; Macédo et al., 2020;
(Monte et al., 2020; Vasconcelos et al., 2021) . Esse modelo compreende um primeiro "desafio™
representado por insultos durante o desenvolvimento da infancia capazes de induzir disfungdes
em redes neurais especificas que manifestam sinais e sintomas pré-mérbidos observados em
individuos que eventualmente desenvolvem esquizofrenia (Monte et al., 2020).

Segundo Dutta e Sengupta, 2016, os camundongos tém uma vida inicial mais curta e

acelerada, em compara¢do com 0s humanos. Como 0s estagios de desenvolvimento dos



56

camundongos ndo sdo uniformes em comparacgao com os humanos, a correlagao entre suas vidas
inteiras ndo pode ser usada para determinar os dias humanos em termos de dias dos
camundongos e vice-versa, em todos 0s estagios da vida.

O primeiro estimulo € administrado atraves da aplicacdo de Poly I:C nos dias 5, 6 e 7
de vida do animal (Macédo et al., 2012; Ribeiro, 2013). Este periodo é utilizado devido
representar o terceiro trimestre da gestacdo humana, um periodo critico e suscetivel a distarbios
no desenvolvimento fetal (Semple et al., 2013).

A escolha de usar a ativagdo imune neonatal com Poly I:C se justifica pelo fato de que
essa substancia é um analogo de RNA viral, agindo de maneira semelhante e simulando uma
infeccdo. Essa abordagem é adotada durante esse periodo especifico porque corresponde ao
equivalente ao primeiro trimestre de gestacdo humana. Nesse estagio, hd uma probabilidade
aumentada de desenvolvimento de doencgas neuroldgicas devido a infecgbes. Assim, a
administracdo de Poly 1:C nesse momento critico visa replicar condi¢cbes que podem
desencadear respostas neuroldgicas relevantes para a pesquisa em questdo. Modelos pré-
clinicos tém evidenciado as ramificacdes da exposicdo combinada a ativacdo do sistema
imunolégico durante o periodo pré-natal (Giovanoli et al., 2013).

Embora camundongos e ratos tenham sido, e continuem sendo, as espécies privilegiadas
para construces de modelos, outras espécies ndo mamiferas, como o peixe-zebra, sdo cada vez
mais utilizadas (Campbell; Granato, 2020). Embora a avaliagdo comportamental em peixes
ainda seja menos abrangente e detalhada do que em roedores, fatores econémicos aliados a
possibilidade de realizar triagens em maiores escalas esses modelos permitem explorar mais

amplamente alteracdes genéticas e de intervencdo (Percelay et al., 2024).

1.7POLY I:C

O éacido poliinosinico:policitidilico (Poly I:C) é um analogo sintético de RNA de fita
dupla capaz de mimetizar eficientemente a resposta aguda a patogenos virais (Alexopoulou et
al., 2001). Durante a exposi¢do pré-natal, o Poly I:C provoca uma variedade de alteragdes pro-
inflamatdrias induzindo a ativacédo de citocinas pro-inflamatorias através dos receptores Toll-
like 3, mimetizando a resposta de fase aguda a uma infeccdo viral (Macédo et al., 2012;
Rujescu, 2019), figura 6.
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Figura — 6 Molécula Bidimensional do Poly I:C
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Fonte: https://www.glpbio.com/Poly I.C-i-c.html. Acesso 26/03/2024

Com base nessas informacdes, o desafio imunolégico com Poly I:C tem recebido
consideravel atengdo como um modelo valioso para compreender o desenvolvimento de um
"cérebro com caracteristicas semelhantes a uma doenca" ap0s eventos imuno associados no
inicio da vida (Meyer et al., 2010).

Pesquisas com animais indicam que a administracdo pré-natal de Poly I:C-I.C
desencadeia hiperfuncdo dopaminérgica subcortical e comprometimento cognitivo na
descendéncia, representando um modelo animal do neurodesenvolvimento da esquizofrenia.
(Ozawa et al., 2006 ; Meyer; Feldon, 2012).

Evidéncias em estudos de modelos animais induzidos pelo Poly I:C podem causar
déficits comportamentais, que se assemelham com os aspectos positivos, negativos e cognitivos
nos animais em idade adulta (PN65) comparados em pacientes esquizofrénicos (Missault et al.,
2014).

1.8 Hormonios Sexuais e a Esquizofrenia

Segundo Rossler et al., (2012), a disparidade de género na esquizofrenia tem sido
estudada ha muito tempo. As diferencas se manifestam desde a sua incidéncia e prevaléncia,
idade de inicio, sintomatologia, progressao e desfecho (Rdssler et al., 2012).

A incidéncia da esquizofrenia geralmente é mais elevada em homens do que em
mulheres, com taxas variando entre 1,2 e 1,5 respectivamente. Apesar dessa disparidade na
incidéncia, a prevaléncia ao longo da vida ndo apresenta diferencas significativas entre 0s sexos.

No entanto, ao considerar até os quarenta anos, essa taxa é superior em homens, enquanto apés
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0s quarenta anos, ela se torna mais alta nas mulheres (Hafner, 2019; Shisa; van den Buuse;
Gogos, 2018).

Vérios fatores podem estar vinculados a disparidade sexual na esquizofrenia, como o
desenvolvimento cerebral mais rapido nas mulheres, diferencas de personalidade e variados
fatores de riscos (Rossler et al., 2012 ; H&fner, 2003).

Alguns pesquisadores sugeriram que homens e mulheres podem ter propensdes distintas
para diferentes subtipos de transtornos psicéticos. Geralmente, os homens tém uma maior
propensdo a manifestar uma forma mais grave da doenca, que se caracteriza por um inicio mais
precoce, maior incidéncia de problemas no desenvolvimento e na aprendizagem, além de um
ajustamento pré-morbido mais desafiador (Selvendra et al., 2022; Castle; Sham; Murray, 1998).
Por outro lado, as mulheres tendem a apresentar um inicio de sintomas mais tardio, um curso
mais brando da doenca e uma adaptacgéo pré e pos-morbida mais favoravel (Neill et al., 2020),
sendo possivel que apresentem respostas diferentes aos antipsicoticos (Markham, 2012). A
disparidade sexual existente indica uma sintomatologia diferente (Li et al., 2016).

A intensidade dos sintomas em mulheres com esquizofrenia, assim como o risco de
recidiva, ampliam-se no periodo pés-parto, ap6s a menopausa e durante a fase lutea do ciclo
menstrual. Em todos esses estagios, a reducdo dos niveis de hormdnios femininos,
principalmente o estrdgeno, emerge como um fator comum (Seeman, 1997). Homens com
esquizofrenia de inicio tardio apresentam sintomas de menor intensidade quando comparados
aqueles com inicio precoce (Hafner, 2019).

Homens diagnosticados mais tardiamente com esquizofrenia geralmente manifestam
sintomas negativos de forma mais proeminente em comparacdo com as mulheres. Esses
sintomas negativos envolvem retracdo social, embotamento afetivo, falta de motivacdo e
pobreza de fala, surgindo geralmente de dois a seis anos antes do diagnostico (Héfner, 2019).
Ja as mulheres, por outro lado, tendem a exibir mais humor depressivo, impulsividade, afeto
inadequado, comportamento sexual inadequado, delirios sexuais e outros sintomas positivos
atipicos (Cordeiro, 2021) (tabela 2).

Acredita-se que 0s hormonios sexuais representem o fator primordial que estabelece as
diferencas na manifestacdo da doenca entre homens e mulheres (Sbisa; van den Buuse; Gogos,
2018).

E reconhecido que o estrogénio possui efeitos no ambito reprodutivo (Findlay et al.,
2010). Alem disso, desempenha um papel expressivo na cogni¢do e no humor, por meio de seus
mecanismos de sinalizagdo e interacbes com diversos sistemas de neurotransmissores no

cérebro, incluindo dopamina, serotonina e glutamato (Colzato; Hommel, 2014). Exerce
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potentes efeitos em diversas regibes cerebrais, afetando, consequentemente, o humor, a
cognicdo e o comportamento (Fischer; Gleason; Asthana, 2014).

Os estrogénios desempenham uma func¢éo crucial na fisiologia das mulheres, oferecendo
protecdo contra diversas doencas durante a fase pré-menopausa (Seeman, 2012). A deficiéncia
de estrogénio esta significativamente associada a intensidade dos sintomas psiquiatricos em
mulheres durante a menopausa. (Hallonquist et al., 1993). O ciclo menstrual, periodo em que
ocorrem flutuagdes dos hormonios, pode provocar variagdes na intensidade dos sintomas da

esquizofrenia (Macédo et al., 2020).

Tabela 4 - Resumo das Principais Diferencas de Sexo na Esquizofrenia

Parametro Avaliado Homens Mulheres
Idade de inicio (média) 18 anos Dois picos: 25 e 45 anos
Resposta ao tratamento Doses | necessarias até a
antipsicético Doses 1 menopausa
Efeitos colaterais dos 1 ganho de peso, osteoporose e
antipsicoticos Distonia 1 agranulocitose
Funcéo social Prejudicada | prejudicada

Predominéncia de sintomas Sintomas negativos e cognitivos | Sintomas afetivos e positivos

Adaptado Macédo et al., 2020.

Com fundamentacéo nos efeitos protetores do estrogénio observados na esquizofrenia,
formulou-se a "hipotese protetora do estrogénio™ (Macédo et al., 2020). Em estudos clinicos
(Reilly et al., 2020) e pré-clinicos (Célia Moreira Borella et al., 2016) essa hipotese continua
pouco compreendida.

Uma das explicacdes possiveis para as diferencas sexuais pode ser atribuida aos efeitos
neuroprotetores do estrdgeno em mulheres. Isso também pode explicar outras disparidades
sexuais, como sintomas negativos menos intensos, uma resposta melhor aos antipsicéticos e um
inicio da doenca tardio em relacdo aos homens (Hafner et al., 1993).

Ha distingbes entre os sexos em relacdo aos sintomas, idade de inicio e prevaléncia de
varios transtornos psiquiatricos. Em termos gerais, 0s homens demonstram maior propensao a
distdrbios do neurodesenvolvimento, como esquizofrenia, transtorno do espectro do autismo

(TEA) e transtorno de déficit de atencdo/hiperatividade (TDAH), enquanto as mulheres tendem
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a ser mais suscetiveis a transtornos depressivos, ansiosos e alimentares. O sexo masculino é um
fator importante de risco para o desenvolvimento de disturbios do neurodesenvolvimento
(Hwang et al., 2020). O sexo exerce influéncia na anatomia do hipocampo, na morfologia
dendritica, neurogénese sinaptica e sinalizacao celular (\Vasconcelos et al., 2021 ; Koss; Frick,
2017).

Os hormdnios esteroides sexuais influenciam as capacidades cognitivas da populacao
em geral e tém sido associados a fisiopatologia da esquizofrenia (Krysta et al., 2019). Em
observacOes em pacientes idosas, 0 estrogénio interage com o sistema dopaminérgico, afetando
a cognicao (Searles; Makarewicz; Dumas, 2018).

Os estrogénios moduladores seletivos do receptor de estrogénio (SERMS) e
fitoestrogénios tém sido utilizados como adjuvante no tratamento antipsicético. Vantagens
significativas sdo observadas em mulheres na pré-menopausa. Essas substancias se ligam tanto
aos receptores de estrogénio classicos ERa e ERB quanto ao receptor de estrogeno acoplado a

proteina G (GPER) (Kulkarni; Butler; Riecher-Rdssler, 2019).

1.9 GPER

A farmacologia e fisiologia do estrogénio e seus receptores sdo particularmente
complexas (Pepermans; Sharma; Prossnitz, 2021; Sharma; Prossnitz, 2021). Por muitas
décadas, acreditou-se que as acbes do estrégeno eram mediadas exclusivamente pelos
receptores nucleares de estrogeno, ERa e ERB (Prossnitz; Arterburn, 2015).

Entretanto, na década de 2000, foi identificado e caracterizado um terceiro receptor de
estrégeno, denominado GPR30 ou GPERL, pertencente a familia dos receptores acoplados a
proteina G. E um receptor intracelular de sete transmembranas e esta amplamente distribuido
no cérebro (Filardo et al., 2000;Thomas et al., 2005). Atualmente se sabe que 0s receptores
ERa e ERP também desempenham papéis ndo gendmicos.

A sintese e a sinalizacGes do estrogénio podem ser especificos para tecidos e células e
ndo se limitam a acdo como horménios sexuais, caracteristicas secundérias femininas e
desenvolvimento e funcdes dos 6rgédos reprodutivos (Cui; Shen; Li, 2013). Podendo apresentar
funcOes extra gonodais (Behl, 2002).

Segundo Amado 2019 e Sales 2014, os estrogénios exercem sua acdo por meio de dois
tipos de receptores: os receptores nucleares classicos (ERa e ERP) e os novos receptores de

membrana na superficie celular (GPR30 /GPER) (Amado, 2019; Sales et al., 2014).
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Entretanto, 0 GPR30 também esta presente ha membrana plasmaética das células do
hipocampo e hipotalamo, sugerindo que sua interacdo pode ter efeitos diretos na transmisséo
neuronal nessas regides cerebrais (Waters et al., 2015). No cérebro, GPER é um receptor
expresso em diferentes partes como cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo, hipotalamo,
nucleos especificos do mesencefalo e cerebelo de ratos adultos (Hazell et al., 2009).

O GPER é um receptor transmembrana de estrogénio que facilita as acfes estrogénicas
ndo gendmicas. Desencadeia os efeitos rapidos do estrogénio, incluindo seus efeitos anti-
inflamatdrios e imunomoduladores (Zimmerman et al., 2016).

A partir dos achados, pergunta para avaliar se o tratamento direcionado ao GPER pode
ser efetivamente utilizado em pacientes com esquizofrenia, independentemente do sexo.
Embora a distribuicdo de ERa e ERB nos tecidos possa variar entre homens e mulheres, estudos
em ratos mostram que a expressdo de mRNA do GPER é relativamente estavel em todos os
tecidos, independentemente do sexo (Hutson et al., 2019).

Os efeitos da ativacdo do GPER ndo podem ser generalizados entre 0s sexos ou entre 0s
tecidos (Macédo et al., 2020). Além disso, ndo estd claro como diferentes agonistas e
antagonistas do GPER funcionam em homens e mulheres com esquizofrenia. Apesar do
interesse crescente nesse receptor, ainda ha pouco conhecimento sobre seu potencial como alvo
terapéutico na esquizofrenia.

Diversas pesquisas indicam que a ativacdo do receptor-1 de estrogénio acoplado a
proteina G (GPER) diminui o estresse oxidativo, a neuroinflamagdo e a apoptose, fatores

contribuintes para varios distarbios neurodegenerativos (Correa et al., 2020) (fig.6).
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Figura 6 - Mecanismos de sinalizagdo de estrogénio no cérebro
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Os estrogénios cerebrais oferecem protecdo contra danos neuronais induzidos por
insultos através de ambos os tipos de receptores, tanto 0s receptores nucleares quanto 0s
receptores de membrana na superficie celular (Zhang et al., 2012 ; Zarate et al., 2012).

A evidéncia de que o GPER esta envolvido nas respostas rapidas dos estrogénios no
cérebro sugere que, em conjunto com o ERa e 0 ERB, o GPER pode desempenhar um papel na

regulacdo da aprendizagem e memdria em uma escala de tempo rapida (x’xGabor et al., 2015).
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2 HIPOTESE

O camundongo Balb/C submetidos ao desafio imuneneonatal com Poly I:C em induz
alteracdes comportamentais e neuroquimicas na esquizofrenia-simile e diferencas na expressédo

de genes relacionados ao neurodesenvolvimento, diferente de acordo com o sexo?
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3 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A saude mental € um componente essencial do bem-estar humano, englobando aspectos
emocionais, psicologicos e sociais. Seu entendimento € vital para promover um cuidado integral
(Elkis; do Amaral, 2023; OMS, 2021). A esquizofrenia, um dos transtornos mentais mais
complexos e debilitantes, demanda atencéo especial devido a interagdo multifacetada de fatores
genéticos, neurobioldgicos e ambientais que influenciam seu desenvolvimento (Meyer; Feldon,
2012). A diversidade de sintomas, incluindo os positivos, negativos e cognitivos (Dean, 2012),
destaca a necessidade de estratégias eficazes de prevencéo, diagnostico e tratamento (Ramirez-
Jirano et al., 2019; McGrath et al., 2008).

Historicamente, as disparidades de género na sintomatologia da esquizofrenia tém sido
subexploradas na neurociéncia, com lacunas no entendimento dos mecanismos que influenciam
a resposta ao tratamento (McCarthy; Nugent; Lenz, 2017; Hill, 2016). O uso de modelos
animais é fundamental para investigar essas diferencas e desenvolver novas abordagens
terapéuticas. Atualmente, o0s antipsicoticos, que atuam principalmente no sistema
dopaminérgico, apresentam limitacdes, especialmente nos sintomas negativos e cognitivos,
levando a busca por tratamentos complementares, como o estrogénio (Shisa; van den Buuse;
Gogos, 2018; Acosta et al., 2014; Ceraso et al., 2020). Essa limitagdo tem impulsionado
pesquisas crescentes em busca de tratamentos adjuvantes potenciais, como o estrogénio (Gogos
etal., 2015).

O estudo da diferenca de sexo a nivel cerebral e comportamental apesar de sua extrema
importancia, ndo tem sido bem abordado nas neurociéncias (MCCARTHY; NUGENT; LENZ,
2017) Os mecanismos funcionais que configuram as diferencas sexuais aparentes na
sintomatologia, idade de inicio e resposta ao tratamento permanecem incertos em estudos
humanos (HILL, 2016). Com o intuito de mudar essa realidade, a partir do ano de 2013 o
Instituto Nacional de Saude (NIH) dos EUA definiu entre suas prioridades em pesquisa 0
entendimento da influéncia do sexo nas doencas condicionando, assim, o financiamento de
pesquisas pré-clinicas a protocolos que envolvam animais de ambos os sexos (CLAYTON;
COLLINS, 2014)

Estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram a existéncia da diferenca de sexo no
comportamento e nos parametros do estresse oxidativo induzidos por modelo de esquizofrenia
de “dois desafios”, ou seja, a combinacgdo de desafio imune neonatal (primeiro desafio) com
estresse na adolescéncia (segundo desafio) (MONTE etal., 2017; Custddio et al., 2018; Macédo
et al., 2020; Monte et al., 2020; Vasconcelos et al., 2021).
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O modelo animal Balb/C s&o camundongos isogénicos, por serem geneticamente
idénticos devido a consanguinidade, minimizam a variabilidade genética entre os individuos,
permitindo que os pesquisadores avaliem os efeitos de intervengdes experimentais de forma
mais precisa e controlada(Wang et al.,, 2020; Forsthuber;Yip; Lehmann, 1996). A
consanguinidade desses animais possibilita a obtengédo de dados mais confiaveis sobre respostas
fisioldgicas e comportamentais, 0 que € especialmente relevante em estudos sobre doencas
complexas como a esquizofrenia, onde fatores genéticos desempenham um papel significativo.

Além disso, camundongos BALB/c, sendo amplamente caracterizados no que diz
respeito ao sistema imunolégico, também sdo Uteis para a investigacdo da relagdo entre
respostas imunologicas, como a ativagdo da resposta Th2, e distdrbios neuropsiquiatricos. 1sso
faz com que sejam um excelente modelo para explorar como fatores genéticos e imunolégicos
podem contribuir para a patogénese de doengas psiquiatricas (Dawidowski et al., 2021;
Halstead et al., 2023).

Com essas investigacOes, espera-se avancar na busca por tratamentos mais eficazes,
abordando ndo apenas os sintomas positivos, mas também 0s negativos e cognitivos que

frequentemente ndo respondem adequadamente as terapias atuais.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral
Avaliar alteragdes comportamentais e a expressdo de genes associados ao

neurodesenvolvimento e esquizofrenia no hipocampo de camundongos BALB/C.

4.2 Especificos

v Caracterizar as alteracdes comportamentais em camundongos Balb/c neonatais
submetidos a desafios imunoldgicos, comparando os padrGes de comportamento
entre machos e fémeas.

v' Quantificar a expressdo de genes associados ao neurodesenvolvimento e a
esquizofrenia no hipocampo de camundongos Balb/c, utilizando métodos de analise
molecular, como RT-gPCR.

v Investigar a relacdo entre a resposta imune Th2 e as alteragdes comportamentais
observadas em camundongos Balb/c de machos e fémeas, identificando mediadores
inflamatorios relevantes.

v' Examinar a influéncia do sexo na resposta imunoldgica neonatal e suas
consequéncias para o neurodesenvolvimento, por meio da avaliagédo de marcadores
imunes e comportamentais na fase adulta.

v Discutir as implicagdes das alteracdes observadas nas respostas imunes e
comportamentais para a compreensao de mecanismos que podem estar associados

ao desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos em humanos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), da Universidade Federal do Ceara
(CEUA-UFC) protocolado sob o n° 44081122-0. Os métodos empregados foram em
conformidade com a legislacdo brasileira e as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

Utilizamos oito matrizes Mus musculus, da linhagem albinos Balb/C (inbred), adultos,
machos e fémeas pesando aproximadamente 20 a 30 g, com idade de 30 dias, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram ambientados em
gaiolas de polipropileno agrupados por sexo e colocados posteriormente para acasalamento
(machos: fémeas = 1:1) por 19 dias consecutivos, para aquisicdo das proles de ambos 0s sexos
utilizados no protocolo. Os casais foram mantidos a temperatura controlada (22 = 1° C), com
ciclo de claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo padrdo e agua ad libitum.

Apbs o0 19° dia, as fémeas foram separadas dos machos e monitoradas até o dia do

parto. O nascimento foi considerado como dia pds-natal 0 (PNO).

5.2 Design Experimental

Ap0s o parto (PNO), cada prole foi mantida com suas respectivas mées até o desmame.
No periodo PN5- PN7 receberam, por via intraperitoneal (IP), seus respectivos tratamentos
solucéo de NaCl 0,9% (solucdo) e/ou Poly I:Cinosinic: Poly I:Ccytidylic — Poly I:C) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA, numero do catalogo P1530), dissolvido em solucgdo salina estéril para
uma concentracdo de 2 mg/kg de peso e administrado 0,1 mL/10g de peso do animal. Os
animais foram identificados individualmente através de cortes especificos na orelha direita,
seguindo métodos estabelecidos para evitar duplicidade e permitir a diferenciagcdo entre os
grupos experimentais tratados com Poly I:C e os grupos controle. Esse método de identificacao
foi escolhido por sua eficacia em experimentos que requerem o monitoramento a longo prazo
dos individuos. O procedimento foi realizado com rigorosos cuidados éticos para minimizar o

desconforto dos animais, conforme as diretrizes que promoveu.



68

O desmame e a sexagem dos animais ocorreram no PN21. Os animais foram divididos

em gaiolas contendo 4 animais, separados de forma randémica para evitar o efeito ninhada em

seus respectivos grupos: fémea (Salina ou Poly I:C) e macho (Salina ou Poly I:C).
Durante o crescimento dos filhotes, foi acompanhado os marcos de desenvolvimento

fisico e motor nos periodos de PN10 e PN15 sendo possivel avaliar suas habilidades motoras e
sensoriais ainda na infancia, buscando alteracbes motivadas pela administracéo do Poly I:C em

comparagéo aos grupos controles de ambos os sexos (Teo; Morris; Jones, 2017) (fig.7).

Figura 7 - Desenho experimental
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Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates.
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5.3 Protocolo Experimental

Os experimentos foram realizados durante o dia iniciando as 09:00 e término as 16:00,
onde os animais foram observados em um ambiente fechado, desprovido de barulhos externos
e com temperatura constante (24 = 1°C). Para avaliar os comportamentos esquizofreniformes
induzidos pela injecdo do Poly 1:C no periodo neonatal, foram realizados testes
comportamentais nos respectivos dias, PN65: Campo Aberto, PN66: Interagdo Social, PN67:
Labirinto em Cruz Elevado, PN70: Inibicao Pré-Pulso (IPP). Apds a observacéo de cada animal
foi utilizado alcool 10% para a remocédo de residuos deixados pelo animal, a fim de evitar
possiveis interferéncias relacionadas as pistas olfativas. Apos a realizacdo do IPP os animas
foram eutanasiados por guilhotina, método utilizado para que se evite o sofrimento prolongado
do animal, pois trata-se de um método rédpido e direto. O procedimento envolve o
posicionamento cuidadoso do animal na guilhotina, com atencdo para minimizar o estresse,
seguido pela decapitacdo em um Unico corte preciso. Suas areas cerebrais foram excisadas para

analise posterior. Ndo houve mortalidade dos animais durante todo o protocolo.

5.4 Marcos de Desenvolvimento

5.4.1 Fisico

A avaliacdo dos marcos fisicos de desenvolvimento foi realizada nos dias PN10 e PN15
a fim de monitorar e compreender o desenvolvimento e crescimento dos filhotes (fig.8),
monitorando os parametros indicados na Tabela 5 (Zaccarelli-Magalhées et al., Podgorac et al.,
2016).
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Figura 9: Marcos fisicos de desenvolvimento dos filhotes da espécie Mus musculus, linhagem Balb C.
Periodos: PNO ao PN15 de nascimentos dos animais.

Fonte: Zaccarelli -Magalhaes et.al.,2020. Legenda: (A) Camundongo cuja orelha ainda estd aderida a
cabeca (PN2); (B) Orelha desdobradas (PN4); (C) Apresentacdo de pelagem (PN7); (D) Erupcdes dos
dentes incisivos inferiores (PN10); (E) Palpebras parcialmente abertas (PN14); Palpebras abertas
(PN15).

Tabela 5 - Principais dados biol6gicos e fisioldgicos nos marcos de desenvolvimento dos camundongos
PARAMETRO OBSERVADO PONTUACAO

Peso corporal (g) gramas (g)

Presenca de pelos 0-ausente; 1-presente

Abertura ocular 0-ausente; 1-presente
Abertura do conduto auditivo 0-ausente; 1-presente
Erupcéo dos incisivos 0-ausente; 1-presente

Elaborada pela autora
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5.4.2 Motor

Figura 10 - Endireitamento postural em superficie
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Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates.

Os animais foram avaliados em dois periodos de vida PN10 e PN15 sendo observados
a capacidade de endireitamento postural, a fim de retornar a sua posicao correta apds serem
colocados em decubito dorsal (posicdo corpdérea anormal) em uma superficie plana. Foi
cronometrado o tempo que 0s animais levaram para retornar a sua posi¢do correta, em decubito
ventral, com as quatro patas em contanto com a superficie (Dorce et al., 2009; Teo; Morris;
Jones, 2017) (Fig. 10). Apds a conclusdo da primeira série de testes, onde todos os filhotes da
ninhada foram testados uma vez, a mesma sequéncia de testes foi repetida até que todos os
animais passassem pelo teste trés vezes. Para apresentacdo e analise dos resultados, foi

calculada a média dos trés valores obtidos (Zaccarelli-Magalh&es et al., 2020).
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5.4.3 Reflexo de Sobressalto

Figura 11 - Reflexo de Sobressalto
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Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates

O reflexo de sobressalto é utilizado para avaliar o desenvolvimento do sistema auditivo

em roedores. Para observar esse reflexo, emitiu-se um estalo alto com os dedos a uma distancia

de aproximadamente 10 centimetros da cabeca dos filhotes, como estimulo de auscultacGes

(Sandini et al., 2014). Todos os grupos foram submetidos ao teste, em fases distintas da sua

vida, a partir do desafio imune, PN5 ao PN15, observando as média de aparecimento de marcos

de ausculta (fig.11).
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5.5 Avaliagéo de Comportamento na Fase Adulta

5.5.1 Interacédo Social

Figura 12 — Teste de Interagéo Social
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Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates

O aparato experimental utilizado no protocolo € uma caixa de interacdo social, com uma
superficie dividida em trés partes de acrilico (60x40 cm), onde 0s animais tém a capacidade de
deslocar-se entre os compartimentos, motivados por estimulos (olfato, audicao e visdo), através
de pequenas aberturas (6x6 cm) (ARAKAWA, 2023). Nas extremidades da camara, foram
colocadas gaiolas de ferro, uma com um animal desconhecido do mesmo sexo (camara social),
e a outra vazia (camara oposta) (fig. 12). Os animais em teste foram posicionados na camara
central, sendo concedidos 5 minutos para exploragdo na caixa (Radyushkin et al., 2009).

O tempo gasto em cada uma das cdmaras, e a preferéncia social foi calculada entre: (%
do tempo gasto na camara social) — (% do tempo gasto na cdmara oposta). Outro parametro
avaliado foi o tempo em que o animal teste interagiu com o animal desconhecido. Para o
referido teste, futilizamos uma iluminacéo de baixa densidade (luz vermelha de 15 W).

Essa andlise tem por objetivo investigar aspectos de comportamentos sociais, que
podem ser indicativos de alteragdes neuropsiquiatricas ou distarbios do neurodesenvolvimento,

como ocorre na esquizofrenia.
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5.5.2 Campo Aberto

Figura 13 - Teste de Campo Aberto
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Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates.

Este teste foi utilizado para analisar a atividade exploratéria do animal. E baseado na
metodologia descrita por Siegel (1946) e validada por Archer (1973). O aparato de teste
utilizado nesse protocolo foi um campo aberto com dimensdes de 50x50 cm. Os animais foram
submetidos ao campo aberto para avaliacdo dos parametros comportamentais como, nimero de
cruzamentos com as quatro patas (movimentagdo espontanea; crossing, velocidade tempo de
imobilidade), namero de levantamentos sob as patas traseiras (Rearing), tempo no centro e na
periferia da arena e deslocamento, registrados no tempo de 5 minutos (Fig. 13). Todos os
animais foram submetidos ao teste.

As andlises foram feitas através do software Any-Maze®. Essa analise buscou examinar
atividades executivas associadas a uma complexa neurotransmissdo dopaminérgica. Para o

referido teste, foi utilizado uma iluminacéo de baixa densidade (luz vermelha de 15 W).
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5.5.3. Labirinto em Cruz Elevado

Figura 14 — Teste de Labirinto em Cruz Elevado
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Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates.

No método empregado, utiliza-se um aparato de acrilico de cor preta opaca, onde 0
animal é colocado no centro da juncdo de quatro bracos elevados a 40 centimetros do chéo,
consistindo de dois bracos abertos (30 x 5cm) (sem paredes, deixando 0s animais expostos ao
meio) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm) (com paredes, servindo com um abrigo seguro para o
animal) perpendiculares (Fig 14), os quais sdo quantificados o percentual relativo ao nimero
de entradas do animal em cada braco (WALF; FRYE, 2007).0s parametros foram avaliados
durante cinco minutos, registrando o nimero de vezes que o camundongo entra nos bracos
abertos e fechados, e o0 tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados. Para o referido
teste, foi utilizado uma iluminacao de baixa densidade (luz vermelha de 15 W).

O teste tem por objetivo avaliar os niveis de ansiedade e respostas ao estresse nos
animais. O labirinto possui bracos abertos e fechados que incentivam a exploragdo, mas também
geram conflito entre o desejo de explorar e a aversdo a espacos abertos. Em modelos de

esquizofrenia, alteracGes nos padrdes de exploragdo podem indicar disfungbes em circuitos
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neurais ligados a ansiedade, ao estresse e ao comportamento exploratorio, que séo relevantes

para entender sintomas emocionais da doenca.

5.5.4 Inibicao Pré-Pulso do Reflexo de Sobressalto (IPP)

Figura 15 - Teste Inibicdo Pré-Pulso (IPP).

Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates. Visdo dos estimulos
no aparato e visdo frontal do aparato e acomodagéo do animal.

O teste teve inicio com uma fase de aclimatacdo de 5 minutos & camara de
sobressalto, na presenca de um ruido de fundo de 65 dB. Posteriormente, os animais foram
submetidos a 9 pulsos de 120 dB sem pré-pulso (amplitude de sobressalto) e dezoito pulsos
acompanhados, com antecedéncia de 100 ms, por um pré-pulso (PP) de intensidade de 70, 75
ou 80 dB, como exemplificados na Tabela 4.

O objetivo desta fase foi permitir a habituacdo da resposta de sobressalto do animal.
Posteriormente, a modulacdo IPP de sobressalto seréd testada (Kinkead et al., 2006). O IPP foi
calculado como uma pontuacéo percentual para cada variagdo do teste acustico pré-pulso, sendo
representado pela formula: %IPP= (1- PP/P) *100. Os resultados foram expressos como a média
percentual de IPP. Ao empregar esta formula, um indice de igualdade de pulso (IPP) de 0% indica
a inexisténcia de diferenca entre a amplitude da resposta de sobressalto do pulso isolado e da
combinacdo pré-pulso + pulso, indicando assim a auséncia de um IPP (Levin et al., 2011). A
amplitude da resposta de sobressalto foi determinada com a média dos 10 teste de pulsos sozinhos
(Monte et al., 2017) (fig. 15)
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Tabela 4 - Blocos de estimulo durante a fase de inibi¢ao pré-pulso.

BLOCO TIPO DE ESTIMULO CONFIGURACAO DA ESTIMACAO ENSAIOS
1 PULSO 120 dB (40ms) 20
2 PP70dB + Pulso 70 dB (40ms) 10
3 PP75dB + Pulso 75 dB (40ms) 10
4 PP80dB + Pulso 80 dB (40ms) 10
5 Sem estimulo Ruido de fundo constante (65 dB) 10

Elaborada pela autora. Legenda: Todos os blocos incluiram estimulos de pulso (120 dB) e ruido de fundo
(65 dB) em forma de ruido branco. Nos blocos 2, 3 e 4, os estimulos de pré-pulso (70, 75 e 80 dB) foram
apresentados como tom puro, com frequéncia de 3000 Hz. PP (Pré-Pulso); IEE (Intervalo entre
Estimulos).

Apbs o teste comportamental de Inibicdo Pré-Pulso, os animais foram eutanasiados por
guilhotina. As areas cerebrais foram dissecadas, isoladas e armazenadas em mirotubos estéreis,

congeladas e armazenadas a -80° C até a realizacdo dos ensaios de qPCR.

5.6 Determinacdo da Expressdo do RNAm através de qPCR

56.1 Extracdo do RNA com Trizol®

Figura 16 — Protocolo de Extracdo por Trizol®
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Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates.

Na extracdo de RNA total, utilizou-se apenas o hipocampo dos animais. As amostras

foram coletadas e imediatamente congeladas e armazenadas a -70 °C. O RNA total foi extraido
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utilizando-se Trizol-Cloroférmio (Life Tecnhologies/Invitrogen), seguindo as orientages do
fabricante. Para isso, a referida area cerebral foi colocada em homogeneizador em presenca de
1 mL do reagente Trizol®. Posteriormente, 0 RNA foi isolado com cloroférmio, precipitado
com isopropanol e lavado com etanol e apds posterior precipitacdo com uso de iso-propanol
(isopropanol ou 2-propanol) e etanol 75 % (diluido com &gua ultrapura), 0 RNA total foi
mantido (- 80 °C) em agua ultrapura. A concentracao e a pureza do RNA foram determinadas

usando um espectrofotometro Cytation™3 da BioTek (Nanodrop) (fig 16).

5.6.2 Sintese do cDNA

Figura 17 - Protocolo da Sintese do cDNA
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Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates.

O cDNA foi sintetizado utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, EUA), de acordo com as especificagdes do fabricante. Para cada amostra,
foi adicionado 2 L do reagente 10x tampdo da enzima, 0,8 pL de oligonucleotideos, 2 uL de
primer, 1 uL da enzima transcriptase reversa e 1ng de RNA. O volume final foi completado
com agua livre de RNAse e DNAse ateé 20 pL. O protocolo da reagdo ocorreu a 25°C por 10
minutos, seguido de 37 °C por 120 minutos e, por fim, a 85°C por 5 minutos (Fig. 1). O cDNA
resultante foi armazenado em freezer a -20°C até sua utilizacao para analise da expressao génica
por qPCR (fig. 17).
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5.6.3 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Figura 18 - Curva de Eficiéncia de qPCR para os Gene B-actina .
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Legenda: Curva de Eficiéncia de qPCR gerada utilizando diluicBes seriadas de cDNA derivado de
amostras do hipocampo, amplificando os genes B-actina. O eixo X representa a concentragdo
logaritimica do template (em unidades de dilui¢do), enquanto o eixo Y representa o valor do ciclo de
limiar (Ct). A eficiéncia da amplicacdo foi determinada a partir da inclinacdo da reta O coeficiente de

determinacao.

O teste de eficiéncia de amplificacdo foi conduzido para todos os genes de interesse. Um
pool do cDNA das amostras dos animais e controles foi preparado para criar uma curva padréo
de diluicdo, contendo concentragdes de 0,25, 0,5, 1, 2 e 4 pg/ul. Essas dilui¢des foram entdo
submetidas a amplificacdo em triplicata utilizando o termociclador CFX Opus 96 (BIO-RAD).
Na reacédo de amplificacéo, foi utilizado o mastermix GoTaqqPCR (PROMEGA) e 0,5 uM de
cada primer, resultando em um volume final de 10 puL. Apés a amplificacdo, as curvas de
amplificacdo e de Melting foram analisadas utilizando-se o software CFX-Maestro da Biorad
(fig.18).

Os primers especificos empregados neste estudo foram projetados com base na
sequéncia de RNA mensageiro dos genes-alvo e dos genes de referéncia disponiveis no banco

de dados do Genebank (www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando a plataforma Primer-BLAST.

(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/) (tab.7).
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Tabela 7 - Primers Utilizados

PRIMERS ALVOS PRIMER F5'-3' PRIMER RV 5'- 3'
B- ACTINA 5'-CGTGCCGTGACATCAAAGAGAA-3' 5-TGGATGCCACAGGATTCCAT-3'
CREB - Mus 5-CAGGGGTCGCAAGGATTGAA-3 5-CAGGGGTCGCAAGGATTGAAG-3'
GAPDH -Mus 5-GAAGGTCGGTGTGAACGGAT-3' 5- ACTGTGCCGTTGAATTTGCC -3'
GPER — Mus 5'-GTAACGCCACGGCACAGAT-3 5'- GCTTAAGGGGAGCAGCC -3'
IGF1 - Mus 5-GAATGTTCCCCCAGCTGTT-3' 5-GTGGCATTTTCTGCTCCGTC -3'
5-ATTCCGCTATGTGTGTGAAGG-3'
NFKB (ReLA ou P65) — Mus 5'- GTGACCAACTGAACGATAACC- 3
TCF4 — Mus 5-ACTACTATAATGGGAAAGCGGTC-3' 5-CATGAAGAAGGAGCTAGGGAAAG-3'
TLR4 5-ATGGCCTCCACTGGTTGCAG-3' 5-GTCATCAGGGACTTTGCTGAGTT-3'
IL-6 5-ACAAAGCCAGAGTCCTTCAGAGA-3' 5-AGGAGAGCATTGGAAATTGGGGT-3'
IFNY 5-TCTTCAGCAACAGCAAGGGC-3' 5-GCGACTCCTTTTCCGCTTCC-3'

Elaborada pela autora.

Figura 19 - Protocolo gPCR
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Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates.

Utilizamos o equipamento CFX Opus 96 (Biorad) seguindo as especifica¢fes de niUmero

de ciclos, tempo e temperatura do fabricante do kit. Todas as reacdes foram acompanhadas de
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um controle sem material genético (controle negativo). Cada amostra foi realizada em duplicata,
tanto para o gene alvo como para os genes de referéncias. Todas as amplificacbes foram
finalizadas com a curva de dissociagdo ou curva de melting, que permite verificar a
especificidade da reacdo, além de confirmar a auséncia de formacao de dimeros de primers ou

qualquer outro produto inespecifico, que poderiam fornecer falsos resultados.

A partir dos valores obtidos de Ct da reacdo do PCR em tempo real, foram mensurados os niveis
de expressdo génica das amostras utilizando o célculo da quantificacéo relativa pelo método do
DeltaCt (Pfaffl, 2001; Watanabe et al., 2003). Esse método baseia-se na quantificacdo dos
transcritos do gene de interesse em relagdo a um gene de referéncia e permite analisar a diferenca

no nivel de expressao génica entre todos os grupos (fig. 19).
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6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM)
utilizando o software GraphPad Prism 10.2.3 para Windows. Por tratar-se de dados qualitativos,
a analise da ausculta foi realizada utilizando-se o teste Qui-quadrado, enquanto a analise do
peso foi feita por ANOVA, seguida de teste de Bonferroni. Os dados comportamentais e de
expressao génica foram analisados por ANOVA de duas ou trés vias, a depender da quantidade
de variaveis envolvidas, seguida por teste post hoc de comparacdes multiplas de Tukey para
explorar as interacGes significativas e revelar as diferencas especificas entre os grupos. O nivel

de significancia foi definido em *P < 0.05.
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7 RESULTADOS

7.1 Marcos de Desenvolvimento

7.1.1 Fisico
O estudo avaliou possiveis diferencas nos principais marcos de desenvolvimento em
camundongos durante os periodos pds-natais especificos PN10 e PN15, entre 0s grupos:
Macho: SAL, Macho: Poly I:C, Fémea: SAL e Fémea: Poly I:C. Foram observadas a
erupcdo dos dentes, abertura do canal auditivo, abertura dos olhos, desdobramento das orelhas

e 0 aparecimento de pelos, como apresentados na tabela 8.



Tabela 8 — Analise estatistica descritiva dos marcos de desenvolvimento fisico em camundongos

Camundongos
Parametro Descrigéo (média dos

DPN) Resultados
Erupcéo dos Aparecimento da ErupgéPoNcloSmpleta

dentes incisivos pocl)nta (c_oro_a) dos | PN10 - PN12 em todos 0s

entes incisivos
grupos

PN10 Ausente em

todos 0s grupos;
PN15 apresentam

Abertura do Abertura_ (_jo altera(;f)es_como a
canal auditivo canal auditivo PN12 - PN14 ausencia ao
externo estimulo de
ausculta no grupo
de fémeas tratadas
com Poly I:C.
PN10
Parcialmente
Abertos em todos
Abertura dos Abertura da 0S grupos;
olhos fissura palpebral PN11-PN15 PN15
Totalmente Aberto
em todos 0s
grupos.
De;grs;(il(rqnueento PN15 Completo
Desdobramento | . Ih PN3 _ PN5 desdobramento
da orelha orma a oretha das orelhas em
externa da todos 0s grupos
cabeca do animal '
Desaparecimento
da penugem e PN10 e PN15
Aparecimento | aparecimento de Pelagem completa
. PN4 — PN6
de pelos pelos cobrindo em todos os
todo o corpo do grupos

animal

Elaborada pela autora. Legendas: (DPN) Data Pés-Natal; (PN) Pos-natal.
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7.1.2 Reflexo Auditivo

Tabela 9 — Resultados do Teste Qui-Quadrado para a presenca de resposta nos grupos tratados com
Salina e Poly I:C (PN15)

GRUPO AUSENTE PRESENTE X2 df p-valor
Macho Salina 0 11
Macho Poly I:C 3 11 0,1017
TOTAL 3 22 2,679 1
GRUPO AUSENTE PRESENTE X? df p-valor
Fémea Salina 0 14
Fémea Poly 1:C 9 3 <0,0001
TOTAL 9 17 16,06 1

Elaborada pela autora. Legenda: X?: qui-Quadrado df: graus de liberdade.

No teste de reflexo de endireitamento nos periodos de PNO ao PN14 ndo apresentaram
resposta ao estimulo da ausculta, o que era esperado, abertura do canal auditivo no intervalo
dos nos PN12 ao PN14, como observados na Tabela 6. No PN15 ao serem estimulados 0s
resultados encontrados apresentam diferenca significativas entre os grupos de fémeas tratadas
com Poly I:C, como representados na tabela 7. Os resultados do teste Qui-quadrado (¥?)
utilizado para avaliar a diferenca na presenca de resposta ao estimulo de ausculta entre 0s
grupos: Macho: SAL, Macho: Poly I:C, Fémea: SAL e Fémea: Poly I:C. Os dados incluem
0 nimero de animais que apresentaram a resposta (“"Presente™) e aqueles que ndo apresentaram
("Ausente™) em cada grupo.

A andlise estatistica ndo encontrou diferenca significativa entre os grupos Machos: SAL
vs. Machos: Poly I:C (y* = 2.679; p = 0.1017), enquanto nos grupos Fémea: SAL vs. Fémea:
Poly I:C apresentou diferenca significativa em relacdo a presenca/auséncia de reflexo auditivo
(* = 16.06; p= <0.0001).
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7.1.3 Peso

Figura 20 - Avaliacdo do peso
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DIAS EXPERIMENTAIS

Comparacao dos valores médios de peso de camundongos machos e fémeas submetidos & administracdo £como
média + EPM de 11-14 animais/grupo. Three-way ANOVA Teste Bonferroni considerando como fatores: sexo
tratamento e tempo. Machos e fémeas seus pesos foram avaliados em fases diferentes da vida do PN5 ao PN7 e
PN10 e PN15. AbreviagGes: (g) gramas; (PN) Pos-natal;

Os animais foram pesados nos seguintes periodos do desenvolvimento: PN5, PN6, PN7,
PN10 e PN15. O resultado da comparacdo do peso entre os grupos estudados revelou que ndo
houve diferenca significativa entre os grupos em PN5, PN6, PN7 e PN10. J& em PN15 foi
observado efeito do tempo [F (4,169) = 24,15 p=<0.0001] e interacdo entre as variaveis tempo
e sexo/tratamento [F (12, 169) = 2,573 p= 0.0037]. A anéalise de comparacdes multiplas ndo
encontrou diferenca significativa apenas entre os grupos Macho Poly 1:C vs. Fémea Salina:
(diferenca das médias = 1,530; p = 0.024) nesse periodo, tendo visto que o crescimento do

animal € natural e este ndo foi afetado pelo tratamento (Fig. 20).
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7.1.4 Reflexo de Endireitamento em Superficie

Figura 21 - Avaliagdo do reflexo de endireitamento em superficie
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Comparacéo dos valores médios de reflexo de endireitamento em segundos (s) em camundongos machos
e fémeas submetidos a administracdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:C] ou salina estéril
[grupo salina)]. Os dados sdo expressos como média £ EPM de 11-14 animais por grupo. ANOVA two
way. Considerando como fatores: sexo, tratamento e dias pds-natais. Abrevia¢Ges: (PN) Pos-natal;
(SAL) Salina; (Poly I:C) Poly I:C; (s) segundos.

Os resultados da andlise de variancia de dois fatores (Two-Way ANOVA) mostraram
um efeito significativo do fator tempo, [F (1,49) = 10,33 p = 0.002], e interacdo entre sexo e
tratamento, [F (3,56) = 40,98 p < 0,001]. Além disso, a interacdo entre os fatores estudados:
tempo e sexo/tratamento foi significativa [F (3,49) = 4255 p < 0.001]. A anédlise de
comparagdes multiplas, revelou que, em PN15, houve diferenca entre os grupos Macho: SAL
vs. Macho: Poly I:C (diferenca das medias = -35,90, p < 0.001), Macho Poly I:C vs. Fémea
Poly I:C (diferenca das médias = -16,13, p = 0,002) e Fémea SAL vs. Fémea Poly I:C (diferenca
das medias = -51,84, p < 0.001). N&o foram observadas diferencas em PN10. (Fig. 21).
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7.2 Resultados de Comportamentos na Fase Adulta

7.2.1 Preferéncia social

Figura 22 - Avaliacdo de preferéncia social
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administracao neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:CI:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média + EPM de 11-14 animais por grupo. Two-way
ANOVA de duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Tukey multiplas comparagdes considerando

como fatores: sexo e tratamento.

Os resultados da analise de variancia de dois fatores (Two-Way ANOVA) em relacéo
ao comportamento de sociabilidade ou interacdo social mostrou efeito do tratamento [F (1,56)
= 7,287; p= 0.009], mas ndo apresentou diferenca significativa na interagao entre tratamento e
sexo [F (1,56) = 0,042; p = 0.83]. A andlise post-hoc ndo encontrou diferencga entre 0s grupos
estudados (Fig. 22).
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7.2.2 Interacdo Social

Figura 23 - Avaliacdo da entrada na cAmara social
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administracdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média £ EPM de 11-14 animais por grupo. ANOVA de
duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Tukey mdltiplas comparac¢fes considerando como

fatores: sexo e tratamento.

No teste de interacdo social foi observada a quantidade e entradas (expressa como
percentagem do total de entradas) na cdmara social. O resultado da analise de variancia de dois
fatores encontrou efeito do tratamento [F (1, 63) = 4,273, p = 0.04] e interacéo entre sexo e
tratamento [F (1, 63) = 5,483, p = 0.02]. A analise de multiplas compara¢des de Tukey revelou
diferencas significativas entre os grupos Macho: SAL vs. Fémea: SAL (diferenca das médias =
-34,94; p = 0.02), e entre Fémea: SAL vs. Fémea: Poly I:C (diferenga das médias = 36,07; p =

0.02). N&o foram observadas diferencas significativas nos demais grupos (Fig. 23).
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7.2.3 Labirinto em Cruz Elevado

Figura 24 - Avaliacdo labirinto em cruz elevado

O

% 150 =

m ® SAL
<

@) B PolyI.C
< 100+ -

x

o [ |

O )

b m ™

(7)) -

9 s04 @ o

(@)

=

- ®

zZ

X Macho Fémea

Camundongos machos e fémeas submetidos a administragdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média + EPM de 11-14 animais por grupo. Two-way
ANOVA de duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Tukkey multiplas comparagGes

considerando como fatores: sexo e tratamento.

Os resultados no teste de labirinto em cruz elevado foram expressos como percentagem
(%) de entradas nos bracos abertos. A analise de variancia de dois fatores (Two-Way ANOVA)
revelou que ndo houve efeito dos fatores sexo e tratamento. No teste de comparacGes multiplas

de Tukey ndo encontrou diferencas significativas entre os grupos estudados (Fig. 24).
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7.2.4 Campo Aberto

7.2.4.1 Tempo no centro

Figura 25 — Deslocamento dos animais no teste campo aberto
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Percurso de deslocamento de camundongos machos e fémeas submetidos & administracdo neonatal de Poly I:C
(PN5-7) [grupo Poly I:C] ou salina estéril [grupo salina]. Legenda: (A) Macho Salina; (B) Macho Poly I:C; (C)

Fémea Salina; (D) Fémea Poly I:C. Elaborada pela autora. Obtido em https://app.biorender.com/biorender-

templates. Imagens geradas pelo software Any Maze®

Figura 26 - Avaliagcdo de tempo no centro do campo aberto
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administracdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:CI:C]
ou salina estéril [grupo salina]. Os dados séo expressos como média £ EPM de 11-14 animais por grupo.Two-
way ANOVA de duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Tukey mdltiplas comparacdes

considerando como fatores: sexo e tratamento. Abreviagdes: (s) segundos; (sal) salina.
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No teste do campo aberto, foram medidos o tempo de permanéncia no centro da arena, 0
comportamento de rearing e a velocidade de descolamento (medida pela distancia percorrida em
um determinado tempo). Em rela¢do ao tempo no centro, a analise de variancia de dois fatores
encontrou efeito do fator sexo [F (1,36) = 7,026; p = 0.0119], mas ndo da interacdo entre
tratamento e sexo [F (1,36) = 0,014; p = 0.905]. A analise de comparacdes multiplas ndo revelou
diferencas significativas entre os grupos estudados. (Fig. 25). A figura 26 mostra o deslocamento

de 1 animais de cada grupo experimental, selecionados aleatoriamente.

7.2.4.2 Tempo na Periferia

Figura 27 — Tempo na Periferia

150

® sAL
B PolyI:C

TEMPO NA PERIFERIA (s)

Macho Fémea

Camundongos machos e fémeas submetidos & administracéo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:CI:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média £ EPM de 11-14 animais por grupo. ANOVA de
duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Tukey mdltiplas comparacfes considerando como

fatores: sexo e tratamento.

Os resultados da analise de variancia de dois fatores (Two-Way ANOVA) foi observado
efeito do sexo [F (1,36) = 7,135; p= 0,0113], mas nédo da interacdo entre tratamento e sexo [F
(1,36) = 0,1934; p= 0,6628]. A andlise de comparaces mdaltiplas ndo revelou diferencas

significativas entre os grupos estudados (Fig. 27).
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7.2.4.3 Velocidade
Figura 28 - Avaliagdo da velocidade no teste campo aberto
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administracdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sédo expressos como média £ EPM de 11-14 animais por grupo. ANOVA de

duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Tukey mdltiplas comparac¢fes considerando como
fatores: sexo e tratamento.

Os resultados da analise de variancia de dois fatores (Two-Way ANOVA) foi observado
significancia na interacdo no sexo [F (1,36) p=0,04], mas ndo ha interacdo entre tratamento e
sexo [F (1,36) = 0,7788; p= 0,3834].

A analise de multiplas comparac6es nédo revelou significancia entre os grupos (Fig. 28).
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7.2.4.4 Tempo de Imobilidade no teste de Campo Aberto

Figura 29 — Imobilidade dos animais no campo aberto
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administragdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:C] ou
salina estéril [grupo salina)]. Os dados sdo expressos como média + EPM de 11-14 animais por grupo. ANOVA de
duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Tukey multiplas comparagdes considerando como
fatores: sexo e tratamento. Abreviaces: (s) segundos; (sal) salina.

Os resultados da andlise de variancia de dois fatores (Two-Way ANOVA) revelou
auséncia de efeitos do sexo [F (1, 36) = 3,521; p = 0.00687], assim como ndo ha interacGes
entre os esses fatores [F (1, 36) = 0,01436; p= 0.9053. A analise de comparac¢6es multiplas nao

revelou diferencas significativas entre os grupos estudados (Fig. 29).
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7.2.4.5 NGmero de Crossing

Figura 30 — NUmero de Crossing
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Camundongos machos e fémeas submetidos & administragdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média + EPM de 11-14 animais por grupo. ANOVA de
duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Tukey multiplas comparagGes considerando como

fatores: sexo e tratamento. Abreviagdes: (n) namero.

Os resultados da analise de variancia de dois fatores (Two-Way ANOVA) revelaram
efeito do sexo [F (1,36) = 6.505; p= 0.0152], mas ndo da interacdo entre tratamento e sexo [F
(1,36) = 1.121; p= 0.2968]. A andlise de comparacbes multiplas ndo mostrou diferencas

significativas entre os grupos estudados (Fig. 30).
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7.2.4.6 Rearing
Figura 31 - Avaliacdo do nimero de Rearing
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administragdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média + EPM de 11-14 animais por grupo. ANOVA de
duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Tukey multiplas comparagdes considerando como

fatores: sexo e tratamento. Abreviagdes: (n) namero.

Os resultados da andlise de variancia de dois fatores (Two-Way ANOVA) foi observado
significancia na interacdo tratamento [F (1,32) = 4,456; p = 0.04].

A anélise de multiplas comparacdes revelou diferencas estatisticas significativas entre
0s grupos Fémea: SAL vs. Fémea: Poly I:C (diferenca das médias = —11,55; p = 0.03), com
efeito no tratamento e sem efeito relacionado ao sexo. Ndo foram observadas diferencas nos

demais grupos (Fig. 31).
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7.2.5 Inibicdo Pré-Pulso (IPP)

Figura 32 - Avaliacdo da % no Teste de Inibi¢do Pré-pulso
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Camundongos machos e fémeas submetidos & administragdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média + EPM de 11-14 animais por grupo. ANOVA de
trés vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Tukey mdltiplas comparagdes considerando como

fatores: sexo, tratamento e estimulo. Abreviagdes: (IPP) inibicdo pré-pulso.

Nos resultados da analise de variancia dos trés fatores estudados (Two-Way ANOVA)
foi observado efeito do sexo [F (1,979, 27,71) = 4,154 p=0.0268], sem interacao entre os fatores
[F (2,28) =1.543; p = 0.231]. A analise de comparacbes multiplas revelou diferencas
significativas entre as Fémeas: SAL vs. Poly I:C (diferenca da média = 31,22; p= 0.0439). Os
demais grupos ndo apresentaram diferencas significativas (Fig. 32).
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7.3 EXPRESSAO GENICA POR gPCR

7.3.1 GPER

Figura 33 — Avaliacdo da expresséo relativa do GPER
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administragdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados séo expressos como média = EPM de 6-8 animais por grupo. ANOVA de
duas vias foi realizada (fatores: sexo e desafio) com teste post hoc de Tukey AbreviacGes: (SAL) salina; (POLY
1:C) Poly I:C.

Em relacdo a expressdo hipocampal do gene GPER, os resultados foram expressos como
nivel relativo de expressao génica e a analise de variancia de duas vias (Two-Way ANOVA)
revelou auséncia de efeitos do sexo [F (1, 25) = 0,1177, p = 0.7344] e do tratamento [F (1, 25)
= 0,4904, p= 0.4902], assim como ndo h interacdes entre os esses fatores [F (1, 25) = 0,5276,
p=0.4744]. As andlises de multiplas comparacOes ndo apresentam diferencas significativas em

nenhum dos grupos analisados (p > 0.05) (Fig. 33).
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7.7.2 RELA
Figura 34 — Avaliagdo da expressdo relativa de Rela
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administracéo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:CI:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados séo expressos como média £ EPM de 6-8 animais por grupo. ANOVA de
duas vias foi realizada (fatores: sexo e desafio) com teste post hoc de Tukey; Abreviagdes: (SAL) salina; (POLY
I:C) Poly I:C.

Em relacdo a expressdao hipocampal no gene RELA foram observados efeitos do sexo
[F (1, 26) = 8,007, p= 0,0089] e do tratamento [F (1, 26) = 20,64 p= 0.0001], assim como
interacdo entre esses fatores [F (1, 26) = 5,749, p = 0.0240]. O teste de comparac6es multiplas
de Tukey mostrou diferencas significativas entre os grupos: Macho: SALINA vs. Fémea: POLY
I:C (diferenca das médias = -0,008244, p <0.0001); Macho: POLY I:C vs. Fémea: POLY I.C
(diferencas das medias = -0,005845, p= 0.004); Fémea: SALINA vs. Fémea: POLY I:.C
(diferencas das médias = -0,007761, p <0.001) e os demais grupos ndo apresentaram

significancia. (Fig. 34).
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7.7.3 CREB
Figura 35 - Avaliacdo da expressdo relativa do CREB
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administracéo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:CI:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média £ EPM de 4-8 animais por grupo. ANOVA de
duas vias foi realizada (fatores: sexo e desafio) com teste post hoc de Tukey; Abreviagdes: (SAL) salina; (POLY
I:C) Poly I:C.

A andlise de variancia de dois fatores (Two-way ANOVA) revelou efeito do tratamento [F
(1, 25) = 20,64 p= 0,0439] sob a expressdo génica do CREB. Porém, nas analises de multiplas
comparagdes ndo foram encontradas diferencgas significativas entre os grupos estudados (p >
0.05) (Fig. 35).
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7.7.4 IGF1
Figura 36 - Avaliacdo da expresséo relativa de IGF1
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administracéo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:CI:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média £ EPM de 6-8 animais por grupo. ANOVA de
duas vias foi realizada (fatores: sexo e desafio) com teste post hoc de Tukey; Abreviagdes: (SAL) salina; (POLY
I:C) Poly I:C.

Em relacéo a expressdo hipocampal no gene IGF1 foram observados efeitos do sexo [F (1,
24) = 11,61, p=0,0023] e do tratamento [F (1, 24) = 47,87 p<0.0001] e interacdes significativas
entre esses fatores [F (1, 24) = 4,814, p=0,0382]. O teste de Tukey revelou diferencas entre 0s
grupos Macho: SALINA vs. Macho: POLY I:C (diferenca das medias = -0,0001053, p= 0.01);
Macho: POLY I:C vs. Fémea: POLY I:C (diferencas das médias = -0,0001249, p= 0.0029);
Fémea: SALINA vs. Fémea: POLY I:C (diferenca das médias = -0,0002031, p<0.0001); os
demais grupos ndo apresentaram significancia. (Fig. 36).
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7.7.5TCF4
Figura 37 - Avaliacdo da expressao relativa de TCF4
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Camundongos machos e fémeas submetidos & administracdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:.C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média £ EPM de 4-8 animais por grupo. ANOVA de
duas vias foi realizada (fatores: sexo e desafio) com teste post hoc de Tukey; Abreviagdes: (SAL) salina; (POLY
I:C) Poly I:C.

Em relacdo ao gene TCF4, ndo foram observados efeitos do sexo [F (1, 25) = 2,954, p=
0,0980] e do tratamento [F (1, 25) = 1,263, p= 0,0411 nem houve interacdo entre esses fatores
[F (1, 25) = 0,2135, p= 0,0012]. Nas analises de comparac6es multiplas foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos estudados (p > 0.05) (Fig 37).
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7.7.6 TLR4

Figura 38 - Avaliacdo da expressao relativa de TLR4
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administracdo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média + EPM de 4-8 animais por grupo. ANOVA de
duas vias foi realizada (fatores: sexo e desafio) com teste post hoc de Tukey; Abreviacdes: (SAL) salina; (POLY
I:C) Poly I:C.

Em relacdo ao gene TLR4, ndo foram observados efeitos do sexo F (1, 20) = 1,793 e do
tratamento [F (1, 20) = 1,793], houve interacdo entre esses fatores [F (1, 20) = 7,765]. Nas
analises de comparagdes multiplas ndo foram encontradas diferencas significativas entre 0s
grupos estudados (p > 0.05) (Fig.38)
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7.7.7 INTERLEUCINA 6 (IL-6)
Figura 39 - Avaliacdo da expressao relativa de 1L-6
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Camundongos machos e fémeas submetidos a administracéo neonatal de Poly I:C (PN5-7) [grupo Poly I:CI:C] ou
salina estéril [grupo salina]. Os dados sdo expressos como média + EPM de 4-8 animais por grupo. ANOVA de
duas vias foi realizada (fatores: sexo e desafio) com teste post hoc de Tukey; Abreviagdes: (SAL) salina; (POLY
I:C) Poly I:C.

Em relacéo a IL-6, ndo foram observados efeitos do sexo [F (1, 26) = 1,600, p=0,22] e
do tratamento [F (1, 26) = 1,600, p=0,22], nem houve interacdo entre esses fatores [F (1, 26) =
1,600, p=0,22]. Nas andlises de comparacGes mdultiplas ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos estudados (p > 0.05) (Fig 39).
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QUADRO 1 - Resumo dos resultados encontrados no presente trabalho. (]) diminuigdo estatistica
quando comparado ao grupo salina; (1) aumento estatistico quando comparado ao grupo salina; (@) sem

alterac@es; (+) diminuigdo estatistica quando comparado ao grupo Poly I:.C

MACHO FEMEAS AREAS
CEREBRAIS
PN SALINA | POLY I:C | SALINA | POLY I:C
10 %} @ %] @
PESO T o : o : B
REFLEXO DE 10 @ 1 @ 1
ENDIREITAMENTO | 15 ) L ] l -
RESPOSTA AO
ESTIMULO A 10 @ @ @ 1
AUSCULTA 15 @ 1 @ 0 -
ERUPCAO DOS 10 @ @ %] [%]
INCISIVOS 15 @ @ 1%, 7} --
ABERTURA DO 10 7} 7} 7 7}
CANAL AUDITIVO | 15 1} 1} @ @ --
ABERTURA DOS 10 @ @ %] [%]
OLHOS 15 @ @ [%] @ --
DESDROBAMENTO | 10 @ @ @ @
S DE ORELHAS 15 %] %] %) %] —
APAREg:E MENTO 10 2 2 2 &
PELOS 15 1} 1)} @ @ --
IPP 1)} 1)} @ l --
PREFERENCIA SOCIAL %) %) @ @ -
INTERAGAO SOCIAL ! @ @ | --
LARIRINTO EM CRUZ
ELEVADO 1} 1} %] 1)} --
TEMPO NO CENTRO %} 1)} @ @
TEMPO NA PERIFERIA 1} 1} %] 1)}
VELOCIDADE 1)} 1)} @ @
TEMPO DE IMOBILIDADE 1} 1} %} 1)}
NUMERO DE CROSSING 1} 1)} @ @
NUMERO DE REARING 1} 1} %} 1
GPER (qPCR) 1} 1} %} @ HIPOCAMPO
RELA (qPCR) 1 1 1 1
CREB (qPCR) 1} 1)} 1 HIPOCAMPO
IGF1 (QPCR) 1} 1 %] 1 HIPOCAMPO
1} 1} %] 1 HIPOCAMPO
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TCF4 (QPCR)

TLR4 (qPCR) HIPOCAMPO
IL-6 (QPCR) HIPOCAMPO

TCF4 (QPCR) HIPOCAMPO
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8 DISCUSSAO

A hipotese de que infecgBes e estimulacdo imune estdo relacionados a esquizofrenia é
apoiada pelo modelo de estimulagdo imune neonatal com Poly I:C. Nesse modelo, fatores
genéticos combinados com insultos ambientais, como infec¢des virais pré-natais, desencadeiam
manifestacdes comportamentais e fisiopatologicas parecidas com aquelas observadas em
pacientes. O presente estudo demonstrou que camundongos expostos ao Poly I:C, em periodo
precoce do seu desenvolvimento, apresentam alteracdes comportamentais, prejuizo em alguns
reflexos fisiologicos naturais e alteracBes na expressdo de genes associados & cascata
inflamatdria, de modo dependente do sexo.

O uso de modelos imunoldgicos com Poly I:C para estudar a esquizofrenia ganha
relevancia quando considera a capacidade desse modelo de mimetizar aspectos fundamentais
da neurobiologia e dos sintomas da doenca. Conforme, Macédo, et al (2012) e Ribeiro (2013),
esse modelo é capaz de reproduzir sintomas positivos quanto cognitivos, que sao caracteristicas
da esquizofrenia. Esse estudo corrobora com a pesquisa realizada por (Giovanoli;Weber;Meyer,
2014), que destaca o valor preditivo do modelo, particularmente na compreenséo dos processos
neurobioldgicos envolvidos na esquizofrenia. O fato de esse modelo mimetizar a etiologia da
doenca, ao induzir comportamentos que refletem déficits neurocognitivos e distarbios
psicoldgicos, o torna uma importante ferramenta, em estudos animais, para a identificacdo de
novos alvos moleculares durante a vida pré-natal, adolescéncia e idade adulta, que pode
contribuir para o desenvolvimento de estratégias preventivas ou de tratamento desse transtorno
mental em humanos.

Neste estudo, a exposicdo dos animais no periodo poés-natal de 5-7 dias induziu
comportamentos semelhantes, na idade adulta, aqueles observados na esquizofrenia. Esses
resultados estdo de acordo com o estudo de Candeias (2020) que observou que eventos durante
as fases iniciais do neurodesenvolvimento podem atrasar a maturagdo cerebral po6s-natal e
aumentar a vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, como a
esquizofrenia, que geralmente se manifesta durante a adolescéncia e inicio da fase adulta
(Candeias, 2020). Essa fase, comparavel ao inicio do terceiro trimestre de gestagdo em humanos
(Semple et al., 2013), € critica para 0 neurodesenvolvimento. Infec¢des virais nesse periodo
gestacional estdo associadas a um aumento no risco de psicose nos descendentes na vida adulta
(Brown, 2006), sugerindo uma janela sensivel de desenvolvimento onde insultos imunol6gicos
podem ter consequéncias a longo prazo. Outro ponto importante, é a exposicao tardia ao desafio

imune com Poly I:C durante a gestacdo de ratas (equivalente ao segundo trimestre de gestacédo
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em humanos), que foi associada ao surgimento de sintomas negativos/cognitivos na prole adulta
(Macédo et al., 2012). Esses resultados reforcam a importancia do momento da exposicéo
imunoldgica nos desenvolvimentos de sintomas especificos da esquizofrenia e indicam que
intervencdes preventivas podem ser mais eficazes se aplicadas durante essas janelas criticas de
desenvolvimentos.

Assim, o0 modelo animais na pesquisa sobre a esquizofrenia revelou-se essencial para
0 avanco da compreensdo desta complexa desordem mental. Apesar das limitagdes inerentes a
extrapolacdo direta dos resultados de estudos com animais para humanos, esses modelos
animais oferecem vantagens significativas, como a possibilidade de estudar os mecanismos
bioldgicos especificos da esquizofrenia, que séo dificeis de investigar diretamente em humanaos.
Ademais, modelos animais permitem a exploracdo de alteracbes neuroquimicas, estruturais e
funcionais por meio da manipulacdo genética e farmacoldgica (Ang et al., 2021). Segundo
Monte et al., 2017 e 2019, estudos pré-clinicos reproduzem alteragdes comportamentais e
neuroquimicas semelhantes as observadas clinicamente em pacientes com a doenca.

O hipocampo é uma regido particularmente relevante para a pesquisa sobre esquizofrenia
devido ao seu papel na formagdo de memorias e integracao sensorial, processos frequentemente
comprometidos na doenca. Individuos com esquizofrenia frequentemente apresentam uma
reducdo no volume do hipocampo, o que esta associado a déficits cognitivos e emocionais (Li;
Long; Yang, 2015). A utilizacdo de modelos animais permite investigar detalhadamente essas
alteracdes estruturais e funcionais no hipocampo, fornecendo insights valiosos sobre os
mecanismos subjacentes a esquizofrenia (Farsi et al., 2023; Valvassori et al., 2023).

Neste estudo, foi observado uma resposta diferenciada ao desafio imune Poly I:C entre os
sexos, especialmente nas fémeas, 0 que pode estar ligado as alteragcdes no desenvolvimento do
hipocampo e outras regides cerebrais associadas a esquizofrenia. Além disso, 0s marcos de
desenvolvimento fisico dos filhotes de camundongos, como a abertura dos olhos, descolamento
das orelhas, abertura do canal auditivo, erupcdo dos incisivos superiores e aparecimento de
pelos foram monitorados para avaliar a maturidade fisica dos animais expostos ao Poly I:C em
comparagéo ao grupo controle. Esses parametros ndo apresentaram diferengas significativas em
termos de tempo de ocorréncia, efeitos adversos ou alterac6es estruturais em diferencas faixas
etarias, entre 0s grupos.

O estudo de Heyser (2004) demonstra que os testes de desenvolvimento séo ferramentas
cruciais para identificar marcadores precoces de comportamento, explorar sua neurobiologia e
avaliar o impacto de insultos pré-natais ou pos-natais. Essas perturbacGes podem incluir

intervencdes farmacologicas, ambientais e genéticas que influenciam profundamente o
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desenvolvimento neuroldgico. Camundongos recém-nascidos, por exemplo, realizam algumas
atividades motoras, embora seus movimentos sejam descoordenados e aparentemente
aleatorios. Durante esse periodo, sua sensibilidade tatil ndo esté totalmente desenvolvida, 0s
canais auditivos e olhos permanecem fechados por varios dias ap6s o nascimento. O
desenvolvimento pds-natal reflete a continuacdo de processos iniciados ainda no Utero (Heyser,
2004).

De acordo com Zaccarelli-Magalhdes et al., 2020, o progresso desses parametros €
impulsionado pela influéncia de fatores de crescimento, que desempenham papéis essenciais
em diversos processos fisiologicos, como crescimento, reparacdo, diferenciacdo e
desenvolvimento de populacbes celulares especificas. Entre os fatores que estdo ligados ao
desenvolvimento epidérmico, que aceleram o desdobramento das orelhas, o aparecimento de
pelos, a erupcao dos dentes incisivos e a abertura dos olhos, em ratos e camundongos. (Gerenutti
et al., 2008 ; Sugawara et al., 2006 ; Haijima et al., 2017). A abertura das palpebras, em
particular, € um indicativo de normalidade e maturacdo do sistema nervoso central em
vertebrados e tem sido amplamente utilizada como marcador de salde neurolégica em
pesquisas com animais. Esse evento reflete 0 amadurecimento das conexdes neurais e a
funcionalidade cerebral relacionada ao desenvolvimento sensorial e motor (Strémland; Pinazo-
Durén, 2002).

Ao observamos o desenvolvimento dos animais, foi possivel constatar que, no décimo dia
pos-natal (PN10), os camundongos de ambos 0s grupos ndo apresentaram alteracdes ao reflexo
de ausculta. No entanto, no décimo quinto dia pés-natal (PN15), as fémeas expostas ao desafio
imune (Poly 1:C) mostraram uma reducdo significativa na resposta ao estimulo auditivo em
comparacdo com as fémeas controle, indicando um prejuizo no processamento desse tipo de
estimulo. A abertura do canal auditivo, que ocorre entre o décimo e o décimo quarto dia de vida
(média 12 dias), € um marco importante no desenvolvimento da audicdo em camundongos,
sendo diretamente relacionada & manifestacdo do reflexo de sobressalto € uma resposta
defensiva essencial para a sobrevivéncia (Fons et al., 2020). O reflexo de sobressalto é uma
resposta de preservagdo automatica a sons subitos e intensos, mediada pelo sistema auditivo, e
estd associados a uma série de reacbes musculares que preparam o animal para enfrentar
possiveis ameaca (Lobarinas; Hayes; Allman, 2013). Estudo sugere que, na esquizofrenia, as
sinapses excitatérias e inibitorias no cortex sdo interrompidas, com os primeiros sintomas
surgindo na adolescéncia, periodo critico para poda das sinaptica cortical. O desenvolvimentos
dessas sinapses no cortex auditivo, regido cerebral implicada na esquizofrenia, € pouco

compreendido, especialmente em relacdo ao impacto que essas mudancas podem ter sobre a



110

funcéo auditiva ao longo do desenvolvimento (Moyer et al., 2016). Sendo assim, estudos que
investiguem alteracdes especificas nessa regido podem auxiliar na compreensédo dos resultados
aqui observados.

Todos os filhotes ganharam peso progressivamente ao longo do periodo inicial de
desenvolvimento (PN5-PN15). Os filhotes Poly I:C ndo apresentaram qualquer diferenca no
peso corporal durante todo o periodo inicial de desenvolvimento em comparagdo com oS
filhotes controles. No entanto, houve uma clara diferenca entre 0os sexos no ganho de peso
corporal, com as fémeas controle sendo mais leves que os machos a partir do PN15, resultado
que corresponde & diferenca corporea observada entre 0s sexos. Nossos resultados estdo em
consonancia com estudos anteriores que confirmam a auséncia de alteracdo no peso induzida
pelo Poly I:C (Servadio; Vanderschuren; Trezza, 2015 ; Feather-Schussler; Ferguson, 2016).
Dessa forma, os resultados comportamentais aqui encontrados ndo foram afetados por
diferencas no peso corporal entre 0s grupos.

Nas avaliacGes no reflexo de endireitamento postural de superficie, em PN10, os filhotes de
ambos 0S grupos apresentaram uma postura de endireitamento mais lenta em comparagéo aos
resultados observados nos grupos controles em PN15. De acordo com os estudos de Patin et al,
2004, os animais recém-nascidos levam mais tempo para retornar a posicao correta e a medida
que véo crescendo, esse tempo diminui gradativamente (Patin et al., 2004); esse comportamento
pode ser associado a imaturidade do sistema visual que tem papel crucial na aquisicdo da
postura, salientando que no periodo do PN10 os animais ainda ndo apresentaram abertura ocular
(Altman; Sudarshan, 1975). Ao observarmos 0s mesmos animais em um periodo de vida mais
tardio (PN15), o grupo de fémeas expostas ao desafio imune (Poly I:C) apresentou um
retardamento de endireitamento postural superior a 60 segundos, quando comparado ao grupo
de fémeas controle. Esse achado mostra que a resposta diferencial ao tratamento com o Poly
I:C entre os sexos, tem efeito pronunciado nas fémeas em relacdo aos machos.

Diversos padrdes de comportamento social e de comunicagdo surgem de forma precoce em
camundongos, exibindo uma trajetoria distinta que pode ser observada ao longo de seu
desenvolvimento. E possivel observar os marcos do desenvolvimento e os comportamentos
motores espontaneos desde o nascimento até as duas primeiras semanas de vida e 0s
comportamentos sociais juvenis podem ser avaliados desde a terceira semana até a fase adulta.
Esses marcos foram escolhidos como uma forma comparativa das primeiras duas semanas de
vida em roedores em termos de desenvolvimento motor pds-natal, ao primeiro ano de vida
humana (Fox, 1965; McFarlane et al., 2008; Vinay et al., 2005). Por exemplo, em comparacao

a idade dos animais, os reflexos de sobressalto em humanos podem ser observados entre 0 e 5
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meses de idade (Futagi; Toribe; Suzuki, 2012). Nossos estudos estdo em concordancia com as
conclusdes de Anshu, et al., 2023 que observou que Poly I:C afeta negativamente os parametros
comportamentais do neurodesenvolvimento, o que pode estar relacionado ao déficit precoce
observado no autismo e na esquizofrenia. (Anshu et al., 2023).

O momento dos marcos do desenvolvimento, como a idade da primeira caminhada, esta
associado a diagnosticos posteriores de disturbios do neurodesenvolvimento, como o
Transtorno do Espectro Autismo (TEA), Transtorno de Déficit de Atencdo com Hiperatividade
(TDAH) e a Esquizofrenia. Embora essa ultima ndo seja diagnosticada na primeira infancia,
estudos clinicos nessa fase mostram atrasos em marcos de desenvolvimento, incluindo aspectos
cognitivos, motores e comportamentais. Esses atrasos podem indicar uma funcao cerebral
anormal (Riglin et al., 2017; Marenco; Weinberger,2000; Birnbaum; Weinberger, 2017) e mais
tarde esses individuos desenvolvem esquizofrenia (Filatova et al., 2017; Dickson et al.,
2020; van Harten et al., 2017). Estudos clinicos segundo a literatura, Sandini et al, 2018, o
retardamento no desenvolvimento desse reflexo pode sugerir um atraso no processo de

mielinizacdo dos neurdnios ( Sandini et al., 2018; Sequeira; Martin; Vawter, 2012).

- Influéncia do sexo nas alteragGes comportamentais apds desafio imune por Poly I:C

Segundo Armstrong, et al (2020), analisar o comportamento ao longo de um periodo de
desenvolvimento pode oferecer evidéncias de uma trajetdria especifica, sendo particularmente
relevante na investigacdo de distlrbios do neurodesenvolvimento. Esse estudo possibilita a
descoberta dos processos reais subjacentes a essas perturbagdes, em vez de tentar identifica-los
apos terem sido mascarados por processos bioldgicos ou comportamentais desencadeados em
resposta a eventos primarios.

O deficit de interacdo social € uma caracteristica comportamental em humanos com
esquizofrenia em que apresentam dificuldades, ou seja, possuem déficits em estabelecer contato
com outras pessoas, reduzindo a interacdo social resultando em isolamento. Este
comportamento € simulado em animais submetidos a modelos de esquizofrenia e transtorno do
espetro autista (Custodio et al., 2018; DiCicco-Bloom et al., 2006; Moldin; Rubenstein;
Hyman, 2006). Com o intuito de avaliar a preferéncia social, o presente estudo utilizou como
parametros o numero de entradas na cdmara social e a porcentagem de interacao social que foi
dada pelo tempo de permanéncia do animal teste na camara social. Verificou-se que fémeas
submetidas ao modelo Poly I:C apresentaram uma reducao significativa do nimero de entradas

na camara social. De acordo com os trabalhos de Arakawa, 2023, os animais estdo interagindo
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menos com outros individuos em um ambiente social especifico, essa redugdo pode indicar que
o Poly I:C tenha impactado negativamente a sociabilidade do animal (Arakawa, 2023).

Quanto a porcentagem de interacdo social, observou-se que ndo houve alteragdes entre o0s
animais de ambos 0s sexos e tratamentos expostos ao desafio imune neonatal, uma vez que ndo
foram submetidos ao modelo de dois desafios como feito pelo pesquisador Monte et al. (2019).

Monte et al. (2019) constataram que a associacdo entre o desafio imune neonatal e o
estresse pré-pubere causou, em machos, um déficit de interacdo social um déficit de interacéo
social, enquanto as fémeas submetidas ao modelo de dois desafios (dois hits), apresentaram um
comprometimento da preferéncia social em comparacdo ao grupo salina com estresse. As
fémeas submetidas ao modelo de dois desafios, revelaram um comprometimento da preferéncia
social, em comparagéo ao grupo salina com estresse. Dados foram publicados do nosso grupo
de pesquisa mostram também que as fémeas sdo mais dependentes do segundo hit para o
desenvolvimento das alteragdes tipo-esquizofrenia, enquanto o primeiro desafio no macho ja é
suficiente para a apresentacdo dos sintomas da esquizofrenia na idade adulta (Monte et al.,
(2019).

Resultados similares foram observados por Mickibben, Reynolds, Jenkins, 2014, que
relataram que os modelos animais de esquizofrenia apresentam isolamento social ou uma
reducdo na interacdo social, além de alteragdes no desenvolvimento cerebral em ratos
(McKibben; Reynolds; Jenkins, 2014). Essa disfuncdo na sociabilidade é um parametro que
pode ser avaliado em roedores e possui relevancia translacional para os sintomas negativos em
humanos (Powell; Zhou; Geyer, 2009). Entre os principais sintomas ‘“negativos” da
esquizofrenia estdo o embotamento do afeto, anedonia (incapacidade de sentir prazer) e a
disfuncdo da socializacdo caracterizado pela antissociabilidade (Alphs et al., 1989; Stahl;
Buckley, 2007). Este sintoma é bastante relevante na doenca, visto que muitos pacientes
esquizofrénicos vivem isolados, tém poucos contatos sociais e geralmente evitam a interacdo
social. O retraimento social frequentemente persiste mesmo durante os periodos de remissdo da
doenca (Bellack et al., 1990).

Os resultados do teste comportamental de labirinto em cruz elevado ndo revelaram
diferencas significativas entre 0s sexos expostos ao desafio imune (Poly I:C) e comparado ao
grupo Salina. Essa auséncia de diferengas estatisticas sugere que a administracdo neonatal de
Poly I:C ndo teve um impacto discernivel significativo nos parametros comportamentais deste
teste em especifico. N&o houve diferenca significativa no niamero de entradas em cada tipo de
braco ndo foi significativo, tal desfecho indica que os animais ndo apresentam comportamentos

associados a ansiedade relacionada a espacos abertos e exploracdo. Embora a esquizofrenia seja
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principalmente caracterizada por sintomas como alucinagdes, delirios, sintomas negativos e
déficits cognitivos, a ansiedade também € frequentemente observada como um sintoma
comorbido significativo. Estudos indicam que a ansiedade pode estar associada a sintomas
especificos da esquizofrenia, como paranoia e evitagdo social (Oztirk; Cicek; Eren, 2023;
Bulbena-Cabre; Bulbena, 2018;Temmingh; Stein, 2015). Um estudo realizado em
camundongos demonstrou que ha diferencas entre a performance de machos e fémeas no
labirinto em cruz elevado, com fémeas exibindo menos comportamentos do tipo-ansiedade
comparado aos machos (Xiang; Hao; Kosten, 2011). Além disso, estima-se que até 65% dos
pacientes com esquizofrenia apresentem sintomas de ansiedade (Zheng et al., 2020).

Para determinar o efeito do Poly I:C no pos-natal, o teste de campo aberto foi utilizado
neste estudo para avaliar comportamentos para avaliar as atividades exploratérias e locomotoras
em machos e fémeas expostos ao desafio imune, comparados aos seus respectivos controles.
Os resultados ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos,
sugerindo similaridades no comportamento exploratorio. Ndo foram identificadas alteracGes
expressivas na velocidade e no tempo de permanéncia no centro da arena, considerando 0s
fatores de sexo e tratamento.

A atividade locomotora foi avaliada em termos de distancia total percorrida e velocidade
média durante a atividade em campo aberto. Anshu et al (2023) ndo encontraram efeitos
significativos do tratamento na distancia total percorrida ou na velocidade média em campo
aberto (Anshu et al., 2023; Smirnov; Sitnikova, 2019).

Observou-se que os animais na idade adulta ndo apresentaram alteracGes comportamentais
induzidas, ao contréario dos animais puberes (Schiffelholz; Hinze-Selch; Aldenhoff, 2004).

Embora néo especifico para a esquizofrenia, o teste de campo aberto desempenha um papel
importante na investigacdo pré-clinica de transtornos psiquiatricos, fornecendo insights
comportamentais valiosos. Sua aplicacdo em modelos animais permite estudar como alterac6es
neuroquimicas, genéticas ou ambientais podem influenciar comportamentos observados
clinicamente em pacientes com esquizofrenia, contribuindo para o desenvolvimento de novas
terapias e intervencdes (Rodrigues et al., 2023).

Os resultados positivos nesse teste comportamental em ambos 0s sexos sugerem que este
modelo pode ser utilizado para a deteccdo de sintomas positivos em camundongos machos e
fémeas. Esses sintomas sdo avaliados com base em dois principais tipos de alteracGes
comportamentais: hiperatividade locomotora e 0 aumento nos movimentos estereotipados (van
den Buuse, 2010; Jones; Watson; Fone, 2011; Powell; Miyakawa, 2006).
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Na avaliagdo da quantidade de eventos de Rearing realizados, a analise estatistica
demostrou uma alteracédo significativa entre os sexos. Enquanto os machos ndo apresentaram
alteracdes significativas, as fémeas expostas ao Poly I:C mostraram um aumento significativo
no comportamento de Rearing em comparacdo as fémeas ndo expostas.

De acordo com Tanaka et al., 2012, a frequéncia de Rearing depende ndo apenas da
exploracdo, mas também com a quantidade de atividade locomotora do animal. Além disso, o
numero de Rearings representa a exploracdo, semelhante a inspecionar diversos lugares do
ambiente (Tanaka et al., 2012). Em discordancia com nossos achados, uma pesquisa utilizando
um teste de campo aberto automatizado revelou que os comportamentos de Rearing dependem
do contexto e sdo sensiveis ao estresse agudo. Foi observada uma clara diferenca entre 0s sexos,
com as fémeas exibindo menos Rearing que os machos (Sturman; Germain; Bohacek, 2018).
Experiéncias estressantes afetam profundamente a funcao cerebral, resultando em mudangas no
comportamento dos roedores tanto a curto quanto a longo prazo (McLaughlin; Baran; Conrad,
2009).

Outro teste realizado foi a inibicdo pré-pulso (IPP), que se refere a reducao do reflexo
de sobressalto quando precedido por um estimulo de menor intensidade. Esse fenbmeno é
relevante na esquizofrenia, onde déficits no processamento da atencdo e da informacédo sdo
comuns, contribuindo para déficits cognitivos. O teste de IPP é sugerido como uma medida
neurofisioldgica do bloqueio sensério-motor nesse transtorno. Ludewig et al. (2002) destacam
que pacientes esquizofrénicos cronicos demonstram déficits significativos de IPP em
comparacgdo com controles saudaveis.

O teste de IPP fornece um indicador operacional do filtro sensério-motor, sendo
utilizado para mensurar a relevancia translacional dos modelos animais para humanos com
doencas neuropsiquiatricas (Khan; Powell, 2018). As respostas de sobressalto s&o compostas
por um conjunto de comportamentos de reflexo que preparam o organismo para enfrentar um
potencial estimulo agressor (Braff; Grillon; Geyer, 1992). O IPP é deficitario em pacientes com
esquizofrenia, podendo representar a interface entre “psicose e cogni¢do”, pois parecem
predizer o prejuizo cognitivo nesses pacientes. (Braff; Geyer; Swerdlow, 2001; van den Buuse,
2010 ; Geyer, 2006)

No comportamento de Inibi¢do Pré- Pulso entre as fémeas tratadas com salina e fémeas
tratadas com Poly I:C I: C. As fémeas Poly I:C apresentaram uma significancia menor no PP70
em comparagdo com as fémeas salina.

Em concordancia com os resultados de Monte (2017), o desafio imune neonatal com

Poly I:C (I:C), combinado ou ndo com estresse na adolescéncia, provocou alteracdes
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comportamentais em animais machos e fémeasmachos e fémeas quando expostos apenas ao
primeiro desafio com Poly I:C (I:C) apresentaram déficits de inibicdo pré-pulso (fémeas com
maiores déficits que os machos). Essa comparacdo pode ser relevante para investigar os efeitos
do tratamento com Poly I:C na resposta sensorial e na modulagédo da inibicéo de pré-pulsos em
diferentes niveis de intensidade sonora. Esses dados fornecem insight sobre como os
tratamentos afetam a sensibilidade sensorial e a integracdo sensério motora em modelos

experimentais (Fortier; Luheshi; Boksa, 2007; Braff; Geyer; Swerdlow, 2001). Além disso,

- Influéncia do Sexo na Expressdo Génica (qQPCR) apos desafio imune com Poly I:C

GPER (G-protein coupled estrogen receptor) exerce efeitos neuroprotetores e influencia
funcgdes cognitivas e comportamentais mediadas pelo estrogénio. Estudos com modelos animais
sugerem que a ativagdo de GPER pode beneficiar a fungéo cognitiva e 0 comportamento, o que
pode ser relevante para a esquizofrenia, caracterizada por déficits cognitivos e sintomas
comportamentais. Este receptor é expresso em diversas regibes do cérebro, incluindo o
hipocampo e o cortex pré-frontal, frequentemente afetados na esquizofrenia e pode
desempenhar um papel em transtornos como a ansiedade (Zheng et al., 2020) e a depresséo
(Wang et al., 2021) (Prossnitz; Barton, 2023). Em um estudo anterior conduzido por nosso
grupo, observamos que animais adultos expostas a0 modelo de esquizofrenia em dois hits (
exposicdo neonatal e estresse peripuberal) apresentaram diminuicdo da expressdo de Gper no
hipocampo, com uma reducgéo particularmente marcante em animais machos (Monte et al.,
2020; Waters et al., 2015). No entanto, polimorfismos no GPER associados a esquizofrenia
ainda ndo foram identificados (Macédo et al., 2020).

No presente estudo, os resultados mostraram que a expressao do receptor GPER nao foi
significativamente influenciado pelo sexo dos animais ou pelo tratamento com Poly I:C, sem
evidéncias de alteracGes na expressdo. Esses achados estdo em concordancia com Prossnitz;
Barton (2011), que também ndo observaram diferengas significativas na expresséo do receptor
GPER entre os animais machos e fémeas, porém, em discordancia com estudos realizados por
Monte (2020). Uma possivel explicacdo para essa divergéncia pode estar no tipo de insulto
inflamatorio utilizado, ja que o Poly I:C desencadeia uma resposta imune viral simulada, enquanto
0 modelo de dois hits envolvendo ativacdo do sistema imune N-acetilcisteina na fase neonatal,

seguido de um segundo desafio composto por eventos estressores na peripuberdade.
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O aumento na expressdo génica de NF-kB entre machos e fémeas apds exposi¢do ao
Poly I:C sugere que ha diferencas bioldgicas na resposta imunoldgica e neurobioldgica entre os
sexos. Essa variacdo pode indicar que hormonios sexuais influenciam a regulacdo de NF-kB,
afetando a forma como cada sexo responde a estressores imunoldgicos. Isso pode ter
implicacbes importantes para entender como os machos e fémeas reagem a infec¢des ou
inflamacGes.

A Poly I:C (I:C) induz um modelo de esquizofrenia por meio da neuroinflamacao,
ligando-se aos receptores Toll-Like 3 em células de defesa, como a microglia. Isso ativa o fator
de transcricdo NF-kB, que promove a transcricdo de genes codificadores de mediadores pro-
inflamatorios, incluindo IL1, IL6, TNFa, IFN-a, NO, quimiocinas e proteinas do complemento
(Harvey; Boksa, 2012).

Segundo Abbas, Lichtman e Pillai (2019), o RELA ou NF-xB ¢ um fator de transcri¢do
chave encontrado em células de mamiferos, desempenhando um papel central na regulagédo de
genes envolvidos em processos inflamatérios, imunoldgicos, de crescimento celular e de
sobrevivéncia. NF-kB também ¢ responsavel por regular as moléculas de adesdo celular, as
enzimas pro-inflamatérias (COX-2, iNOS) e é importante na resposta imune adaptativa e inata,
controlando a diferenciacdo de linfocitos, a ativacdo de células fagociticas e a producdo de
mediadores imunoldgicos. Além disso, é responsavel por regular genes envolvidos na
proliferacdo celular, sobrevivéncia e apoptose, promovendo a sobrevivéncia celular em
condicdes de estresse.

A relacdo entre NF-kB e esquizofrenia tem sido explorada devido ao papel central deste
fator de transcricdo na regulacdo da resposta inflamatoria. Estudos indicam que pacientes com
esquizofrenia frequentemente apresentam sinais de inflamacéo cerebral correlacionados com a
ativacdo de NF-kB. Esse fenomeno pode contribuir para os sintomas neurocomportamentais e
cognitivos da doenga, sugerindo que a modulacdo de NF-kB poderia representar uma via
terapéutica potencial para mitigar a inflamag&o neuroinflamatoria associada a esquizofrenia
(Murphy; Walker; Weickecom, 2021; Long et al., 2022).

Outro fator que desempenha um papel crucial na neurobiologia é o fator de transcricéo
CREB (cCAMP Response Element-Binding Protein). Estudos em modelos animais
demonstraram que déficits significativos em tarefas de aprendizagem e memoria estdo
associados a disfuncdo do CREB. Esse fator de transcricdo nuclear modula a neuroplasticidade,
regulando positiva ou negativamente a expressdo de dezenas de genes (Avgan et al., 2017). A
literatura mostra que a interrupcdo da expressdo da isoforma do gene CREB pode causar

degeneracao neuronal no corpo estriado e no hipocampo (Kutlu; Kose; Akillioglu, 2023). Isso
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pode resultar em doencgas neurodegenerativas e psiquiatricas, como a esquizofrenia (Fang et al.,
2017; Calsolaro; Edison, 2015).

Em nossos resultados observamos um aumento de expressao do gene IGF1 dos animais
controles quando comparados ao desafiados com Poly I:C em ambos 0s sexos. Esses resultados
tém implicagcbes importantes para a compreensdo das diferencas sexuais na resposta ao
tratamento imunoldégico no desafio imune, que podem contribuir para a patogénese da
esquizofrenia.

O gene IGF1 (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 1) desempenha um papel crucial
no desenvolvimento neural e na plasticidade sinaptica, promovendo a sobrevivéncia, o crescimento
e a diferenciacdo dos neurdnios. Em pacientes com esquizofrenia, anomalias no desenvolvimento
cerebral e déficits na plasticidade sinéptica sdo frequentemente observados, e a disfuncéo do IGF1
pode contribuir para esses problemas, afetando negativamente o desenvolvimento e a conectividade
neuronal protegendo os neurdnios contra danos e promovendo a sobrevivéncia celular (Pejcic et al.,
2023).

A esquizofrenia tem sido associada a aumento da neurodegeneracdo e perda neuronal em
determinadas areas do cérebro. Niveis inadequados de IGF1 podem comprometer a capacidade de
protecdo e reparo neuronal, exacerbando os danos associados a esquizofrenia (Weissleder et al.,
2021). IGF1 também esté envolvido na regulacéo de processos cognitivos, incluindo aprendizado e
memoria.

Com relagéo a expressao hipocampal do receptor TCF4, nossos resultados apresentaram
aumento de expressdo do gene entre os fatores sexo e tratamento. Segundo Jung et al., 2018 o
gene é amplamente expresso em estruturas corticais e subcorticais no desenvolvimento e na
idade adulta, com expressdo proeminente no cortex, hipocampo e em um subconjunto de
nucleos hipotalamicos e amigdaldides, corroborando os nossos resultados (Jung et al., 2018).

O gene do TCF4 (Fator de Transcricdo 4)codifica uma proteina importante no
desenvolvimento inicial do cérebro e desempenha um papel importante na maturacdo de células
progenitoras neuronais e, neurogénese e migracdo neuronal (QUEDNOW; BRZOZKA;
ROSSNER, 2014). Pesquisas sugerem que o TCF4 influencia a capacidade de processamento
cerebral, sendo um fator de risco para o desenvolvimento da esquizofrenia. A extensdo dos
déficits cognitivos sugere que a dosagem de TCF4 é critica para o desenvolvimento de varias
regides cerebrais, embora ainda ndo se saiba exatamente quais populacfes neurais se
desenvolvem de forma dependente de TCF4 (SARKAR et al., 2021). A auséncia de TCF4 pode

resultar em um fendétipo comportamental semelhante da esquizofrenia em humanos, com
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déficits cognitivos, alteracbes no comportamento social e anormalidades motoras (Kim et al.,
2020).

Desta forma, observamos que Vvarios genes associados a mielina e aos oligodendrocitos
demonstraram estar alterados ndo apenas na esquizofrenia, mas também no transtorno
depressivo maior e no tecido cerebral post-mortem de pacientes com transtorno bipolar.
Conforme revisados por (Sokolov, 2007), essas alteragdes apontam para possiveis mecanismos
comuns envolvidos em transtornos psiquiatricos ou condutores comuns de expressdo que
podem confundir estudos de transtornos psiquiatricos (Sequeira; Martin; Vawter, 2012;
Chavarria-Siles et al., 2016; Valdés-Tovar et al., 2022). No entanto, é importante destacar que,
na esquizofrenia, essas alteracfes genéticas podem desempenhar um papel particularmente
significativo, contribuindo para os déficits cognitivos e comportamentais caracteristicos desse
transtorno. Assim, a compreensdo dos mecanismos especificos pelos quais esses genes
influenciam a esquizofrenia pode fornecer insights valiosos para o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas.
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9 CONCLUSAO

Camundongos Balb/C machos e fémeas submetidos ao desafio neonatal com Poly I:C
apresentam diferentes resultados comportamentais e neuroquimicos em resposta ao modelo de
neurodesenvolvimento. Esses achados podem estar associados as variagdes nos niveis
hormonais de estrogénio entre os sexos, fornecendo evidéncias adicionais sobre a influéncia do
sexo na esquizofrenia. Os resultados indicam uma forte interagdo entre o desafio imune e o

desenvolvimento de alteragdes comportamentais semelhantes a esquizofrenia na idade adulta.
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