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RESUMO 

A esquizofrenia é um transtorno mental grave que afeta mais de 21 milhões de pessoas em 

todo o mundo e que cursa com um conjunto de sintomas agrupados em positivos, negativos e 

cognitivos. Evidências mostram que essa patologia envolve alterações nos circuitos cerebrais 

que podem estar relacionadas a dois momentos críticos de poda sináptica (período perinatal e 

adolescência – hipotese neurodesenvolvimental). O modelo dos dois desafios adotado no 

presente estudo replica a hipotese neurodesenvolvimental através da infecção perinatal com 

Poly I:C (PIC), um análogo de RNA sintético de fita dupla que mimetiza uma infecção viral 

estimulando uma resposta via citocinas, combinado ao estresse imprevisível na adolescência. 

No geral a incidência da esquizofrenia é maior no sexo masculino do que no feminino, com 

uma razão de 1,4:1 (homem:mulher), sugere-se que tal fato ocorra pelo possível efeito 

neuroprotetor causado pelo estrógeno o que embasa a “hipótese do estrógeno”. Além da 

diferença de sintomas apresentados entre homens e mulheres pode-se observar também 

diferença no curso da doença e da fase do ciclo estral nas fêmeas, assim como no tratamento 

farmacológico. Com isso, utilizando o modelo de dois desafios em camundongos o presente 

estudo teve como objetivo investigar a influência do sexo nas alterações comportamentais 

(através dos testes de Inibição pré-pulso, labirinto em Y e interação social), bem como avaliar 

a expressão de proteínas relacionadas a esquizofrenia no hipocampo, corpo estriado e cortéx 

pré-frontal (parvalbumina, α7-nAChR, NR2B-fosforilado e DRD2), assim como determinar 

alterações de vias metabólicas (Via das quinurenias) e expressão de enzimas relacionadas à 

sinalização do estrogênio (GPER, ERα, ERβ, TSPO e Aromatase). O modelo induziu 

sintomas tipo positivos, cognitivos e negativos nos animais machos e fêmeas em diestro e os 

machos apresentaram um maior déficit de sintomas negativo. Nos animais machos foi 

observado também elevação da expressão de DRD2 (estriado) e NR2B-fosforilado (CPF) nos 

animais desafiados apenas na adolescência. Nas fêmeas em diestro houve diminuição de 

parvalbumina (estriado) e α7-nAChR (CPF) nos animais expostos aos dois desafios (PIC + 

(E)) e nas fêmeas proestro aumento dessas mesmas proteínas quando expostas apenas ao 

estresse na adolescência. Nos machos que sofreram dois desafios também observamos 

aumento da expressão de KYNU, KAT e ACMSD com diminuição de triptofano e aumento 

de ácido quinolínico. Nas fêmeas em diestro também expostas aos dois desafios foi observado 

aumento apenas de KYNU e KAT, sem alterações significativas nas fêmeas em proestro. Os 

machos expostos aos dois desafios tiveram ainda diminuição de GPER, ERα, ERβ, TSPO e 

aromatase. As fêmeas em proestro expostas aos dois desafios tiveram aumento de GPER, 

TSPO e aromatase, sem alterações significativas nas fêmeas em diestro. Nossos resultados 

apontam para um possível efeito neuroprotetor do estrógeno, tendo em vista que as fêmeas em 

proestro não apresentaram sintomas tipo esquizofrenia causados pelo modelo. 

 

 

Palavras-chave: Esquizofrenia; Estrogênio; Triptofano; Modelo Animal; Transtornos do 

Neurodesenvolvimento  
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ABSTRACT 

 

Schizophrenia is a serious mental disorder that affects more than 21 million people worldwide 

and is associated with a set of symptoms grouped into positive, negative and cognitive. 

Evidence shows that this pathology involves changes in brain circuits that may be related to 

two critical moments of synaptic pruning (perinatal period and adolescence - 

neurodevelopmental hypothesis). The two-hit model adopted in the present study simulates 

this situation through perinatal infection with Poly I: C (PIC), a synthetic double-stranded 

RNA analog that mimics a viral infection stimulating a response via cytokines, combined to 

unpredictable stress in adolescence. The incidence of schizophrenia is generally higher in 

males than in females, with a ratio of 1.4:1 (male: female). This fact occurs due to the 

potential neuroprotective effect caused by estrogen, which supports the “estrogen hypothesis”. 
Besides the difference in symptoms between men and women, variations can be observed in 

the course of the disease and in the phase of the estrous cycle in females, as well as in the 

pharmacological treatment. Thus, using the two-hits model in mice, the present study aimed 

to investigate the influence of sex on behavioral changes (through the pre-pulse inhibition, Y 

maze and social interaction tests), as well as to evaluate the expression of related proteins 

schizophrenia in the hippocampus, striatum and prefrontal cortex (parvalbumin, α7-nAChR, 

phospho-NR2B and DRD2), as well as determining changes in metabolic pathways 

(kynurenine pathway) and expression of enzymes related to estrogen signaling (GPER, ERα, 

ERβ, TSPO and Aromatase). The model induced positive, cognitive, and negative symptoms 

in male and female animals in diestrus. Furthermore, males showed a higher deficit of 

negative symptoms. In male animals an increase in the expression of DRD2 (striatum) and 

NR2B (PFC) in animals challenged only in adolescence was also observed. In diestrus 

females it was observed a decrease in parvalbumin (striatum) and α7-nAChR (PFC) in 

animals exposed to both challenges (PIC + (S)), and in proestrus females it was noted an 

increase in these both proteins when they were exposed only to stress in adolescence. The 

males exposed to both challenges also presented an increase in the expression of KYNU, 

KAT and ACMSD with a decrease in tryptophan and an increase in quinolinic acid were also 

observed. In diestro females, also exposed to both challenges, an increase in KYNU and KAT 

was noticed with no significant changes in proestrus females. Males exposed to both 

challenges also had a decrease in GPER, ERα, ERβ, TSPO and aromatase. Proestrus females 

exposed to both challenges had an increase in GPER, TSPO and aromatase without significant 

changes in diestrus females. Our results lead to a possible neuroprotective effect of estrogen, 

considering that females in proestrus did not show schizophrenia-like symptoms caused by 

the model. 

 

 

 

Keywords: Schizophrenia; Estrogens; Tryptophan; Models Animal; Neurodevelopmental 

Disorders 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A esquizofrenia é um transtorno mental grave com manifestações complexas e 

manifestada pela expressão de uma ampla variedade de sintomas e que afeta mais de 20 

milhões de pessoas em todo o mundo. A taxa de incidência média no mundo é de 15,2 por 

100.000 habitantes. No geral a incidência é maior no sexo masculino do que no feminino, 

com uma razão de 1,4 entre si. 

A teoria neurodesenvolvimental da esquizofrenia propõe que anormalidades no 

desenvolvimento neuropsicomotor precoce é uma possível causa da doença. Sabe-se que 

durante o período pré-natal o feto está altamente sensível aos efeitos nocivos induzidos por 

insultos ambientais. Perturbações induzidas por infecções na gestante durante esse período 

podem levar a alterações fisiopatológicas no ambiente fetal e afetar negativamente o curso 

normal do desenvolvimento inicial do cérebro da prole. Isso pode ter consequências a longo 

prazo para o surgimento de disfunções cerebrais pós-natal devido a lesões cerebrais relevantes 

ou processos patológicos que ocorram durante o desenvolvimento inicial do cérebro. 

A esquizofrenia é rara durante a infância e os sintomas surgem durante a adolescência e 

início da idade adulta. Estudos com animais usando o modelo conhecido como dois desafios 

(ativação imune pré-natal e o estresse pré-puberal) têm demonstrado que a associação desses 

fatores tem efeitos sinérgicos no desenvolvimento de anomalias comportamentais. O estresse 

é uma resposta individual do organismo a excessivas exigências físicas, emocionais ou 

intelectuais. O corpo está preparado para lidar com o estresse de curto prazo, mas o estresse 

prolongado pode prejudicar consideravelmente a saúde mental. Com isso o interesse da 

comunidade científica sobre as possíveis contribuições das infecções na vida pré-natal 

associadas ao estresse na adolescência tem aumentado. 

Outro tópico relevante é a estreita relação entre hormônios sexuais, como o estrogênio, 

no funcionamento do sistema nervoso central (SNC) e saúde mental. Evidências sugerem que 

haja uma “hipótese de proteção do estrogênio”. A hipótese sugere que o estrogênio ajuda a 

proteger as mulheres de desenvolver doenças mentais graves precocemente, quando 

comparadas aos homens. Além disso, o declínio do estrogênio advindo com a menopausa 

pode levar a uma recaída ou início tardio da esquizofrenia em mulheres predispostas. 

Por razões éticas e técnicas a investigação epidemiológica humana não consegue 

estabelecer causalidade direta para a associação entre as infecções e a esquizofrenia e muitas 

vezes é limitada em sua incapacidade de desvendar os mecanismos celulares e moleculares 
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que afetam o desenvolvimento normal do cérebro, no entanto, a pesquisa experimental em 

animais oferece uma oportunidade para superar essas limitações, inlcusive com o uso do ácido 

poliriboinosinico:poliribocitidilico (Poly I:C), um análogo de RNA viral. 

Com isso, usando um modelo animal robusto, o estudo busca contribuir no 

entendimento da fisiopatologia da esquizofrenia e a influência do sexo no curso da doença. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aspectos gerais 

A esquizofrenia é considerada um dos mais graves transtornos psiquiátricos. Em todo o 

mundo, a esquizofrenia está associada a uma deficiência grave e que. pode afetar o 

desempenho educacional e ocupacional. Pessoas com esquizofrenia têm 2-3 vezes mais 

chances de morrer mais cedo do que a população em geral. Isso geralmente ocorre devido a 

doenças evitáveis, como doenças cardiovasculares, metabólicas e infecções. Tais problemas 

são tão relevantes nos países pobres quanto nos países ricos e está entre as cinco principais 

causas de incapacidade por problemas metais no mundo (depressão maior, esquizofrenia, 

transtornos bipolares, uso de álcool e transtornos obsessivos compulsivos) (WHO, 2020). 

Na sua forma mais comum, a esquizofrenia apresenta-se com delírios paranóicos e 

alucinações auditivas, com aparecimento frequente em adultos jovens (entre 18 e 25 anos, 

quando o córtex pré-frontal ainda está em desenvolvimento) e com curso crônico. Trata-se de 

uma sindrome cujo conjunto de sinais e sintomas são agrupados em positivos, negativos e 

cognitivos. São considerados sintomas positivos ou psicóticos as alucinações, os delírios, as 

paranoias, a desorganização do pensamento e do comportamento e as anormalidades 

psicomotoras. Os sintomas negativos incluem anedonia, avolição, ausência de 

comportamentos sociais, alogia e pobreza de pensamento. A cognição é um termo amplo que 

abrange vários domínios. Para executar tarefas envolvidas na vida diária é necessário todos ou 

uma combinação de determinados domínios. Sendo assim os déficits cognitivos envolvem a 

redução da memoria de trabalho e a incapacidade de manter a atenção. Tais disturbios 

cognitivos são responsáveis por grande parte da morbidade a longo prazo e pelos maus 

resultados funcionais (INSEL, 2010). 

A recuperação total (compreendida como a apresentação mínima de sintomas da doença 

em um período de pelo menos seis meses) ocorre apenas em menos de 14% dos pacientes nos 

cinco anos iniciais após o primeiro episódio psicótico. Os resultados a longo prazo podem ser 

levemente melhores: um grande estudo internacional de acompanhamento de 25 anos relatou 

apenas 16% com recuperação na fase tardia (HARRISON et. al., 2001). Já na Europa, menos 

de 20% das pessoas com esquizofrenia estão empregadas (MARWAHA et. al., 2007).  

Em um relatório americano pôde-se observar que aqueles com doenças mentais graves 

eram três vezes mais propensos a serem encontrados no sistema de justiça criminal do que nos 

hospitais. Além disso, a ressocialização do paciente é dificultada pela incapacidade causada 
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pela esquizofrenia nos déficits cognitivos, como problemas de atenção e memória de trabalho, 

para os quais os medicamentos não conseguem melhora com êxito (FOLSOM et. al., 2005). 

A Organização Mundial da Saúde estimou que os custos diretos da esquizofrenia nos 

países ocidentais variam de 1,6% a 2,6% do total das despesas com saúde. Esse montante 

representa entre 7% e 12% do produto nacional bruto (PNB) desses países (CHONG, 2016). 

Nos EUA a carga econômica da esquizofrenia é superior a US$ 60 bilhões por ano 

(MARCUS E OLFSON, 2008). 

Para diagnosticar a esquizofrenia no DSM-5 (manual desenvolvido pela Associação 

Americana de Psiquiatria que auxilia os profissionais de saúde mental a diagnosticar os 

transtornos mentais), pelo menos 2 dos 5 sintomas característicos são obrigatórios (delírios, 

alucinações, fala desorganizada, comportamento desorganizado/catatônico ou sintomas 

negativos), e esses sintomas devem persistir por no mínimo 1 mês., além disso, um deles deve 

ser delírios, alucinações ou discurso desorganizado. Os sinais da perturbação devem estar 

presentes por 6 meses (BIEDERMANN & FLEISCHHACKER, 2016). 

Embora o tratamento farmacológico tenha melhorado o curso da psicose, as pesquisas 

voltadas para a doença renderam pouco progresso no entendimento da fisiopatologia da 

esquizofrenia, que pode ser compreendida como um transtorno heterogêneo com variações no 

seu mecanismo patológico. Várias hipóteses já foram propostas para sua patogênese, e as 

evidências na literatura mostram o envolvimento da desregulação de diversos mecanismos na 

fisiopatologia dessa afecção (INSEL, 2010). 

 

2.2 Fisiopatologia 

Desde a descoberta do primeiro fármaco antipsicótico, a clorpromazina, no início dos 

anos 50, todos os fármacos antipsicóticos eficazes compartilhavamm a propriedade comum do 

antagonismo do receptor D2 da dopamina. No entanto, com a observação de que nem todos os 

sintomas regrediam com o uso de fármacos voltados para esse neurotransmissor passou-se 

integrar a ideia de que outros sistemas poderiam estar envolvidos na fisiopatologia central da 

doença (STONE E PILOWSKY, 2007).  

A partir de então o glutamato (GOFF E COYLE, 2001), a serotonina (AGHAJANIAN 

E MAREK, 2000), a acetilcolina (RAEDLER et al, 2007), o GABA (BENES, 2015) e até 

mesmo a inflamação e o estresse oxidatido (FEIGENSON, KUSNECOV E SILVERSTEIN, 

2014) ganharam destaque no estudo da fisiopatologia da esquizofrenia.  
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Em resumo, a fisiopatologia central da doença envolve anomalias nos sistemas de 

neurotransmissores que se manifesta como disfunção cognitiva, comportamental e social por 

meio de alterações no funcionamento de uma ampla gama de macro e microcircuitos (YANG 

E TSAI, 2017). Fatores de risco ambientais, genéticos e de vida precoce e suas interações 

podem contribuir para essas anormalidades. Infelizmente, nenhum dos sistemas únicos de 

neurotransmissores poderia explicar o quadro completo da heterogeneidade dos sintomas da 

esquizofrenia. (MEXAL et. al., 2010). 

 

2.3 Hipótese dopaminérgica 

A hipótese dopaminérgica afirma que a desregulação do sistema dopaminérgico está 

na base etiológica da esquizofrenia e está entre as teorias biológicas mais duradouras da 

psiquiatria. A primeira versão da hipótese da dopamina poderia ser considerada como a 

hipótese do receptor de dopamina. Surgiu com a descoberta de Carlsson e Lindqvit, em 1963, 

mostrando que os antipsicóticos agiam pelo bloqueio de receptores monoaminérgicos. Outras 

evidências foram obsevadas mostrando a eficácia antipsicótica de drogas que bloquearam o 

receptor da dopamina D2. Além disso foram observados efeitos indutores de psicose de 

drogas liberadoras de dopamina, como anfetamina. O foco da época era o excesso de 

transmissão da dopamina e bloqueio desses receptores para tratar a psicose, passando a ser 

considerada um 'distúrbio da dopamina' (HOWES E KAPUR, 2009; INSEL, 2010).  

Para melhor entendimento é importante observar que as quatro principais vias 

dopaminérgicas são: (a) A via nigroestriatal, com os corpos celulares da substância negra para 

os núcleos da base, especificamente para a porção dorsal do estriado; (b) A via mesolímbica, 

com fibras que se projetam da área tegmentar ventral (ATV) para o estriado ventral, o que 

inclui o núcleo accumbens, o núcleo caudado e estruturas do sistema límbico como o 

hipocampo e a amígdala (envolvida nos sintomas positivos na esquizofrenia); (c) a via 

mesocortical que tem projeções da ATV para o córtex pré frontal (relacionada com os 

sintomas cognitivos e negativos na esquizofrenia); e (d) a via tuberoinfundibular, cujas fibras 

nervosas se projetam do hipotálamo para a hipófise anterior (STAHL, 2013) (Figura 1) 
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Figura 1: Vias dopaminérgicas na esquizofrenia. a) via nigroestriatal. b) via mesolímbica. c) via mesocortical. 

d) via tuberoinfundibular. ATV: área tegmentar ventral. CPF DL: córtex pré-frontal dorso-lateral. CPF VM: 

córtex pré-frontal ventro-medial. Adaptado de Stahl, 2013. 

 

Com isso, o desenvolvimento de medicamentos antipsicóticos aprimorados foi 

concentrado na busca de bloqueadores de dopamina com base no conceito de que a 

esquizofrenia é, em parte, um estado hiperdopaminérgico. Mais adiante, os estudos de 

imagem apoiaram a associação do aumento da transmissão mesolímbica da dopamina com os 

sintomas positivos da esquizofrenia, apresentando a limitação de que esse achado não é 

patognomônico devido à heterogeneidade neuroquímica das populações de pacientes com 

esquizofrenia. Adicionalmente a isso passou-se a obervar que os pacientes com esquizofrênia 

em uso de antipsicóticos com ação no sistema dopaminérginco naõ tinham efeitos 

satisfatórios sobre os sintomas negativos e cognitivos, pois na esquizofrenia há também uma 

hipoatividade dopaminérgica na via mesocortical, responsável pelos sintomas negativos, 

afetivos e cognitivos (GRUNDER E CUMMING, 2016). 

Sendo assim, embora a hiperatividade na função dopaminérgica mesolímbica 

contribua substancialmente para a manifestação dos sintomas positivos, a disfunção da 

dopamina e seu tratamento não são suficientes para explicar a psicopatologia da esquizofrenia 

e seus resultados. (YOTO E COYLE, 2019). A hipótese original da dopamina deve ser 
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estendida para incluir contribuições de outros sistemas de neurotransmissores na 

fisiopatologia da esquizofrenia sendo a disfunção dopaminérgica proposta como uma via final 

comum que leva à psicose na esquizofrenia (HOWES E KAPUR, 2009; KAPUR, 2009; 

YANG E TSAI, 2017). 

 

2.4 Hipótese glutamatérgica 

O glutamato é um dos neurotransmissores excitatórios e o neurotransmissor mais 

abundante no cérebro. O glutamato é mediado pelos receptores N-metil-d-aspartato 

(NMDARs) e suas vias se ligam ao córtex, ao sistema límbico e às regiões do tálamo, que 

estão implicadas na esquizofrenia. Tendo como foco os sintomas cognitivos foi proposta uma 

hipótese envolvendo o distúrbio de glutamato (YOTO E COYLE, 2019).  

A teoria é que a esquizofrenia, particularmente os sintomas do disturbio cognitivo, 

pode resultar da baixa atividade do receptor NMDA nos interneurônios inibitórios do GABA 

no córtex pré-frontal. Alguns estudos relataram concentrações reduzidas de glutamato no 

líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com esquizofrenia, além disso, pacientes que 

abusam de antagonistas da NMDAR, como fenciclidina ou cetamina, freqüentemente 

apresentam sintomas psicóticos. A partir daí foi proposto que a diminuição da atividade 

glutamatérgica pode ser um fator etiológico no distúrbio (GOFF E COYLE, 2001). 

Estudos de cunho genético complementaram as evidências existentes que implicavam 

anormalidades na neurotransmissão mediada pelo receptor NMDA na fisiopatologia da 

esquizofrenia. Em adição a isso, um estudo em animais usando ligantes farmacológicos 

seletivos ou manipulação transgênica de subunidades dos receptores NMDA também indica 

um papel para os receptores NMDA em um amplo espectro de comportamentos relevantes 

para a esquizofrenia (MOGHADDAM, 2003). 

O mecanismo da doença em si pode envolver disfunção do receptor NMDA que 

podem ser modelados pelo bloqueio dos receptores. Uma conseqüência típica do bloqueio de 

receptores NMDA é a liberação excessiva de glutamato e acetilcolina no córtex cerebral. Foi 

proposto que essa liberação excessiva de transmissores excitatórios e conseqüente 

superestimulação de neurônios pós-sinápticos possa explicar os distúrbios cognitivos e 

comportamentais associados ao estado de hipofunção dos receptores de glutamato (YANG E 

TSAI, 2017). 

Sabe-se que os receptores NMDA são compostos por um conjunto heterométrico de 

subunidades, sendo que pelo menos a subunidade NR1  é obrigatória neste conjunto e 
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combinada com diferentes arranjos da subunidade NR2 e/ou NR3. O domínio N-terminal 

extracelular das subunidades NR2 contém um sítio de ligação para o glutamato, o ativador 

primário do receptor NMDA. O NR2B é espacialmente predominante no córtex, estriado e 

hipocampo (WENZEL et al., 1997; GEDDES, 2015). A literatura aponta que a ativação de 

NMDA contendo a subunidade NR2B desativa vias de sobrevivência celular e modula 

negativamente a neurogênese, levando à morte neuronal (HU et al., 2008). 

 

2.5 Hipótese Colinérgica 

A neurotransmissão colinérgica desempenha um papel importante na cognição e no 

processamento sensorial. Há evidências de que existe uma potencial modulação de neurônios 

dopaminérgicos e glutamatérgicos por receptores muscarínicos colinérgicos, com isso ganha 

força a hipótese desse sistema desempenhar um papel importante nos déficits cognitivos 

associados à esquizofrenia (D'SOUZA E MARKOU, 2011). 

Vários evidências apontam o envolvimento desse sistema na fisiopatologia da 

esquizofrenia. A análise cerebral post-mortem de pacientes com história de esquizofrenia 

relatou níveis elevados de colina acetil-transferase, uma enzima envolvida na síntese de 

acetilcolina, em várias áreas do cérebro como hipocampo em comparação com os controles 

(MCGEER E MCGEER, 1977; BREESE et al, 2000). Em contraste, foram relatados níveis 

reduzidos da colina acetil-transferase no núcleo accumbens e ponte em pacientes com 

esquizofrenia (KARSON et. al., 1993). 

Outro estudo post-mortem mostrou que esses indivíduos apresentam reduções 

significativas nos receptores nicotínicos α7 da acetilcolina (nAChRs) em várias áreas do 

cérebro. A diminuição da função mediada por α7 pode não apenas estar ligada à 

esquizofrenia, mas também ao aumento do consumo de tabaco (BRUNZELL E McINTOSH, 

2012). E estudos genéticos identificaram polimorfismos ligados ao gene do receptor 

nicotínico α7 de acetilcolina com diagnóstico de esquizofrenia (MEXAL et. al., 2010).  

Outra observação clínica foi a de que pacientes esquizofrênicos que fazem uso de 

tabaco (nicotina) teriam efeitos pró-cognitivos, com melhora da cognição, melhora dos 

déficits sensoriais e alívio dos efeitos colaterais da terapêutica neuroléptica. A nicotina, um 

dos principais ingredientes psicoativos do tabaco, se liga aos receptores de canais iônicos que 

são ativados endogenamente pelo neurotransmissor acetilcolina (ACh) (D'SOUZA E 

MARKOU, 2011). 
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Vale ressaltar que na população afetada pela esquizofrenia é encontrada uma alta taxa 

de fumantes, apresentam sintomas mais graves de abstinência ao parar de fumar, apresentam 

taxas mais baixas de abstinência do que indivíduos saudáveis e sofrem de morbidade 

relacionada ao fumo e mortalidade prematura em comparação com a população em geral. 

Outra hipótese igualmente plausível é que esses indivíduos têm uma vulnerabilidade 

compartilhada para esquizofrenia e dependência do tabaco. Sendo assim, o processo inibitório 

mediado por receptores colinérgicos nicotínicos pode representar um potencial alvo de 

tratamento na esquizofrenia (BRUNZELL E McINTOSH, 2012).  

 

2.6 Fatores genéticos 

Uma análise importante que não poderia passar em branco seria o fator genético 

envolvido na esquizofrenia. Devido à alta herdabilidade da esquizofrenia, tem ocorrido muitos 

esforços para descobrir os fatores genéticos causadores e os estudos de genes candidatos têm 

sido uma abordagem importante. Os primeiros estudos sobre genes candidatos avaliaram 

dezenas de marcadores genéticos em centenas de indivíduos (ALLEN et. al., 2008; FARREL 

et. al., 2015). 

Embora na "era genômica" essa associação fosse inevitável, ela também foi 

pressagiada por uma geração de estudos com gêmeos e famílias demonstrando alta 

herdabilidade. Se um dos pais sofre dessa condição a probabilidade de que ela seja passada 

para os descendentes é de 13%. Se estiver presente em ambos os pais a chance é superior a 

20%. Se a esquizofrenia se desenvolver em um gêmeo monozigótico, há mais de 50% de 

chance de o outro também ser afetado (JANOUTOVA, 2016). No entanto, essa taxa nunca 

chega a 100% que seria o esperado de um distúrbio mendeliano. Foram indicados pelo menos 

43 genes candidatos, mas os tamanhos de efeitos individuais são consistentemente modestos, 

especialmente em relação à evidência de alta herdabilidade (INSEL, 2010). 

Estudos de associação em todo o genoma identificaram mais de cem polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs) associados ao risco de esquizofrenia (YANG E TSAI, 2017). Certos 

genes já foram os alvos de medicamentos para a esquizofrenia, como o gene que codifica a 

serina racemase (SRR), que sintetiza D-serina (uma molécula que atua na sinalização 

neuronal ativando os receptores NMDA no cérebro), e foi observado um resultado benefico 

com o uso de antipsicóticos (MOGHADDA E JAVITT, 2012). 

Outros genes como DISC1, NOS1, NOS1AP, GRM, Pdxdc1 ou ZNF804A, foram 

implicados no alvo de tratamento para a esquizofrenia em estudos pré-clínicos (YANG E 
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TSAI, 2017). Evidências também mostram que os genes envolvidos na migração celular, 

proliferação celular, crescimento axonal, mielinização, sinaptogênese e apoptose são afetados 

em indivíduos com esquizofrenia, apontando insultos no desenvolvimento neurológico 

(FATEMI E FOLSON, 2009). 

Contudo, os próprios genes não são suficientes para induzir esquizofrenia; eles 

também interagem com o meio ambiente, como: complicações da gravidez materna, infecção 

materna pré-natal, abuso na infância, ambiente urbano, uso de maconha, eventos estressantes 

da vida etc. Isso significa que também é necessário estudar as interações gene-ambiente 

(HOSAK, 2013). 

 

2.7  O pródromo na esquizofrenia 

O estágio prodrômico é aquele que se estende desde o surgimento do primeiro sinal de 

doença até a manifestação do primeiro sintoma positivo totalmente desenvolvido. Acredita-se 

que os déficits neurobiológicos associados ao início da esquizofrenia podem ser mais ativos e 

prejudiciais nos estágios iniciais da doença, fato que chamou atenção da pesquisa e do 

trabalho clínico para os estágios iniciais ou prodrômicos desse distúrbio (MILLER et al, 

1999).  

A hipótese do neurodesenvolvimento é apoaida por estudos de coorte que mostraram 

sutís atrasos neuromotores, de fala, de interação social e menores notas nos testes 

educacionais de crianças que desenvolveram esquizofrênia quando adultos (JONES et. al., 

1994). 

Outra evidência foi observada em dados de um estudo longitudinal onde foram 

relatados leves sintomas psicóticos no início da adolescência e que previu um risco 

aumentado de psicose na idade adulta, também mostrou como as crianças destinadas a 

desenvolver psicoses esquizofrênicas gradualmente perdiam as capacidades cognitivas 

quando comparadas com crianças normais, tais perdas iam desde a infância até a adolescência 

(REICHENBERG et. al., 2010). 

Embora nos últimos anos a fase prodrômica tenha sido cada vez mais relacionada com 

a severidade do curso da doença, ainda são necessários maiores estudos para entender essa 

correlação. A detecção precoce de um pródromo ainda é difícil porque os sintomas clínicos 

devem ser interpretados no contexto de outros fatores de risco (MILLER et al, 1999). 
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2.8 Hipótese Neurodesenvolvimental 

De acordo com a hipótese do neurodesenvolvimento, a etiologia da esquizofrenia pode 

envolver processos patológicos causados por fatores genéticos e ambientais que começam 

antes que o cérebro se aproxime do seu estado anatômico adulto, o que ocorre na 

adolescência. Foi sugerido que essas anormalidades do neurodesenvolvimento desenvolvem-

se no útero a partir do segundo trimestre da gestação e que levaria à ativação de circuitos 

neurais patológicos durante a adolescência ou a idade adulta jovem (às vezes devido a estresse 

intenso), o que poderia levar ao surgimento de sintomas típicos da esquizofrenia (FATEMI E 

FOLSON, 2009). 

A idéia de que doenças mentais graves em adultos têm origem em alterações no 

desenvolvimento do sistema nervoso foi fortificada com o surgimento de várias evidências. 

No inicio, pensava-se que a hipotese neurodesenvolvimental baseava-se em genes com 

alterações que causavam riscos neurais precoces, mas depois passou-se a incluir ideias sobre 

alterações na poda sináptica na adolescência (OWEN et. al., 2011; MURRAY et. al., 2017).  

Alguns estudos relataram que complicações obstétricas estavam associados a 

anormalidades estruturais do cérebro em pacientes esquizofrênicos (STEFANIS et. al., 1999; 

MURRAY et. al., 2017), mostrando assim que insultos precoces à formação do cérebro 

podem resultar no desenvolvimento de circuitos neuronais se reorganizando até a idade 

adulta. Assim, a conectividade neural patológica em alguns adultos com esquizofrenia pode 

ser o resultado de múltiplos mecanismos compensatórios operados ao longo do 

desenvolvimento (REICHENBERG et. al., 2010). 

Estudos mostraram que o risco de esquizofrenia aumentou em 50% em indivíduos 

finlandeses cujas mães foram expostas à influenza A em 1957 durante o segundo trimestre da 

gravidez. Posteriormente, 9 dos 15 estudos realizados replicaram esses achados. Onde havia 

uma associação positiva entre exposição pré-natal à influenza e esquizofrenia (MACHON, 

MEDNICK E SCHULSINGER, 1983; MEDNICK, MACHON E HUTTUNEN, 1988, 

FATEMI, 2005). 

Em estudos sorologicos, foram comparados soros retirados de mulheres grávidas cujos 

filhos mais tarde desenvolveram esquizofrenia com um grupo controle de mulheres cujos 

filhos não desenvolveram o transtorno, sendo encontrado um aumento de sete vezes no risco 

de esquizofrenia entre os filhos de mulheres que foram expostas à gripe durante a gravidez 

(BROWN et. al. 2004; MANJUNATHA, 2011). 
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Esses estudos de associação mostraram que a exposição durante o 4º ao 7º mês de 

gestação oferece uma janela de oportunidade para o vírus influenza causar seus efeitos 

anormais no cérebro embrionário. Além disso, 3 em 5 estudos de coorte e caso-controle 

apóiam uma associação positiva entre esquizofrenia e exposição materna à influenza no pré-

natal (WRIGHT et. al., 1995). 

Infecções perinatais associadas com outros micro-organismos tambem já foram 

relatados na literatura, como o vírus da rubéola, Toxoplasma gondii e outros. Dados na 

literatura mostraram que havia um risco de 10 a 20 vezes maior de desenvolver esquizofrenia 

após exposição pré-natal à rubéola. A exposição pré-natal à gripe no primeiro trimestre 

aumentou as chances em 7 vezes, a presença de anticorpos maternos contra o Toxoplasma 

gondii leva a um risco 2,5 vezes maior (BROWN, 2006) 

Outra evidência surgiu com dados sugestivos de um possível papel para retrovírus na 

patogênese da esquizofrenia. Estudos identificaram sequências de nucleotídeos homólogas 

aos genes da polimerase retroviral no líquido cefalorraquidiano de 28,6% dos indivíduos com 

esquizofrenia no primeiro surto e em 5% dos indivíduos com esquizofrenia crônica. Por outro 

lado essas seqüências retrovirais não foram encontradas em indivíduos normais (KARLSSON 

et. al., 2001). 

Filhos de mães com níveis elevados de imunoglobulina G e imunoglobulina M, bem 

como anticorpos para o vírus herpes simplex tipo 2, durante a gravidez têm um risco 

aumentado de esquizofrenia. Citocinas como IL-1β, IL-6 e fator de necrose tumoral α (TNF-

α) são elevadas nas gestantes após infecção materna Todas essas citocinas são conhecidos por 

regular o desenvolvimento cerebral normal e têm sido implicados na corticogênese anormal 

(BUKA, 2001; YOON, 2003). 

Acredita-se que existam pelo menos dois mecanismos que podem ser responsáveis 

pela transmissão dos efeitos virais da mãe para o feto. (1) Por infecção viral direta: há relatos 

clínicos, bem como experimentais, mostrando que a infecção viral por influenza A de uma 

mãe grávida pode causar passagem transplacentária da carga viral para o feto (ARONSSON, 

2002), (2) ou através da indução da produção de citocinas: vários relatórios clínicos e 

experimentais mostram a capacidade da infecção pelo influenza humano em induzir a 

produção de citocinas sistêmicas pelo sistema imunológico materno, pela placenta ou mesmo 

pelo feto (YOON, 2003). 

Mais adiante passou-se a pensar na ideia de que o processo crítico pode ser uma poda 

sináptica anormal durante a adolescência. Essa evidência foi apoiada pelos achados em 
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trabalhos que mostraram que as variações em genes podem induzir poda sináptica excessiva e 

evidências de que a perda de volume cortical parece ocorrer à medida que a psicose começa a 

surgir na adolescência (CANNON et. al., 2015; SEKAR et. al., 2016). 

Um ponto de partida para o mapeamento da fisiopatologia da esquizofrenia pode 

começar com o crescente reconhecimento de que se trata de um distúrbio do 

neurodesenvolvimento, ou talvez uma coleção de distúrbios do neurodesenvolvimento que 

envolvem alterações nos circuitos cerebrais em momentos onde este desenvolvimento 

cerebral esteja vulnerável a insultos principalmente externos (INSEL 2010). 

Talvez a mudança mais fundamental da redefinição da esquizofrenia como um 

distúrbio do desenvolvimento neurológico seja a noção de trajetória da doença. Se o distúrbio 

começa na vida pré-natal ou perinatal, a psicose do final da adolescência não deve ser vista 

como o início, mas como um estágio tardio do distúrbio (SEKAR et. al., 2016). 

 

2.9 Modelo experimental de dois desafios  

O modelo experimental de dois desafios tenta se aproximar do que se postula na teoria 

neurodesenvolvimental da esquizofrenia. Este modelo é composto pelo primeiro “desafio”: 

insultos no desenvolvimento precoce, que podem levar à disfunção de redes neurais 

específicas que representam sinais e sintomas pré-mórbidos observados em indivíduos que 

mais tarde desenvolveriam esquizofrenia. E pelo segundo “desafio” que ocorre na 

adolescência quando a eliminação excessiva de sinapses e perda de plasticidade pode explicar 

o surgimento dos sintomas (GIOVANOLI et. al., 2013). 

Uma série de estudos relevantes em diferentes modelos animais para esquizofrenia 

mostram que a infecção materna por Poly I:C, um RNA sintético de fita dupla que mimetiza 

uma infecção viral que estimula uma resposta via citocinas, pode causar anormalidades na 

inibição do pré-pulso (IPP), ou após exposição materna ao lipopolissacarídeo (LPS) de 

endotoxina da parede celular de E. coli causam interrupção do bloqueio sensorimotor na 

prole. Esses modelos sugerem que a estimulação direta da produção de citocinas por infecções 

ou agentes imunogênicos causa perturbações em vários índices estruturais ou 

comportamentais do cérebro relevantes para a esquizofrenia (BORRELL et. al., 2002; 

GIOVANOLI et. al., 2013; MONTE et al. 2017). 

A ativação imunológica pré-natal e a exposição ao estresse durante a adolescência tem 

sido associada ao desenvolvimento de alterações de formação neuronal no cérebro com 

desenvolvimento de psicopatologias na fase adulta. Haja vista que os períodos vulneráveis 
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durante o desenvolvimento do sistema nervoso são sensíveis a insultos ambientais porque 

dependem do surgimento de processos críticos de desenvolvimento (isto é, proliferação, 

migração, diferenciação, sinaptogênese, mielinização e apoptose) (RICE E BARONE, 2000; 

DAVIS, 2016). 

Em geral, a sequência de eventos de desenvolvimento neuronal é comparável entre as 

espécies, embora as escalas de tempo sejam consideravelmente diferentes. Diferentes 

domínios comportamentais (por exemplo, funções sensoriais, motoras e diversas funções 

cognitivas) são organizados por diferentes áreas do cérebro. Embora haja diferenças 

importantes entre o cérebro de um roedor e o de um humano, podem ser identificadas 

organizaões análogas (BORRELL et. al., 2002). 

Para a avaliação de riscos de fatores ambientais é fundamental que tenhamos uma boa 

compreensão do desenvolvimento neural normal em humanos e em outras espécies utilizadas 

nos estudos animais. Os precursores celulares do cérebro e da medula espinhal, que compõem 

o sistema nervoso central (SNC), começam a se desenvolver no início da embriogênese 

através do processo chamado neurulação (FRANKLIN, SAAB E MANSUY, 2012). 

Os gradientes de maturação do desenvolvimento de regiões do sistema nervoso em 

ratos e nos seres humanos seguem a mesma sequência geral, no entanto com diferença de 

tempo.O período da adolescência é um tempo de alta densidade sináptica em todos os 

primatas superiores, incluindo humanos, posteriormente a densidade sináptica diminui em 

todos áreas do córtex. É importante reiterar que o sistema nervoso se desenvolve por um 

período muito longo, que se estende desde o período embrionário até a puberdade, com 

sinaptogênese e mielinização continuando pela puberdade em animais e humanos (RICE E 

BARONE, 2000). 

 

2.10 Metabolismo do Triptofano 

A via das quinureninas (VQ) desempenha um papel importante na geração de energia 

celular na forma de nicotinamida adeninada no nucleotídeo (NAD+). Como os requisitos de 

energia aumentam excessivamente durante uma resposta imune, a via das quinureninas é um 

regulador chave do sistema imunológico. Muitas quinureninas são neuroativas e modulam a 

neuroplasticidade e/ou exercem efeitos neurotóxicos em parte por seus efeitos na sinalização 

do receptor NMDA e na neurotransmissão glutamatérgica (SAVITZ 2019). 

As quinureninas são produzidas em muitos tecidos diferentes e é regulada 

parcialmente pelas enzimas indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e triptofano 2,3 dioxigenase 



 31 

 

(TDO), sendo a IDO capaz de ser ativada por interferon-γ (IFN-γ), mostrando assim que uma 

desregulação de citocinas (como no estresse ou inflamação) podem levar a ativação dessa 

enzima (KANAI et. al., 2009). 

Apenas uma pequena porcentagem de triptofano (TRP) é metabolizada em serotonina. 

Mais de 95% do TRP é convertido em quinurenina (KYN) e seus produtos de decomposição, 

culminando na geração de NAD+ (BENDER, 1983).  

A VQ tem dois ramos principais (Fig. 2). Sob condições fisiológicas, a KYN é 

preferencialmente convertida em 3-hidroxiquinurenina (3HK), em seguida, em ácido 3-

hidroxianantanilicílico (3HAA), depois em ácido quinolínico (AQ) e, finalmente, em NAD+. 

O saldo remanescente do KYN é convertido em ácido quinurênico (KYNA) pelas enzimas 

quinurenina aminotransferase (KAT) (CERVENKA, AGUDELO E RUAS, 2017). 
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Fig. 2. Ilustração simplificada da via das quinureninas. Adaptado de SAVITZ, 2019. 

 

Sabe-se que as enzimas IDO e TDO existem em níveis mais altos na periferia, em 

comparação com o SNC, além disso a KYN atravessa facilmente a barreira hematoencefálica, 

no entanto, devido à sua estrutura polar, o KYNA não atravessa a barreira hematoencefálica. 
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Assim, o KYNA cerebral é predominantemente derivado do KYN cerebral. A conversão de 

KYN a KYNA ocorre principalmente dentro dos astrócitos, pois essas células contêm KATs, 

mas não KMO e, portanto, não podem degradar KYN em 3-HK e seus metabólitos 

(PLITMAN et. al., 2017), já o QUIN é porduzido nas células da microglia (HEYES et al, 

1997) 

O KYNA é um antagonista endógeno dos receptores NMDA e receptores nicotínicos 

α7 da acetilcolina (α7nAChR), além disso o KYNA funciona como eliminador de radicais 

livres e antioxidante (PERKINS E TONE, 1982; SAVITZ, 2019). Já o ácido quinolínico é um 

agonista do receptor NMDA que pode inibir adicionalmente a recaptação de glutamato pelos 

astrócitos, levando à excitotoxicidade (STONE E PERKINS, 1981; HILMAS et. al., 2001). 

Embora a esquizofrenia seja caracterizada por sintomas positivos, negativos e 

cognitivos, as anormalidades neurometabólicas também foram identificadas como 

características-chave da doença. Evidências sugerem que níveis anormais de KYNA estão 

envolvidos na fisiopatologia da esquizofrenia (PLITMAN et. al., 2017). A conversão de KYN 

a KYNA ocorre principalmente dentro dos astrócitos, pois essas células contêm KATs, mas 

não KMO e, portanto, não podem degradar KYN em 3-HK e seus metabólitos (GUILLEMIN 

et. al., 2001). 

Na vias das quinurenias algumas enzimas têm papel chave nesse metobolismo, são elas: 

KYNU: A quinureninase é uma enzima que catalisa a clivagem da L-quinurenina e L-3-

hidroxiquinurenina em ácido antranílico, percursor do ácido quinolínico, considerado 

neurotóxico (SAVITZ, 2019). 

KAT: A quinurenina aminotransferase tem atividade que envolve a transaminação da 

quinurenina para produzir o ácido quinurênico (KYNA), que possui propriedades 

neuroprotetoras. (SAVITZ, 2019). 

ACMSD: A enzima alfa-amino-beta-carboximuconato-epsilon-semialdeído descarboxilase 

(ACMSD) é uma amido-hidrolase que participa da formação do ácido picolínico (AP). 

(SAVITZ, 2019). 

O ACMSD controla o destino metabólico do catabolismo do triptofano ao longo da via 

das quinureninas. Converte alfa-amino-beta-carboximuconato-epsilon-semialdeído (ACMS) 

em alfa-aminomuconato semialdeído (AMS). Na presença de ACMSD, o ACMS é convertido 

em AMS, um catabolito benigno. O ACMS pode ser convertido não enzimaticamente em 

ácido quinolínico. De fato, a enzima fica em um ponto de ramificação do caminho do 

triptofano para o NAD e determina o destino final do aminoácido, ou seja, transformação em 
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ácido picolínico, oxidação completa através do ciclo do ácido cítrico ou conversão em NAD 

através da síntese de ácido quinolínico (Fig. 3) (GARAVAGLIA et. al., 2009).  

 

Figura 3. Reação catalisada pela α-amino-β-carboximuconato-ε-semialdeído (ACMSD) em um contexto 

metabólico na via das quinureninas. Dependendo da atividade da ACMSD o resultado final possui vários 

destinos metabólicos (Adaptado de GARAVAGLIA et. al., 2009). 

 

 

Outras investigações demonstraram claramente que as alterações na atividade da 

ACMSD são prontamente refletidas pelos níveis de ácido quinolínico no soro e no tecido 

(SHIN et. al., 2006). Além disso, o ÁCIDO PICOLÍNICO exibe importantes propriedades 
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imunomoduladoras, capaz de estimular a apoptose (OGATA et. al., 200). ativar macrófagos 

em processos pró-inflamatórios (BOSCO et. al., 2003) 

 

2.11 Diferença do sexo 

A observação clínica mostra que homens e mulheres são diferentes em prevalência, 

sintomas e respostas ao tratamento de vários distúrbios psiquiátricos. A hipótese relacionada é 

de que os hormônios gonadais estão envolvidos nas diferenças sexuais na esquizofrenia. Por 

exemplo, acredita-se que o estrogênio possa desempenhar papéis neuroprotetores contra a 

patologia da esquizofrenia nas mulheres (COHEN et. al., 1999; RENA et. al., 2016). 

É evidente que os homens têm uma idade de pico única para o início dos sintomas 

(entre 18 e 24 anos) e as mulheres têm dois picos, primeiro pico entre 25 e 30 anos e o 

segundo após a menopausa (ANGERMEYER E KÜHN, 1988; NOWROUZI et. al., 2015).  

De fato, a deficiência de estrogênio está altamente relacionada à gravidade dos 

sintomas psiquiátricos em mulheres durante a menopausa. Outra evidência é que pacientes 

com esquizofrenia do sexo feminino geralmente apresentam sintomas mais graves na fase de 

baixo estrogênio do ciclo menstrual (HALLONQUIST et. al., 1993; GRIGORIADIS E 

SEEMAN, 2002; CHOI, KANG E JOE, 2001). A gravidez geralmente é, embora nem 

sempre, um período menos sintomático para as mulheres, mas as recidivas são frequentes 

após o parto (KENDALL, CHALMERS E PLATZ, 1987). 

Relatos nos mostram que homens com esquizofrenia parecem ter mais sintomas 

negativos e características clínicas mais graves do que as mulheres que apresentam mais 

sintomas do tipo positivo e afetivo (RIETSCHEL et. al., 2015). Além disso, Fineberg et al 

2016 mostrou que os fetos masculinos são mais vulneráveis a adversidades do que os 

femininos e que complicações obstétricas acontecem mais em bebês masculinos do que 

femininos. Outro dado importante é que os homens estão mais propensos ao segundo desafio 

proposto no tópico anterior, pois são mais propensos do que as mulheres a usar quase todos os 

tipos de drogas ilícitas (CBHSQ, 2016). 

Um estudo sugere que, nas faixas etárias mais jovens, as mulheres necessitam de doses 

antipsicóticas mais baixas do que os homens, mas que após a menopausa elas exigem doses 

mais altas (SEEMAN, 1983). Vale salientar que já foi relatado na literatura dados que 

mostram que o hormônio pode interagir com antipsicóticos. O estudo demonstrou que a 

terapia com estrogênio isolada ou como terapia adjuvante aos antipsicóticos provoca uma 

melhora mais rápida em homens e mulheres com esquizofrenia (KULKARNI et. al., 2011). 
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As fontes potenciais de estrogênio no cérebro incluem estrogênios circulantes 

produzidos fora do SNC, conversão local de precursores androgênicos circulantes e síntese 

direta do colesterol nos neurônios e células gliais. Todas as enzimas envolvidas na biossíntese 

de 17β-estradiol estão presentes no cérebro e são expressas em ambos os neurônios e 

astrócitos (CERSOSIMO E BENARROCH, 2015). 

A esteroidogênese cerebral é regulada independentemente da esteroidogênese 

periférica e os níveis de esteroides do plasma não refletem os níveis esteroidais do cérebro. 

No entanto, o hormônio liberador de gonadotropina (GnRH), que estimula a síntese de 17β-

estradiol (E2) no ovário, também ativa a síntese de E2 no hipocampo (CARUSO ET AL, 

2013; PRANGE-KIEL ET AL, 2013) 

O primeiro passo da esteroidogênese é a conversão do colesterol em pregnenolona na 

membrana mitocondrial interna (figura 4). Esse processo envolve a proteína reguladora aguda 

esteroidogênica (StAR) e a proteína translocadora de 18 kDa (TSPO), que transportam o 

colesterol da membrana mitocondrial externa para a interna, onde a enzima de clivagem do 

citocromo P450 colesterol lateral transforma o colesterol em pregnenolona. No retículo 

endoplasmático, a pregnenolona é então convertida em outros esteróides em uma série de 

etapas consecutivas. A 7α-hidroxilase metaboliza a pregnenolona em desidroepiandrosterona, 

que é então metabolizada sequencialmente em androstenediol e testosterona; a 

AROMATASE p450 transforma testosterona em E2. A atividade da aromatase é baixa para a 

biossíntese de E2; essa enzima é amplamente expressa no cérebro quando está localizada 

tanto na fase pré-sináptica quanto na pós-sináptica (CERSOSIMO E BENARROCH, 2015). 
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Fig. 4. Biossíntese de estrogênio. O primeiro passo da biossíntese do estradiol envolve a proteína 

reguladora aguda esteroidogênica (StAR) e a proteína translocadora de 18 kDa (TSPO), que transportam 

o colesterol da membrana mitocondrial externa (OMM) para a membrana mitocondrial interna (IMM), 

onde o citocromo P450 colesterol A enzima de clivagem da cadeia lateral (P450scc) transforma o colesterol 

em pregnenolona. Essas 3 proteínas formam um complexo molecular com o canal aniônico dependente de 

voltagem (VDAC) e o translocador de nucleotídeo de adenina (ANT). No retículo endoplasmático liso, a 

pregnenolona é então convertida em outros esteróides por uma série de etapas consecutivas que levam à 

formação de desidroepiandrosterona (DHEA), que é então metabolizada sequencialmente em 

testosterona; a aromatase p450 transforma testosterona em estradiol. Pregnenolona também é a fonte de 

progesterona, o que leva à produção do neuropteroide alopregnenolona. Tanto a atividade neuronal 

quanto a lesão promovem a síntese de estradiol no cérebro. Adaptado de (CERSOSIMO E 

BENARROCH, 2015). 

 

O estradiol exerce dois tipos de ação no cérebro: efeitos genômicos a longo prazo e 

efeitos rápidos mediados pela membrana. Ambos os efeitos são mediados pelos Receptores de 

Estrogênio (ERs). Existem duas classes de recpetores diferentes: receptores nucleares α e β 

(ERα e ERβ, respectivamente) e receptores acoplados a proteína G, sendo o principal desta 

classe o GPER. Esses receptores possuem nível de expressão variável no cérebro e são 

ativados por agonistas seletivos (NOVAC E HEINZEL, 2004). 

Na ausência de ligação ao E2 os receptores ERα e ERβ são encontrados como 

monômeros. A ligação a E2 desencadeia a fosforilação e alterações conformacionais que 
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promovem sua homodimerização ou heterodimerização e translocação para o núcleo. No 

núcleo, os ERs interagem com os elementos de resposta ao estrogênio nas sequências 

reguladoras dos genes alvo para ativar ou inibir sua transcrição por meio de interações com 

diferentes cofatores. Além disso, A ativação de ERs de membrana desencadeia múltiplas vias 

de proteína quinase que tambem são capazes de regular essa transcrição (LISSE, HEWISON 

E ADAMS, 2011). 

Existe uma conversa cruzada entre os efeitos genômicos a longo prazo e os efeitos 

rápidos mediados pela membrana para regulação do mecanismo de transcrição. Por exemplo, 

os ERs não apenas atuam diretamente no nível do núcleo, mas também indiretamente através 

da ativação de cascatas (Ex.: MAPK/ERK e PI3K/AKT) que levam à fosforilação e ativação 

de fatores de transcrição como CREB (Fig. 5) (VASUDEVAN E PFAFF, 2008). 

 

 

Fig. 5: Mecanismos de sinalização de estrogênio no cérebro (Adaptado de CERSOSIMO E 

BENARROCH, 2015).  

 

As diferenças entre o homem e a mulher que já foram descritas na esquizofrenia são 

importantes, pois podem lançar uma direção sobre os fatores que contribuem para a expressão 
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da doença, além disso podem ter implicações importantes tanto em pesquisas sobre a 

fisiopatologia e etiologia da esquizofrenia quanto na prática clínica (JONES et al, 2011). 

O protagonista sugerido para contribuir com estas diferenças são os hormônios 

sexuais, mais especificamento o estrogênio. O papel dos hormônios sexuais pode ser dividido 

entre os efeitos organizacionais e de ativação. Os efeitos organizacionais ocorrem durante um 

período crítico na vida fetal e influenciam de forma permanente no cérebro em 

desenvolvimento. Os efeitos ativacionais são as influências diretas dos hormônios circulantes 

que aparecem quando os níveis hormonais aumentam e diminuem (SEEMAN E LANG, 

1990). No entanto, estudar a influência do sexo sobre o neurodesenvolvimento torna-se uma 

tarefa quase impossível em humanos, o que nos faz buscar nos modelos animais robustos uma 

forma de encontrar respostas e contribuir no estudo da esquizofrenia (JONES et al, 2011). 

Sabe-se que há períodos vulneráveis durante o desenvolvimento do sistema nervoso 

que pode ser perturbado por estímulos externos, sendo esse estímulo considerado um estresse 

(definido classicamente como uma condição que perturba seriamente o equilíbrio fisiológico e 

psicológico de um indivíduo) e que o neurodesenvolvimento inicia-se no período embrionário 

e vai até a adolescência. Portanto, insultos como infecções perinatais e estresse na 

adolescência poderiam alterar os processos de proliferação, migração, diferenciação, 

sinaptogênese, mielinização e apoptose no SNC (RICE E BARONE, 2000; FRANKLIN, 

SAAB E MANSUY, 2012) 

Assim o modelo de dois desafios utilizado no estudo mimetiza insultos nestes períodos 

vulneráveis para o neurodesenvolvimento e mostra-se um modelo com validade de face 

(quando apresenta homologia de sintomas), de constructo (quando apresenta a capacidade de 

mimetizar a teorica neurobiologia da doença) e de validade preditiva (quando o modelo 

consegue mostrar uma resposta farmacológica ao tratamento com antipsicóticos conhecidos, 

seja uma resposta esperada ou a falta dela). Apesar de não apresentarmos a validade preditiva 

no nosso estudo, o seu valor já foi bem demonstrado na literatura (JONES et al, 2011; DAVIS 

et al, 2016; MONTE et al, 2017). 

Nesse contexto, o presente estudo pretende contribuir para compreensão da influência 

do sexo e de fatores externos durante o neurodesenvolvimento, influenciando assim proteínas 

e vias metabólicas correlacionadas com a neurobiologia da esquizofrenia.  
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3 HIPÓTESES 

 

O modelo dos dois desafios em camundongos através da administração neonatal de Poly 

I:C + estresse na adolescência induz diferentes alterações comportamentais e neuroquímicas 

nos animais o que contribui para elucidação da etiopatogenia da esquizofrenia em humanos. 

Estas alterações são diferentes em camundongos machos e fêmeas onde o hormônio 

estrogênio possa conferir algum nível de proteção e influenciar nas vias metabólicas 

possivelmente envolvidas na fisiopatologia da esquizofrenia. 
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4. OBJETIVOS  

 

4.1 Objetivo Geral 

 

Investigar a influência do sexo em parâmetros comportamentais e neuroquímicos em 

camundongos submetidos ao modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia induzido por 

desafio imune neonatal associado a estresse na adolescência. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

- Determinar a influência do sexo no desenvolvimento de sintomas do tipo positivo (IPP), 

negativo (interação social) e cognitivo (labirinto em Y) da esquizofrenia em animais adultos 

expostos ao modelo dos dois desafios;  

 

- Determinar alterações na expressão de proteínas relacionadas à neurobiologia da 

esquizofrenia no corpo estriado (parvalbumina e DRD2) e no córtex pré-frontal (α7-nAChR e 

NR2B-fosforilado) em machos e fêmeas submetidos ao modelo de dois desafios; 

 

- Avaliar as alterações da via das quinureninas (via de degradação do triptofano) no 

hipocampo de animais expostos ao modelo de dois desafios usando as técnicas de HPLC e 

qPCR, observando a influência do sexo nas alterações; 

 

- Avaliar a expressão de proteínas relacionadas aos hormônios estrogênicos (GPER, ER-α, 

ER-, TSPO e Aromatase) no hipocampo animais expostos ao modelo de dois desafios. 
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5. METODOLOGIA 

 

5.1. Animais 

Os animais utilizados nos experimentos foram matrizes de camundongos Swiss adultos 

machos e fêmeas (20-30 g) oriundos do biotério da Universidade Federal do Ceará. As 

matrizes adultas recebidas foram ambientadas por uma semana e colocadas para acasalamento 

(machos:fêmeas = 1:3) para a obtenção dos filhotes utilizados nos experimentos. As fêmeas 

prenhas foram monitoradas para o dia do parto, que foi contado como dia pós-natal 0 (PN0). 

Os animais foram mantidos a uma temperatura controlada (23 ± 1° C), com ciclos 

claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas às 7:00 da manhã) e com alimento e água ad 

libitum, exceto durante os experimentos. 

O projeto teve aprovação pelo Comitê de Ética e Pesquisa Animal (CEUA-UFC) sob 

número 08/15 e os experimentos seguiram os requisitos legais e éticos fornecidos pelo Guia 

de Cuidados e Usos de Animais de Laboratório do Departamento de Saúde e Serviços 

Humanos dos Estados Unidos da América (NIH, 1996) bem como de acordo com as diretrizes 

do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA. 

 

5.2. Drogas (primeiro desafio) 

O análogo de RNA viral, Polyinosinic:polycytidylic (Poly (I:C)) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA) foi diluído em salina para a concentração de 2mg/kg de peso e administrado em 

um volume de injeção de 30 μl/8 g de peso, via intraperitoneal (i.p). A dose de Poly (I:C) foi 

baseada em estudos anteriores (GIOVANOLI et al., 2013). O Poly(I:C) foi utilizado por se 

tratar de um polímero de RNA de fita dupla, um padrão molecular associado à infecção viral 

por ser produzida pela maioria dos vírus em algum momento durante a replicação, sendo 

reconhecido por receptores Toll-like3 responsáveis por ativar as vias de sinalização 

intracelular que serão efetoras da resposta imune contra patógenos virais (BSIBSI et al, 2012). 

 

5.3. Determinação da fase do ciclo estral 

Com o intuito de observar a influência do estrogênio na esquizofrenia, foi realizado a 

verificação do ciclo estral das fêmeas da prole no período da manhã através de esfregaço 

vaginal a fresco entre o PN 70 a PN 78 (para encontrar o período do diestro ou proestro) 

seguindo protocolo previamente estabelecido por Marcondes et al, 2002, e observado em 

microscópio óptico nas objetivas de 10 e 40x. O ciclo estral tem uma duração média entre 
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quatro e cinco dias e pode ser dividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro, 

sendo na fase de proestro onde encontra-se o pico hormonal de estradiol e na fase de diestro 

encontram-se os níveis mais baixos do hormônio (Marcondes et al, 2002).  

 

5.4. Protocolo Experimental 

Os experimentos foram conduzidos conforme o protocolo experimental do modelo de 

esquizofrenia dos dois desafios induzido por estimulação imune pós-natal (primeiro desfio) e 

estresse na adolescência (segundo desafio) (GIOVANOLI et al., 2013. BROWN et al. 2004).  

Após o acasalamento e o nascimento da prole, os filhotes foram divididos de forma 

randomizada em 2 grupos iniciais (salina ou Poly (I:C) como descrito na figura 6.  

 

 

Fig. 6. Protocolo experimental (Fonte: própria). 

 

No primeiro desafio, o análogo de RNA viral, Poly (I:C) 2 mg/kg, foi administrado via 

i.p. nos camundongos nos dias pós-natais (PN) 5, 6 e 7. Estes dias equivalem ao fim do 

terceiro trimestre da gravidez para os seres humanos (SEMPLE et al., 2013), que corresponde 

a um período vulnerável para distúrbios de desenvolvimento, uma vez que o acometimento de 

infecções virais nessa fase da gestação humana está associado a um risco aumentado para a 

psicose na prole quando adulta (BROWN et al. 2004; BUKA et al., 2008). Para os animais 

controles foi administrada solução salina. Os animais tratados com Poly(I:C) ou salina foram 

tratados com um volume de 30 μl/ 8 g de peso corporal.  
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Os filhotes foram mantidos com suas respectivas genitoras em gaiolas, até o PN21 

(desmame), onde foram separados de acordo com o sexo, tratamento e organização para o 

segundo desafio (com estresse ou sem estresse), de maneira que cada grupo contivesse um “n” 

de 10 a 15 animais oriundos de pelo menos seis proles diferentes. O modelo experimental 

contou com um total de 12 grupos (Quadro 1). 

 

Sexo 

Primeiro desafio  

(primeiro desafio - PN 

5-7) 

Segundo desafio 

(segundo desafio - PN 

35 - 43) 

Ciclo estral 

(PN 70-78) Grupo 

Macho Salina sem estresse (-) - Macho Salina 

Macho Salina com estresse (+) - Macho Salina + (E) 

Macho Poly (I:C) sem estresse (-) - Macho PIC 

Macho Poly (I:C) com estresse (+) - Macho PIC + (E) 

Fêmea Salina sem estresse (-) Diestro Diestro Salina 

Fêmea Salina com estresse (+) Diestro Diestro Salina + (E) 

Fêmea Poly (I:C) sem estresse (-) Diestro Diestro PIC 

Fêmea Poly (I:C) com estresse (+) Diestro Diestro PIC + (E) 

Fêmea Salina sem estresse (-) Proestro Proestro Salina 

Fêmea Salina com estresse (+) Proestro Proestro Salina (E) 

Fêmea Poly (I:C) sem estresse (-) Proestro Proestro PIC 

Fêmea Poly (I:C) com estresse (+) Proestro Proestro PIC + (E) 

Quadro 1: Divisão dos grupos experimentais. PN: dia pós-natal. 

 

Para a indução dos dois desafios os animais foram submetidos, além da injeção de 

poly I:C no período pós-natal, a eventos estressantes na adolescência (segundo desafio). As 

avaliações comportamentais dos animais e o ciclo estral foram realizadas entre os PN70 e 78 

(idade adulta). Seguindo as determinações comportamentais, os camundongos foram 

eutanasiados por decapitação para os ensaios neuroquímicos e retirados o hipocampo, o córtex 

pré-frontal e o corpo estriado rapidamente, congelados e armazenados a -70 ° C até os 

ensaios.  

 

5.5 Estímulos estressores (segundo desafio) 

O protocolo de estresse sub-crônico variável incluiu cinco eventos estressores 

imprevisíveis realizados entre PNs 35 a 43, com intervalo de 1 dia entre cada evento estressor: 

PN35 - Imobilização, PN37 – Choque no pé, PN39 – Privação de água, PN41 – Nado forçado 

e PN43 – Imobilização. Esse período é compatível à idade de 12 a 18 anos em seres humanos 

(SEMPLE et al., 2013) e é particularmente crítico em relação à associação entre exposição a 
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experiências traumatizantes e doenças subsequentes relacionadas à psicose na idade adulta 

(FISHER et al., 2010; JIA et al., 2010), fato que traz uma validade translacional maior ao 

modelo. O estresse no período da adolescência foi induzido através dos cinco eventos 

descritos a seguir (GIOVANOLI et al., 2013): 

 

D35: Imobilização: Os camundongos foram mantidos em tubos de plástico foscos individuais 

(diâmetro: 6 cm, comprimento: 13 cm) por 45 min. Os tubos contensores tinham furos (2 mm 

de diâmetro), de modo a facilitar o fornecimento de oxigênio. Os animais foram 

imediatamente devolvidos para suas gaiolas ao final do procedimento. 

D37: Choque no pé: Os camundongos passaram por 3 estímulos de choques de intensidade de 

3mA durante 1 segundo, separados por 3 minutos de descanso, no aparelho de Esquiva 

Passiva (INSIGHT equipamentos científicos – Brasil modelo EP- 104-MC). A sessão termina 

com um período de adicional de 3 minutos, no qual não há estímulo de choque. 

D39: Privação de água: Os animais foram submetidos a privação de água durante 16 horas. 

Para isso, no 39º as garrafas de água foram retiradas as 16:00 horas e repostas as 8:00 horas 

do 40º dia do protocolo. Os animais tiveram livre acesso à comida durante todo o período de 

privação de água. 

D41: Nado forçado: Os animais foram submetidos a duas sessões de nado forçado, cada uma 

com duração de 1 minuto. Para isso, eles foram colocados individualmente em cilindros de 

acrílico (50 cm de altura, 18 cm de diâmetro) contendo 30 centímetros de profundidade de 

água a temperatura ambiente. As sessões foram separadas por um intervalo de 3 minutos. 

Terminadas as sessões, os camundongos foram secos com uma toalha e imediatamente 

levados de volta para suas gaiolas. 

D43: Imobilização: Os animais passaram pelo mesmo estímulo estressor aplicado no dia 35. 

 

5.6 Determinações comportamentais 

Anteriormente à realização dos testes de comportamentos, os animais foram 

transportados cuidadosamente até a sala do teste para uma prévia ambientação. Todos os 

testes foram realizados entre 09:00 e 17:00 horas em salas com iluminação atenuada. No 

período de intervalo entre o teste de cada animal, o aparato foi limpo com álcool etílico 10% 

para prevenir o viés de pistas olfatórias deixadas pelos outros animais e as fêmeas tiveram o 

ciclo estral avaliado para confirmação do pico hormonal (Proestro) ou não (Diestro). 
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5.6.1 Inibição Pré-pulso (IPP) 

O reflexo de sobressalto é uma resposta involuntária primitiva e protetora do corpo a 

um estímulo acústico intenso e inesperado. A reação envolve uma ativação de músculos 

esqueléticos e faciais que ocorre dentro de poucos milissegundos, acarretando um recuo do 

corpo inteiro em roedores (DAVIS, 1984). A Inibição Pré-Pulso (IPP) é caracterizada pela 

redução do reflexo de sobressalto a um estímulo acústico intenso (pulso), quando 

imediatamente precedido por um estímulo de menor intensidade (pré-pulso) (Fig. 7) 

(HOFFMAN; ISON, 1980a; SWERDLOW et al., 2008). Visto isso, o teste de IPP foi 

aplicado para determinar déficits no filtro sensório motor, um endofenótipo da esquizofrenia 

(TURETSKY et al., 2007). 

 

 

 

Fig. 7. Inibição pré-pulso (IPP) é a diminuição da resposta de sobressalto quando o estímulo de sobressalto 

eliciador, o pulso, é precedido por um estímulo sensorial mais fraco, o pré-pulso. Fonte: Adaptado de 

(KOHL et al., 2013). 

 

No presente estudo, a reação corporal dos animais a um estímulo acústico foi 

monitorada em uma câmara (INSIGHT equipamentos científicos – Brasil modelo EP-175) 

montada em uma caixa fechada ventilada. Para isso, os camundongos foram colocados em um 

contensor (4,5 × 5,0 × 5,5 cm) consistido de barras de aço inoxidável de 3,0 mm de diâmetro 

com espaçamento de 0,8 centímetros de distância. O contensor foi mantido preso sobre uma 
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balança, chamada de plataforma de resposta, através de quatro pequenos parafusos. Um 

altofalante localizado a 15 cm do contensor foi utilizado para fornecer os estímulos de pulso, 

pré-pulso e ruído de fundo. O contensor, a plataforma e o alto-falante são localizados dentro 

de uma câmara acústica ventilada (64 × 60 × 40 cm). Procedimentos de calibração foram 

realizados antes dos experimentos para garantir sensibilidades equivalentes das plataformas 

de resposta ao longo do período de teste (Fig. 8). 

 

 

Fig. 8. Representação real do aparelho para teste de inibição pré-pulso. 

 

A sessão de testes começou ao colocar um animal no contensor para a aclimatação, este 

procedimento consistiu em uma exposição de 5 minutos ao ruído de fundo (65 dB). Após o 

período de aclimatação os camundongos foram apresentados a uma série de 10 estímulos de 

treino (pulso sozinho - 120 dB, 50 ms de duração), com um ensaio de inter-intervalo de 20s.  

O objetivo desta fase foi permitir a habituação da resposta de sobressalto do animal. 

Posteriormente, a modulação IPP de sobressalto foi testada no seguinte protocolo: 74 ensaios 

pseudorandomizados dividido em oito categorias diferentes, apresentados com um intervalo 

inter-estímulos de 20s: 20 apresentações de pulso sozinho (120 dB, 50 ms de duração), 8 

apresentações de cada intensidade de pré-pulso sozinho (70, 75 e 80 dB, frequência 3000 Hz, 

20 ms de duração), 10 apresentações de cada intensidade de pré-pulso + intensidade de pulso 

(com intervalo de 50ms entre pré-pulso e pulso) e ausência de estímulo, nesse bloco o animal 

só recebe o estímulo de ruído de fundo (LEVIN et al., 2011). São utilizadas três intensidades 
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de pré-pulso diferentes para que o teste tenha maior veracidade, como se o mesmo fosse feito 

em triplicata. 

A média da amplitude de resposta de sobressalto aos ensaios de pulso sozinho (P) e pré-

pulso + pulso (PP + P) foi calculada para cada animal. O nível de IPP em cada 

camundongo foi definido como a porcentagem da redução da amplitude do sobressalto nos 

ensaios de PP + P em comparação com a amplitude do sobressalto nos ensaios de P, de acordo 

com a seguinte fórmula: % PPI = 100 - [100 × (PP + P / P)]. Usando esta fórmula, um valor 

de IPP de 0% denota que não houve diferença entre a amplitude da resposta de sobressalto do 

pulso sozinho e do pré-pulso + pulso, consequentemente, não houve IPP (LEVIN et al., 

2011). 

 

5.6.2 Interação Social 

Os comportamentos de interações sociais são componentes adaptativos e 

fundamentais da biologia de várias espécies de animais. O reconhecimento social de animais 

da mesma espécie é importante para manutenção da hierarquia social e escolha de parceiros 

para o acasalamento. O prejuízo na sociabilidade e reconhecimento social está presente em 

uma variedade de transtornos neuropsiquiátricos como, por exemplo, a esquizofrenia 

(WILSON; KOENIG, 2014). O teste de interação social é caracterizado por um paradigma 

padrão para estudar o comportamento social geral, além de ser uma ferramenta valiosa nos 

testes de screening de substâncias ansiolíticas e antipsicóticas (SAMS-DODD, 1995). O 

aparato do teste consiste em uma caixa de acrílico 60 × 40 cm dividida em três câmaras. 

Como representado na figura 9, os animais testados foram alocados no compartimento central 

do aparato, podendo explorar livremente as outras câmaras através de uma pequena abertura 

(6 × 6 cm) nos divisores. Nas câmaras das extremidades havia uma gaiola de ferro, uma com 

um animal desconhecido e do mesmo sexo (câmara social) e outra vazia (câmara oposta) (Fig. 

9). Os animais testes foram colocados na câmara central, cada um teve um tempo de 5 min de 

exploração na caixa (RADYUSHKIN et al., 2009). Foi medido o tempo que o animal passou 

em cada uma das três câmaras e a porcentagem de interação social foi definida como: 

(porcentagem de tempo gasto na câmara social) - (porcentagem de tempo gasto na câmara 

oposta). 
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Fig 9. Aparato utilizado para o teste de Interação Social. 

 

5.6.3 Labirinto em Y 

A memória de trabalho foi avaliada por meio de um teste de Labirinto em Y, que 

permite avaliar o comportamento cognitivo exploratório através da percepção do desempenho 

de alternação espontânea (MAURICE; LOCKHART; PRIVAT, 1996). O labirinto consiste 

em 3 braços idênticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura cada 

convergindo a um ângulo igual de 120º (Fig. 10). Cada camundongo foi colocado na 

extremidade de um braço e deixado para explorar o ambiente por 8 minutos. A sequência dos 

braços em que os animais entraram foi então anotada e as informações analisadas de forma a 

determinar o número de entradas no braço sem repetição. Uma alternação foi considerada 

correta se o animal visitou um novo braço e não retornou ao braço anteriormente visitado 

(exemplo de alternação correta: braços 1,2,3 ou 3,1,2; exemplo de alternação incorreta: 1,2,1 

ou 3,1,3). Assim, a percentagem das alternações corretas foi calculada como a razão entre as 

alternações corretas (n) e o número de visitas realizadas durante o período de observação (n- 

2), multiplicado por 100 (DALL’IGNA et al., 2007; YAMADA et al., 1996). 
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Fig. 10: Teste do labirinto em Y. Lado A representa a sequência de alternância de entradas corretas e o 

Lado B representa um exemplo de sequência de alternância incorreta. Adaptado de MOMENI, 

SEGERSTRÖM, E ROMAN, 2015) 

 

5.7 Determinações biomoleculares e neuroquímicas 

 

5.7.1 Expressão proteica de GPER, DRD2, NR2B-fosforilado, PARVALBUMINA e ALFA-7 

 

A quantificação da expressão proteica no hipocampo, corpo estriado e córtex pré-frontal 

foi feita através da técnica de Western Blotting. Seguiram-se sequencialmente as seguintes 

etapas: extração de proteínas, dosagem de proteínas e Western Blotting. 

 

5.7.1.1 Extração de proteínas  

A área cerebral foi macerada com auxílio de cadinho e pistilo em nitrogênio líquido. O 

produto desse processo foi inserido em microtubo contendo 200 μl de tampão RIPA (25 mM 

Tris-HCl pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato 

de sódio; 0,1% SDS) e inibidor de protease (SigmaAldrich, EUA, 1μL de inibidor de 

protease: 100μL de RIPA). Em seguida, as amostras foram vortexadas por 30 segundos, a 

cada 10 min por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4ºC, 13000 rpm). O pellet foi desprezado e 

o sobrenadante (porção que contém as proteínas) foi transferido para um novo microtubo. 
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5.7.1.2 Método Bradford para dosagem de proteínas 

A concentração de proteínas totais na amostra foi determinada pelo emprego de 

reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay – Dye Reagent Concentrate - BioRad 

Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligação à proteína ocorre quando a absorção máxima da 

solução ácida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm. Foram pipetados 

160 μL de amostra e 40 μL de solução de Bradford nas placas e a leitura foi feita por 

espectrofotômetro (595 nm), utilizando-se uma curva de calibração de albumina bovina sérica 

(BSA) de 0,2 a 1,0 mg / mL. 

 

5.7.1.3 Western Blotting 

 

Inicialmente, preparou-se 50 μg de proteína referente a cada amostra, adicionando 

tampão da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCl, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS; 

0,01% azul de bromofenol) e β-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10 segundos, 

aquecendo no banho maria (95ºC, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 4ºC, 30s). Em seguida, 

realizou-se a eletroforese vertical de proteínas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 

60 V nos primeiros 15 min para deposição das amostras no fundo do poço e 120 V para o 

restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10% para todas as proteínas, com exceção do gel 

para determinação das proteínas que foi de 7%), e tampão de corrida (25 mM Tris; 192 mM 

glicina; 1% SDS). Após a corrida, efetuou-se a transferência por eletroforese das proteínas do 

gel para a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100 V por duas 

horas em tampão de transferência (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Após esta 

etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora em agitação constante, para reduzir as 

ligações inespecíficas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluído em tampão salina 

TrisHCl suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% 

Tween20). Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo três 

lavagens por 10 min cada. Na etapa seguinte, as diferentes membranas foram incubadas, 

overnight a 4ºC sob agitação constante, com os anticorpos primários Anti-GPR30 (1:1000; 

Abcam, USA), anti-parvalbumina (1:1000; Abcam, USA), anti-NR2B fosforilado (1:1000; 

Abcam, USA) Anti-Nicotinic Acetylcholine Receptor alpha 7 (1:1000; Abcam, USA), mouse 

anti- Dopamine DRD2 IgG primary antibody (1:1000; Abcam, USA) e mouse anti- 

α-tubulin IgG primary antibody (1:4000; Sigma, USA) diluídos em 1% de BSA em TBS-T. 

Após esta etapa, realizaram-se três lavagens de 10 min cada com TBS-T. As membranas 
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foram incubadas com os anticorpos secundários HRP-goat anti-rabbit IgG (1:1000; 

Invitrogen, USA) ou HRP-goat anti-mouse IgG (1:1000; Sigma, USA) por duas horas em 

temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas 4 vezes, duração 

de 10 min cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescência 

(BioRad, EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas foram agitadas por 5 

min. As imagens das bandas foram capturadas por um sistema de ImageQuant 300 Imager 

(GE 75 Healthcare, EUA). A densidade das bandas foi mensurada por meio do software 

Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA). 

 

5.8 Expressão Gênica por qPCR das enzimas KYNU, KAT, ACMSD, GPER, ERα, ERβ, 

Aromatase e TSPO 

 

5.8.1 Preparação das amostras 

Os fragmentos das áreas cerebrais dos animais foram retirados e macerados em 

nitrogênio líquido. Posteriormente, os fragmentos macerados foram adicionados em 

microtubo com 300μL de RNA later (Sigma, EUA). Em seguida, foram armazenados no 

freezer a -80ºC até sua utilização para extração do RNA. 

 

5.8.2 Extração do RNA 

O RNA total de cada amostra foi isolado usando kit de extração de RNA 

(Promega). Resumidamente, as amostras com 100 μL tampão de lise foram misturadas 

cinco vezes por inversão. Adicionou-se às amostras 350 μL de tampão de diluição do 

RNA, sendo homogeneizadas quatro vezes por inversão. Em seguida, as amostras foram 

aquecidas por três minutos a 70°C, com o objetivo de romper as ligações dos ácidos 

nucléicos, e centrifugadas por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um 

microtubo. Adicionou-se 200 μL de etanol a 95%. Na fase seguinte, a mistura foi 

transferida para spin basket acoplado a um microtubo coletor de 2 mL e centrifugado a 

11200 RPM por um minuto. Adicionou-se 600 μL de solução de lavagem e em seguida 

os tubos foram centrifugados por 11200 RPM por um minuto. Na etapa seguinte, as 

amostras foram tratadas com DNase para reduzir a contaminação com o DNA, sendo 

incubadas em temperatura ambiente por 15 min. Decorrido este tempo, 200 μL de 

DNase stop solution foram adicionados e as amostras foram centrifugadas por 1 min a 

11200 RPM. Logo em seguida, inseriu-se tampão de lavagem e as amostras foram 
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centrifugadas, conforme relatado anteriormente. Adicionou-se 250 μL de tampão de 

lavagem seguida de centrifugação por 2 min em 11200 RPM. Na etapa seguinte, o spin 

foi inserido em novo microtubo de 1,5 mL, 40 μL de H2O livre de nuclease foram 

adicionados e os microtubos foram centrifugados por 1 minuto. Por fim, o spin basket 

foi descartado e o RNA extraído foi armazenado no freezer -70°C. Após a extração do RNA 

de cada amostra, efetuou-se a sua quantificação, com 1μL de RNA de cada amostra, 

utilizando Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, EUA). Concomitante a dosagem em ng/μL, 

realizou-se a avaliação da qualidade do RNA extraído, a qual foi obtida por meio da relação 

260/280, fornecida pelo programa relacionado ao aparelho. A avaliação da quantidade de 

RNA presente em cada amostra é de extrema importância para a obtenção da quantidade de 

amostra adequada para realização da próxima etapa, a saber: síntese do ácido 

desoxirribonucleico complementar (cDNA). 

 

5.8.3 Síntese do cDNA 

 

O cDNA foi sintetizado de acordo com o High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied biosystems, USA). O volume final de cada amostra foi de 

20μL: 2 µL do reagente 10x tampão da enzima; 0,8 µL de oligonucleotídeos; 2 µL de 

primer; 1 µL da enzima transcriptase reversa; 1ng de RNA, onde o volume utilizado em 

µL foi dependente da concentração inicial extraída; H2O livre de RNAse e DNAse para 

completar 20 µL. O protocolo da reação foi realizado à 25º C por 10 min, 37º C por 120 min, 

85º C por 5 min. O cDNA foi armazenado em freezer a -20º C até a sua utilização no qPCR. 

 

5.8.4 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

 

A expressão gênica foi avaliada por meio do sistema de PCR em tempo real 

(Light cycler 96, Roche), utilizando kit de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life 

Technologies). Para os ensaios com sondas foram utilizados o Master Mix da IDT® Probe-

Based qPCR Master Mix seguindo as instruções do fabricante. O gene de referência utilizado 

foi o gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e o Peptidilprolil Isomerase A (PPIA). 

Todos os primers utilizados estão apresentadas no quadro 2 e as sondas no quadro 3.  

Foram adquiridos ensaios pre-desenhados da companhia IDT DNA (Prime Time 

predesigned qPCR assays). O quadro 3 lista detalhes de cada ensaio, gene e região alvo, 
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sequência de referência (RefSeq), e configuração de fluoróforo. Os ensaios foram 

selecionados baseados em amplificação de todas as isoformas/variantes dos genes alvos, 

tendo como controle interno (expressão endógena) o gene PPIA.  

Os valores de Threshold cycle (Cq ou Ct), obtidos pelo software do 

equipamento, dos genes avaliados foram exportados para o Office Excel Microsoft 

2010, no qual os níveis relativos de RNAm foram calculados de acordo com a 

metodologia descrita por Livak e Schmittgen (2001) usando o grupo salina sem estresse como 

referência para comparação de expressão gênica. 

 

Quadro 2 - Primers utilizados forward e reverse para análise de q-PCR 

Gene Forward primer  Reverse primer 

AROMATASE 

MUS-FW:5’-

AACTCACCATCTTCAAGAGTCCA RV: 5’-GAGTGGCATGGCACTGACAGT 

TSPO  
MUS-FW: 5’-

AGAAACCCTCTTGGCATCCG 
RV: 5’-CGTCCTCTGTGAAACCTCCC 

ERα 

MUS-FW: 5’-

TGGAGATGTTGGATGCCCAC 
RV: 5’-TCAGATCGTGTTGGGGAAGC 

ERβ 
MUS-FW: 5’-

GGTGTCTGGTCCTGTGAAGG 
RV: 5’-GGCTTTGTTCAGGCAATGCA 

GPER ou 

GPER  

MUS-FW: 5’-

TGAGGATGATCTTCGCAGTG 
RV: 5’-TCCACTGCAGTAGGTGGACA 

GAPDH  MUS-FW: 5’-TTAGCCCCCCTGGCCAAGG RV: 5’-CTTACTCCTTGGAGGCCATG 

 

Quadro 3 - Sondas utilizadas forward e reverse para análise de q-PCR 

Gene Dye Assay ID Ref Seq Exon Location 

PPIA Cy5 Mm.PT.39a.2.gs NM_008907(1) 4-5 

GPER 6-FAM Mm.PT.58.43936136 NM_029771(1) 2-3 

KYNU HEX Mm.PT.58.5830347 NM_027552(1) 6-8 

AADAT HEX Mm.PT.58.9477839 NM_011834(1) 3-5 

ACMSD 6-FAM Mm.PT.58.41971417 NM_001033041(1) 3-5 

 

5.9 Quantificação do triptofano e seus metabólitos por HPLC 

 

Os níveis cerebrais de triptofano e ácido quinolínico foram quantificados por 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (Waters Alliance, e2695). Foi utilizado o 

hipocampo para preparar os homogenatos a 20%, que foi macerado em ácido perclórico 

(HClO4) a 1% por 40 segundos e centrifugado por 15 minutos, 12.000rpm, 4ºC. O 

sobrenadante foi separado e uma alíquota de 10µl foi injetado no HPLC. 
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Para determinar a concentração do triptofano e ácido quinolínico foi utilizada uma 

coluna C18, 150 x 4,6 mm, 4µ (PHENOMENEX®). A fase móvel foi composta de duas 

fases: A (acetato de sódio grau HPLC-SIGMA® - 0,1M, pH 6,2); B (acetonitrila grau HPLC 

(TEDIA®) 100%). Correu em gradiente de fluxo conforme quadro 4: 

 

Quadro 4: Gradiente de fluxo para determinação simultânea de triptofano e seus metabólitos 

por HPLC  

Tempo (min) Fluxo (µl) Fase A (%) Fase B (%) 

0 0,5 94 6 

4 0,5 80 20 

10 0,5 80 20 

11 1 80 20 

18:30 1 80 20 

19 0,5 94 6 

24 0,5 94 6 
Fonte: própria 

 

As soluções padrão de triptofano e ácido quinolínico (SIGMA®) foram preparados com 

fase móvel A nas concentrações de 0,2mM. Os cromatogramas foram registrados e 

quantificados pelo software (Empower 3 Chromatography Data Software: Waters). As 

concentrações de ácido quinolínico e triptofano no hipocampo foram determinadas por 

comparação com os padrões injetados no HPLC no dia do experimento (PRESITS & 

MOLNÁR-PERL, 2003). 

 

5.10 Análise estatística 

 

Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média utilizando o 

software SPSS (Versão 23 para Windows). Os resultados foram analisados por ANOVA de 

três vias seguida por análise de post hoc de comparações múltiplas utilizando o teste de 

Bonferroni para explorar as interações significativas e revelar as diferenças específicas entre 

os grupos. Os fatores utilizados para estas análises foram "sexo" (macho e fêmea), 

“tratamento neonatal” (salina e poly(I:C)) e "estresse na adolescência” (exposição ao estresse 

e não exposição ao estresse). 

A análise dos resultados de expressão proteica foi realizada por ANOVA seguida pelo 

teste post hoc de Fisher’s LSD. A análise dos resultados de IPP foi realizada por ANOVA de 
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duas vias utilizando cada intensidade de decibéis que cada animal foi exposto. O nível de 

significância foi definido em *P ≤ 0.05. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 O sexo influencia o comportamento de animais adultos expostos ao modelo dos dois 

desafios  

 Para avaliar a função sensório-motora foi realizado o teste de inibição pré-pulso 

(BRAFF; LIGHT, 2005). A análise da média de sobressalto nas três intensidades de pré-pulso 

avaliadas (Fig. 11) revelou uma interação significativa entre os fatores sexo e desafio [F (6, 

73) = 3.778, p= 0.0025]. Os animais machos adultos desafiados apenas com o PIC ou a 

combinação PIC + estresse apresentaram redução na média de IPP quando comparados com o 

grupo controle (não expostos aos dois desafios) (PIC: P<0,05; PIC + (E): P<0,01). Em relação 

as fêmeas em fase de alto estrógeno (proestro) submetidas ao desafio com PIC e em 

combinação de PIC + estresse não apresentaram alterações de déficits de IPP quando 

comparados com o grupo controle. Entretanto, na fase de baixo estrógeno (diestro), as fêmeas 

submetidas aos dois desafios apresentaram déficit de IPP significativos em relação ao grupo 

salina (P<0,001), salina + (E) (P<0,001) e em relação ao grupo desafiada apenas com PIC 

(P<0,05). Vale destacar que as fêmeas diestro expostas aos dois desafios apresentaram um 

déficit de IPP em relação as fêmeas proestro expostas também aos dois desafios (P<0,05). 
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Fig. 11. Efeito do estresse, de poly(I:C) e de poly(I:C) + estresse na média da % de IPP de camundongos 

machos, fêmeas em proestro e fêmeas em diestro. Parte dos animais foi desafiada ou não com estresse (E) na 

adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo. Os dados são expressos 

como média ± EPM de 10-15 animais por grupo. ANOVA de duas vias por medidas repetidas foi realizada com 

teste de Bonferroni post hoc considerando como fatores: sexo e média da intensidade de inibição pré-pulso (PP) 

+ grupos experimentais. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<0,001. Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: poly I:C. 

 

 Com relação ao comportamento de sociabilidade ou interação social (Fig. 12), a análise 

estatística revelou uma significante interação entre sexo e desafio F (6, 75) = 2.808, p= 

0.0161. Nos animais machos adultos, a exposição ao PIC sozinho e a exposição aos dois 

desafios reduziu a interação social quando comparados aos animais sem desafio (PIC: 

P<0,001; PIC + (E): P<0,0001). Adicionalmente, foi possível perceber que os animais machos 

submetidos aos dois desafios apresentaram maior déficit de interação social em relação aos 

animais desafiados apenas com o estresse durante a adolescência (P<0,001). Em relação as 

fêmeas em fase proestro não foi possível observar nenhuma alteração significativa entre os 

grupos. Entretanto, na fase diestro, as fêmeas submetidas aos dois desafios apresentaram 

déficit de interação social significativo em relação ao grupo salina (P<0,01). 
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Fig. 12. Avaliação da interação social nos camundongos machos e fêmeas submetidos à administração 

neonatal de poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi 

desafiada ou não com estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em fases 

diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou proestro. Os dados são expressos como média ± EPM de 10-15 animais 

por grupo. ANOVA de duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Bonferroni post hoc 

considerando como fatores: sexo e % de preferência social + grupos experimentais. **p< 0,01, ***p<0,001 e 

****p<0,0001. Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C 

 

 Em relação à memória de trabalho avaliada pela porcentagem de alternações corretas no 

teste de labirinto em Y (Fig. 13), a análise univariada revelou uma interação significativa 

entre sexo e desafio F (6, 84) = 2.507, P = 0.0279. Nos animais machos adultos, a exposição 

ao PIC sozinho ou ao estresse sozinho durante a adolescência ou a exposição aos dois desafios 

combinados reduziu a porcentagem de alternações corretas quando comparados aos animais 

sem desafio (Salina + (E): P<0,01; PIC: P<0,05; PIC + (E): P<0,01). Nas fêmeas adultas em 

fase proestro não foi possível observar nenhuma alteração significativa entre os grupos. No 

entanto, na fase diestro, as fêmeas submetidas aos dois desafios apresentaram redução 

significativa no porcentual de alternações corretas em relação ao grupo salina (P<0,05).  
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Fig. 13. Avaliação da memória de trabalho em camundongos machos e fêmeas submetidos à 

administração neonatal de poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos 

animais foi desafiada ou não com estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em 

fases diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou proestro. Os dados são expressos como média ± EPM de 10-15 

animais por grupo. ANOVA de duas vias por medidas repetidas foi realizada com teste de Bonferroni post hoc 

considerando como fatores: sexo e % de alternações corretas + grupos experimentais. *p<0,05, **p< 0,01. 

Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C 

 

6.2  O sexo influencia a expressão proteica de marcadores da esquizofrenia em animais 

expostos ao modelo de dois desafios 

Na avaliação da expressão estriatal de parvalbumina (Fig. 14) foi observada uma 

interação significativa entre os fatores sexo e desafio imune [F (6, 39) = 2.625, P = 0.0310]. 

Nos camundongos machos submetidos apenas ao desafio de PIC observou-se aumento da 

expressão dessa proteína quando comparados aos animais sem desafio (P<0,0001) e aos 

animais submetidos apenas ao estresse na adolescência (Salina + (E): P<0,0001). Em relação 

às fêmeas na fase de diestro houve redução da expressão de parvalbumina nos animais 

submetidos aos dois desafios PIC + (E) (P<0,001) e animais submetidos apenas ao estresse na 

adolescência (Salina + (E): P<0,001) quando comparados com o grupo de animais sem 

desafios. O perfil de expressão dos animais fêmeas em fase de prostro se assemelhou ao perfil 

apresentados nos animais macho, mostrando aumento de expressão da proteína em fêmeas 

submetidas apenas ao desafio de PIC quando comparadas às fêmeas expostas apenas ao 
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estresse na adolescência (Salina + (E): P<0,0001) ou sem exposição a eventos estressores 

(Salina: P<0,0001). 
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Fig 14. Avaliação da expressão relativa de parvalbumina no corpo estriado de camundongos machos e 

fêmeas submetidos à administração neonatal de poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo 

salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade adulta 

foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou proestro. A expressão relativa da parvalbumina 

foi determinada por Western Blotting. Os dados são expressos como média ± EPM  de 5 animais por grupo. 

ANOVA de duas vias (fatores: sexo e desafio) foi realizada com teste post hoc de Fisher’s LSD. ***P< 

0,001 ****P< 0,0001). Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C 
 

Na avaliação da expressão de α7-nAChR no córtex pré-frontal (Fig. 15) foi observada 

uma interação significativa entre os fatores sexo e desafio imune [F (6, 32) = 7.279, P < 

0.0001], no entanto, não foi possível observar diferença estatística entre os grupos de 

camundongos machos. Já nos grupos de fêmeas em diestro, quando comparados com o grupo 

sem eventos estressores (Salina), foi possível observar diminuição da expressão dessa 

proteína em todos os outros grupos que sofreram desafios, seja o grupo exposto apenas ao PIC 

(P<0,05), ou apenas ao estresse na adolescência (Salina + (E): P<0,05) e até mesmo ao grupo 

com os dois desafios (PIC + (E): P<0,05). Verificou-se que a expressão de α7-nAChR foi 
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aumentada nas fêmeas em proestro expostas apenas ao desafio com PIC quando comparadas 

ao grupo sem eventos estressores (Salina: P<0,01) e quando comparadas ao grupo exposto 

apenas ao estresse na adolescência (Salina + (E): P<0,01). 
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Fig 15. Avaliação da expressão relativa do receptor nicotínico α-7 no córtex pré-frontal de camundongos 

machos e fêmeas submetidos à administração neonatal de poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina 

estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com estresse (E) na adolescência. As fêmeas na 

idade adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou proestro. A expressão relativa do 

receptor nicotínico foi determinada por Western Blotting. Os dados são expressos como média ± EPM de 5 

animais por grupo. ANOVA de duas vias (fatores: sexo e desafio) foi realizada com teste post hoc de Fisher’s 

LSD. *P< 0,05 **P< 0,01). Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C 

 

Na avaliação da expressão no córtex pré-frontal do receptor NR2B fosforilado (Fig. 

16) não foram verificadas diferenças significativas entre os grupos das fêmeas na fase de 

proestro, no entanto, nas fêmeas da fase diestro do grupo submetido apenas ao desafio com 

PIC apresentou aumento da expressão dessa proteínas quando comparadas às fêmeas do grupo 

salina (P<0,01). Comportamento similar pôde ser observado nos camundongos machos, 

porém maior significância. Os camundongos machos do grupo exposto apenas ao PIC 



 63 

 

apresentaram aumento na expressão de NR2B quando comparados aos machos do grupo 

salina (P<0,001).  
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Fig 16. Avaliação da expressão relativa da subunidade NR2B fosforilada do receptor NMDA no córtex 

pré-frontal de camundongos machos e fêmeas submetidos à administração neonatal de poly I:C (PN5-7) 

[grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com estresse (E) na 

adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou 

proestro. A expressão relativa do receptor NR2B foi determinada por Western Blotting. Os dados são expressos 

como média ± EPM de 5 animais por grupo. ANOVA de duas vias (fatores: sexo e desafio) foi realizada com 

teste post hoc de Fisher’s LSD. **P< 0,01; ***P< 0,001). Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C 

 

Na avaliação da expressão do receptor dopaminérgico D2 no corpo estriado (Fig. 17) 

foi observada uma interação significativa entre os fatores sexo e desafio imune [F (6, 35) = 

3.092, P = 0.0155]. Nos camundongos machos houve aumento importante da expressão do 

receptor D2 nos animais expostos apenas ao desafio com PIC quando comparados aos 

animais expostos somente a salina (*P< 0,05), também foi possível observar aumento de 

expressão do grupo PIC quando comparado ao grupo exposto apenas ao estresse na 

adolescência (Salina + (E): *P< 0,05 ) e até mesmo quando o grupo PIC foi comparado com o 
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grupo exposto aos dois desafios (PIC + (E): *P< 0,05). Nos grupos de fêmeas tanto em diestro 

como proestro não houve alterações de expressão significativas. 

 

C o r p o  E s tr ia d o

R
e

c
e

p
to

r
 D

2

(e
x

p
r
e

s
s

ã
o

 r
e

la
ti

v
a

)

M a c h o D ie s tro P ro e s tro

0

1

2

3

4

5

S a lin a

S a lin a  +  (E )

P IC

P IC  +  (E )

* *

 - tu b u lin a

D R D 2

 

Fig 17. Avaliação da expressão relativa do receptor dopaminérgico D2 no corpo estriado de camundongos 

machos e fêmeas submetidos à administração neonatal de poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina 

estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com estresse (E) na adolescência. As fêmeas na 

idade adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou proestro. A expressão relativa do 

receptor dopaminérgico D2 foi determinada por Western Blotting. Os dados são expressos como média ± EPM 

de 5 animais por grupo. ANOVA de duas vias (fatores: sexo e desafio) foi realizada com teste post hoc de 

Fisher’s LSD. *P< 0,05. Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C 
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6.3 O sexo influencia a expressão de mediadores da via das quinurerinas e do estrógeno 

em animais expostos ao modelo dos dois desafios 

Para análise da via das quinureninas, a principal via de metabolização do triptofano, foram 

avaliados no hipocampo dos animais em estudo os níveis de expressão de mRNA de enzimas 

importantes que atuam nessa via. Em relação a enzima quinureninase (KYNU) (Fig. 18) pôde 

observar que os animais machos submetidos aos dois desafios (PIC + (E)) tiveram a expressão 

aumentada quando comparados ao grupo dos animais sem eventos estressores (Salina) (*P< 

0,05). Esse perfil também pôde ser observado na fêmea em diestro, onde o grupo exposto aos 

dois desafios (PIC + (E)) aumentou a expressão de KYNU quando comparadas ao grupo 

salina (*P< 0,05). No entanto, nas fêmeas em proestro o grupo exposto apenas ao PIC que 

apresentou expressão elevada de KYNU quando comparados ao grupo salina (*P< 0,05). 
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Fig. 18. Expressão relativa da enzima quinureninase (KYNU) no hipocampo de camundongos machos (A), 

fêmeas em diestro (B), e fêmeas em proestro (C) que receberam administração neonatal de poly I:C (PN5-

7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com estresse (E) na 

adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou 

proestro. Os dados são expressos como média ± EPM de 4-5 animais por grupo.  ANOVA de uma via foi 

realizada com teste de Bonferroni post hoc. *P< 0,05; Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C. 
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Outra enzima da via das quinureninas avaliada foi a KAT (quinurenina 

aminotransferase)(Fig. 19). Os animais machos expostos aos dois desafios (PIC + (E)) 

tiveram maior expressão dessa enzima quando comparados aos animais sem exposição a 

desafios na vida (Salina)(P < 0,001). O mesmo perfil de alteração pôde ser observado no 

grupo das fêmeas em diestro quando comparado com o grupo sem eventos estressores (P < 

0,05), No entanto as fêmeas em proestro apresentaram diminuição da expressão dessa enzima 

no grupo exposto apenas ao estresse na adolescência (Salina + (E)) quando comparado com o 

grupo salina (P < 0,05). 
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Fig. 19. Expressão relativa da enzima quinurenina aminotransferase (KAT) no hipocampo de 

camundongos machos (A), fêmeas em diestro (B), e fêmeas em proestro (C) que receberam administração 

neonatal de poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi 

desafiada ou não com estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em fases 

diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou proestro. Os dados são expressos como média ± EPM de 4-5 animais por 

grupo.  ANOVA de uma via foi realizada com teste de Bonferroni post hoc. *P< 0,05; ***P<0,001; 

Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C. 
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Na terceira enzima da via das quinureninas α-amino-β-carboximuconato-ε-

semialdeído (ACMSD) (Fig 20), podemos observar um padrão de expressão diferente nos 

grupos machos, diestro e proestro. Em relação aos machos o grupo exposto aos dois desafios 

(PIC + (E) aumentou consideravelmente sua expressão quando comparado com o grupo 

Salina (P < 0,05), já nas fêmeas em proestro os animais expostos aos dois desafios (PIC + (E) 

diminuíram a sua expressão da enzima ACMSD em relação ao grupo Salina (P < 0,01) e no 

grupos da fêmeas em diestro a mudança de expressão aconteceu no grupo dos animais 

expostos apenas ao estresse na adolescência (Salina + (E)), que diminuiu sua expressão 

quando comparado ao grupo Salina (P < 0,05). 
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Fig. 20. Expressão relativa da enzima α-amino-β-carboximuconato-ε-semialdeído (ACMSD) no 

hipocampo de camundongos machos (A), fêmeas em diestro (B), e fêmeas em proestro (C) que receberam 

administração neonatal de poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos 

animais foi desafiada ou não com estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em 

fases diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou proestro. Os dados são expressos como média ± EPM de 4-5 animais 

por grupo.  ANOVA de uma via foi realizada com teste de Bonferroni post hoc. *P< 0,05; **P<0,01; 

Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C. 
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Na análise dos resultados da quantificação de triptofano e ácido quinolínico por HPLC 

(Fig. 21) pôde-se observar que apenas animais machos expostos aos dois desafios (PIC + (E)) 

apresentaram queda (P < 0,05) dos níveis de triptofano hipocampal e aumento (P < 0,01) dos 

níveis de ácido quinolínico, um metabolito neurotóxico, em relação aos animais controle. 

Enquanto as fêmeas em diestro e proestro não apresentaram alterações significativas, com 

exceção das fêmeas em proesto expostas aos dois desafios (PIC + (E)) que apresentaram 

aumento de ácido quinolínico quando comparadas as que foram expostas apenas ao estresse 

na adolescência (P < 0,01). 

 

Fig. 21 Efeito da exposição a um (poly I:C- PIC) ou a dois desafios (poly I:C combinado a  

estresse – PIC + E), nos níveis hipocampais de triptofano e ácido quinolínico em camundongos machos e 

fêmeas que receberam administração neonatal de poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril 
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[grupo salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade 

adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou proestro. Os dados são expressos como 

média ± EPM de 6 animais por grupo. ANOVA de duas vias foi realizada (fatores: sexo e desafio) com teste post 

hoc de Tukey *p< 0.05, **p< 0,01.; Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C. 

 

Em relação a expressão hipocampal de proteínas envolvidas na síntese de receptores 

do estrógeno (GPER, ERα, ERβ, TSPO e aromatase), no receptor GPER (Fig. 22) foi 

observada uma interação significativa entre os fatores sexo e desafio imune [F (6, 35) = 6.412, 

p = 0.0001]. Em relação aos machos foi observado aumento na expressão desse receptor no 

grupo dos animais expostos apenas ao desafio de PIC quando comparado ao grupo dos 

animais sem exposição a fatores estressantes (Salina: ****P < 0,0001), bem como aumentou 

também a expressão quando comparado ao grupo dos expostos apenas ao estresse na 

adolescência (Salina + (E): ****P < 0,0001). O perfil de expressão nas fêmeas em proestro 

também seguiu esse padrão. Aumento de expressão de GPER no grupo desafiado apenas com 

PIC em comparação ao grupo sem fatores estressantes (Salina: ****P < 0,0001) e em 

comparação ao grupo exposto apenas ao estresse (Salina + (E): ****P < 0,0001). Já nas 

fêmeas na fase de diestro pôde-se observar diminuição de expressão de GPER no grupo 

exposto apenas ao estresse na adolescência (Salina + (E)) quando comparado com todos 

outros, ou seja, diminuiu a expressão quando comparado ao grupo salina (***P < 0,001), 

quando comparado ao grupo exposto apenas ao PIC (*P < 0,05) e também quando comparado 

ao grupo exposto aos dois desafios (PIC + (E): *P < 0,05). 
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Fig. 22. Avaliação da expressão relativa do receptor GPER no hipocampo de camundongos machos e 

fêmeas submetidos à administração neonatal de poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo 

salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade adulta 

foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou proestro. A expressão relativa do receptor GPER 
foi determinada por Western Blotting. Os dados são expressos como média ± EPM de 5 animais por grupo. 

ANOVA de duas vias (fatores: sexo e desafio) foi realizada com teste post hoc de Fisher’s LSD. *P< 0,05: 

***P< 0,001; ****P< 0,0001. Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: polyI:C 
 

Quando analisada a expressão do mRNA, o receptor GPER apresentou características 

diferentes quando comparada nos grupos de machos, fêmeas em diestro e proestro (Fig. 23). 

Foi observada uma interação significativa entre os fatores sexo e desafio imune [F (6,54) = 

7.981, p < 0.0001]. Nos animais machos o grupo exposto apenas ao estresse na adolescência 

(Salina + (E)) aumentou a expressão da enzima quando comparado ao grupo Salina (P < 

0,05), já o grupo exposto aos dois desafios (PIC + (E)) apresentou diminuição dessa enzima 

quando comparado ao grupo Salina (P < 0,01). Em relação as fêmeas em diestro o grupo que 

foi exposto ao desafio apenas com PIC apresentou aumento da expressão enzimática quando 

comparada com o grupo Salina (P < 0,05). Já nas fêmeas em proestro o grupo exposto apenas 

ao PIC aumentou sua expressão quando comparado com o grupo Salina (P < 0,05), e o grupo 
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exposto aos dois desafios (PIC + (E)) aumentou com mais intensidade a expressão dessa 

enzima (P < 0,01). 
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Fig. 23. Expressão relativa do mRNA para o receptor estrogênico GPER no hipocampo de camundongos 

machos (A), fêmeas em diestro (B), e fêmeas em proestro (C) que receberam administração neonatal de 

poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com 

estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, 

diestro ou proestro. Os dados são expressos como média ± EPM de 4-5 animais por grupo. ANOVA de duas vias 
(fatores: sexo e desafio) foi realizada com teste de Tukey post hoc ***p< 0,001. ANOVA de uma via foi 

realizada com teste de Bonferroni post hoc. *P< 0,05; **P<0,01; Abreviações: E: expostos ao estresse; PIC: 

polyI:C. 
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Em relação a expressão de mRNA do receptor ERα (Fig. 24) a fêmea em diestro 

aumentou sua expressão nos animais expostos apenas ao estrese na adolescência (Salina + 

(E)) quando comparado ao grupo Salina (P < 0,001), e as fêmeas em proestro tiveram um 

aumento com a mesma característica, no entanto aumentou a expressão no grupo exposto 

apenas ao desafio com PIC (P < 0,001). Nos camundongos machos o grupo dos animais 

expostos aos dois desafios (PIC + (E)) diminuiu a expressão de ERα quando comparado com 

os animais Salina (P < 0,05), ao comparar com os animais expostos apenas ao PIC a 

expressão foi diminuída ainda mais, (P < 0,001), e continuou diminuindo a expressão a esse 

receptor quando comparou-se com os animais expostos apenas ao estresse (Salina + (E)) (P < 

0,0001). 
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Fig. 24. Expressão relativa do mRNA para o receptor estrogênico ERα no hipocampo de camundongos 

machos (A), fêmeas em diestro (B), e fêmeas em proestro (C) que receberam administração neonatal de 

poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com 

estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, 

diestro ou proestro. Os dados são expressos como média ± EPM de 4-5 animais por grupo. ANOVA de uma via 

foi realizada com teste de Bonferroni post hoc. *P< 0,05; ***P<0,001; ****p<0,0001; Abreviações: E: expostos 

ao estresse; PIC: polyI:C. 
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A avaliação da expressão hipocampal de mRNA de ERβ apresentou o mesmo perfil de 

expressão do receptor ERα (Fig. 25). 
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Fig. 25. Expressão relativa do mRNA para o receptor estrogênico ERβ no hipocampo de camundongos 

machos (A), fêmeas em diestro (B), e fêmeas em proestro (C) que receberam administração neonatal de 

poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com 

estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, 

diestro ou proestro. Os dados são expressos como média ± EPM de 4-5 animais por grupo. ANOVA de uma via 

foi realizada com teste de Bonferroni post hoc. *P< 0,05; **P<0,01; ****p<0,0001; Abreviações: E: expostos ao 

estresse; PIC: polyI:C. 
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Na análise da expressão hipocampal de mRNA da Aromatase (Fig. 26), importante 

enzima envolvida na síntese do estrógeno, pôde-se verificar alteração em machos, fêmeas em 

diestro e proestro. Os animais machos expostos apenas ao estresse na adolescência (Salina 

+(E)) diminuíram a expressão dessa enzima (P < 0,01), assim como os animais expostos aos 

dois desafios (PIC + (E)) (P < 0,05), quando comparados ao grupo Salina. As fêmeas em 

diestro expostas apenas ao estresse na adolescência (Salina + (E)) (P < 0,0001) e as fêmeas 

em proestro quando expostas aos dois desafios (P < 0,0001) aumentaram a expressão dessas 

enzimas quando comparados aos seus respectivos grupos Salina. 
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Fig. 26. Expressão relativa do mRNA para a enzima AROMATASE no hipocampo de camundongos 

machos (A), fêmeas em diestro (B), e fêmeas em proestro (C) que receberam administração neonatal de 

poly I:C (PN5-7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com 

estresse (E) na adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, 

diestro ou proestro. Os dados são expressos como média ± EPM de 4-5 animais por grupo. ANOVA de uma via 

foi realizada com teste de Bonferroni post hoc. *P< 0,05; **P<0,01; ****p<0,0001; Abreviações: E: expostos ao 

estresse; PIC: polyI:C. 
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Em relação a expressão hipocampal de mRNA da TSPO (Fig. 27), uma enzima 

translocadora de 18KDa envolvida na síntese de estrógeno,  podemos observar que nas 

fêmeas em proestro expostas aos dois desafios (PIC + (E)) tiveram sua expressão aumentada 

quando comparado ao grupo Salina (P < 0,01), e nas fêmeas em diestro exposta apenas ao 

estresse na adolescência (Salina + (E)) também tiveram expressão aumentada quando 

comparado ao grupo Salina (P < 0,0001). Enquanto nos animais machos todos os grupos 

(Salina + (E): P < 0,0001, PIC: P < 0,001; PIC + (E): P < 0,05) apresentaram aumento dessa 

enzima quando comparados ao grupo Salina. 
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Fig. 27. Expressão relativa do mRNA para a enzima TSPO no hipocampo de camundongos machos (A), 

fêmeas em diestro (B), e fêmeas em proestro (C) que receberam administração neonatal de poly I:C (PN5-

7) [grupo polyI:C] ou salina estéril [grupo salina]. Parte dos animais foi desafiada ou não com estresse (E) na 

adolescência. As fêmeas na idade adulta foram avaliadas em fases diferentes do ciclo, ou seja, diestro ou 

proestro. Os dados são expressos como média ± EPM de 4-5 animais por grupo. ANOVA de uma via foi 

realizada com teste de Bonferroni post hoc. *P< 0,05; **P<0,01; ***P<0,001****p<0,0001; Abreviações: E: 

expostos ao estresse; PIC: polyI:C.  
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MACHOS FÊMEAS DIESTRO FÊMEAS PROESTRO 

ÁREA 
CEREBRAL 

PESQUISADA 

  
SALINA 

+ (E) 
PIC 

PIC + 
(E) 

SALINA 
+ (E) 

PIC 
PIC + 

(E) 
SALINA 

+ (E) 
PIC 

PIC + 
(E) 

 

IPP Ø ↓ ↓/+ Ø Ø ↓ Ø Ø Ø - 

Interação social Ø ↓ ↓ Ø Ø ↓ Ø Ø Ø - 

Labirinto em y ↓ ↓ ↓ Ø Ø ↓ Ø Ø Ø - 

Parvalbumina 
Ø ↑ Ø ↓ Ø ↓ Ø ↑ Ø 

CORPO 
ESTRIADO 

α7-nAChR 
Ø Ø Ø ↓ ↓ ↓ Ø ↑ Ø 

CÓRTEX PRÉ-
FRONTAL 

NR2B 
Ø ↑ Ø Ø ↑ Ø Ø Ø Ø 

CÓRTEX PRÉ-
FRONTAL 

DRD2 
Ø ↑ Ø/+ Ø Ø Ø Ø Ø Ø 

CORPO 
ESTRIADO 

KYNU Ø Ø ↑ Ø Ø ↑ Ø ↑ Ø HIPOCAMPO 

KAT ↑ Ø ↑ Ø Ø ↑ ↓ Ø Ø HIPOCAMPO 

ACMSD Ø Ø ↑ ↓ Ø Ø Ø Ø ↓ HIPOCAMPO 

Triptofano Ø Ø ↓ Ø Ø Ø Ø Ø Ø HIPOCAMPO 

Quinolínico Ø Ø ↑ Ø Ø Ø Ø Ø Ø HIPOCAMPO 

Quinolínico/triptofano Ø Ø ↑ Ø Ø Ø Ø Ø Ø HIPOCAMPO 

GPER - western 

blotting 
Ø ↑ Ø Ø Ø Ø Ø ↑ Ø HIPOCAMPO 

GPER - qpcr ↑ Ø ↓ Ø ↑ Ø Ø ↑ ↑ HIPOCAMPO 

ER-α ↓ ↓ ↓ ↑ Ø Ø Ø ↑ Ø HIPOCAMPO 

ER-β ↓ ↓ ↓ ↑ Ø Ø Ø ↑ ↓ HIPOCAMPO 

TSPO ↓ ↓ ↓ ↑ Ø Ø Ø Ø ↑ HIPOCAMPO 

Aromatase ↓ Ø ↓ ↑ Ø Ø Ø Ø ↑ HIPOCAMPO 

 

Quadro 5: Resumo dos resultados encontrados no presente trabalho. (↓) diminuição estatística quando 

comparado ao grupo salina; (↑) aumento estatístico quando comparado ao grupo salina; (Ø) sem alterações; (+) 

diminuição estatística quando comparado ao grupo PIC 
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7. DISCUSSÃO 

7.1 O sexo influencia o comportamento de animais adultos expostos ao modelo dos dois 

desafios  

Os resultados comportamentais obtidos no presente trabalho mostraram que os animais 

machos foram mais susceptíveis ao desenvolvimento de alterações, visto que a exposição ao 

PIC como primeiro desafio foi capaz de causar déficits de inibição pré-pulso (sintomas 

positivos), interação social (sintomas negativos) e labirinto em Y (sintomas cognitivos). Além 

disso, os machos também apresentaram déficits nestes comportamentos quando expostos aos 

dois desafios. As fêmeas em diestro apresentaram alterações comportamentais apenas quando 

expostas a dois desafios, enquanto o fato de estar em proestro protegeu os animais do 

desenvolvimento de alterações comportamentais. No caso da memória de trabalho os machos 

também se mostraram mais susceptíveis ao efeito dos desafios quando comparados às fêmeas 

em proestro. 

A inibição pré-pulso (IPP) caracteriza-se pela redução do reflexo de sobressalto 

quando este é precedido de um estímulo de menor intensidade. Os déficits no processamento 

da atenção e da informação têm sido considerados uma característica importante na 

esquizofrenia, o que pode levar a déficits cognitivos e o teste de IPP tem sido proposto como 

uma medida neurofisiológica do bloqueio sensório-motor. Ludewig et al 2002 reforçou que 

esse déficit é visto em pacientes esquizofrênicos crônicos quando mostrou que esses pacientes 

exibiram déficits significativo de IPP quando comparados com pacientes controle. No 

presente estudo observamos que animais machos expostos ao PIC, bem como machos e 

fêmeas em diestro expostos aos dois desafios PIC+E apresentaram déficits de IPP. Podemos 

sugerir, portanto, que os altos níveis de estrógeno na fase do proestro atuaram como 

protetores. As fêmeas em diestro podem ter apresentado menor IPP quando os dois desafios 

foram aplicados juntos, por que provavelmente, apesar dos baixos níveis de estrógeno, um 

único desafio não foi capaz de causar nenhum sintoma tipo esquizofrenia, mas os dois 

desafios juntos sim, ou seja, o limiar para os sintomas positivos nestes animais mostrou-se 

maior.   

Neste estudo não houve diferença de IPP entre os animais salina machos e fêmeas. As 

fêmeas controle em diestro apresentaram IPP menor que as fêmeas salina em proestro. Os 

estudos relatados até o momento encontram-se obscuros em relação a influência do sexo no 

IPP, pois comparam os dados entre machos e fêmeas, mas não avaliam a fase estrogênica dos 
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individuos estudados (LEHMANN, PRYCE E FELDON, 1999; KUMARI, AASEN E 

SHARMA, 2004). 

Em relação ao teste de interação social que avalia os sintomas tipo negativos da 

esquizofrenia nossos dados mostram que os machos apresentaram maior déficit nesse teste 

que as fêmeas, sendo que os animais machos apresentaram déficits de interação social quando 

expostos apenas ao PIC e aumentou esse déficit ao ser exposto aos dois desafios (PIC + (E)), 

enquanto apenas as fêmeas em diestro expostas aos dois desafios (PIC + (E)) que 

apresentaram essa diminuição de interação. Estes dados estão em linha com os achados 

clínicos que apontam que os homens são mais propensos aos sintomas negativos do que as 

mulheres (SHTASEL et al, 1992; LEUNG E CHUE, 2000; ABEL, DRAKE E GOLDSTEIN, 

2010). Além disso, o fato de as fêmeas em proestro não mostrarem sintomas negativos em 

nenhuma grupo confirma o que dizem as pesquisar, que as fêmeas precisam de mais 

exposição a eventos estressantes do que os machos para desencadear os sintomas negativos da 

esquizofrenia (ALMEIDA; KESSLER, 1998; MYIN-GERMEYS et al, 2004). 

Na avaliação dos sintomas cognitivos (memória de trabalho) as fêmeas em diestro 

expostas aos dois desafios (PIC + (E)) apresentaram diminuição nesta função como 

evidenciado através da redução no número de acertos no teste do labirinto em Y. Vale lembrar 

que esse sintoma faz parte da gama de sintomas apresentados por pacientes esquizofrênicos e 

que pode envolver disfunção neuronal circuitos cerebrais como por exemplo dos receptores de 

acetilcolina α7-nAChR. Evidências apontam que neurônios colinérgicos têm relação direta 

com a presença de sintomas cognitivos (MARTIN E FREEDMAN, 2007; FREEDMAN, 

2014), o que corrobora com nossos resultados já que encontramos diminuição de α7-nAChR 

no CPF (área de grande importância no processamento da memória de trabalho e cognição) 

das fêmeas em diestro exposta aos dois desafios (PIC + (E)).  

Nossos dados mostraram que as fêmeas em proestro não apresentaram déficits 

significativos nos testes comportamentais avaliados. Essa diferença no perfil comportamental 

pode estar relacionada aos altos níveis de estrogênio presentes nesta fase do ciclo, como 

confirmado pelo aumento da expressão das enzimas TSPO e aromatase que estão envolvidas 

na produção desse hormônio. Merece destaque o fato de que o estrógeno é capaz de aumentar 

o IPP em ratos (VAN DEN BUUSE E EIKELIS, 2001). O estrógeno também influencia o 

comportamento social. Neste contexto, camundongos nocautes para os genes α (ERα) ou ERβ 

do receptor de estrogênio também exibem déficits comportamentais sociais (GARCIA, et al, 

2017). Alterações na memória de trabalho associadas à produção reduzida de estradiol pelos 
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ovários podem explicar pelo menos em parte o déficit na memória relatada por muitas 

mulheres ao entrar na menopausa (HAMPSON, 2018). 

 

7.2 O sexo influencia a expressão de proteínas envolvidas na neurobiologia da 

esquizofrenia em animais expostos ao modelo de dois desafios 

 

O sistema GABAérgico desempenha um papel diverso nos circuitos neurais, incluindo a 

regulação da atividade neuronal. Os interneurônios GABAérgicos podem ser subdivididos 

com base no padrão de expressão de proteínas de ligação ao cálcio, incluindo calbindina, 

calretinina e parvalbumina (PV) (CHUNG, FISH E LEWIS, 2016).  

Além do seu papel na manutenção da função normal, os neurônios GABAérgicos  

(neurônios parvalbumina) desempenham um papel fundamental na maturação adequada dos 

circuitos neurais durante o desenvolvimento pós-natal (NAKAZAWA et al, 2012). 

Evidências apontam que nos primatas a maturação dos padrões de inervação 

GABAérgica geralmente se estende até o período pós-adolescente. Portanto, é plausível que o 

comprometimento da maturação dos neurônios GABAérgicos possa levar a distúrbios 

neuropsiquiátricos (CRUZ et al., 2009, HASHIMOTO et al., 2009). Sabe-se que a disfunção 

GABAérgica pode estar subjacente à fisiopatologia dos distúrbios psiquiátricos, incluindo a 

esquizofrenia (BELFORTE et al, 2010).  

Nossos dados mostram que os animais machos tiveram aumento de PV no corpo 

estriado apenas no grupo de animais expostos ao desafio imune neonatal (PIC). Sabemos que 

a neurogênese do adulto é dinâmicamente regulada por estímulos externos de insultos 

ambientais, incluindo excitotoxicidade e estresse oxidativo, e que o período da adolescência é 

um período crítico para a maturação dos neurônios GABAérgicos (JIANG, COWELL E 

NAKAZAWA, 2013; SONG et al, 2016).  

Ao analisarmos as proteínas de neurônios glutamatérgicos (NR2B) e dopaminérgicos 

(DRD2) dos animais machos podemos observar que também houve aumento de expressão das 

proteínas, apenas, nos animais machos expostos ao desafio de PIC. Essa alteração pode 

sugerir ser oriunda da modulação dos neurônios GABAérgicos. 

Em relação as fêmeas foi possível verificar que as alterações das proteínas se 

comportaram diferente em realaçao aos machos. Não apresentaram alterações significativas 

nas proteínas relacionadas a hipótese glutamatérgica (NR2B) e dopaminérgica (DRD2), no 
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entanto, foram observadas alterações de proteínas GABAérgicas (PV) e Colinérgicas (α7-

nAChR).  

Nossos dados mostram diminuição de expressão de PV no corpo estriado de fêmeas em 

diestro que sofreram insulto no primeiro desafio (PIC) e nas fêmeas diestro que sofreram os 

dois desafios (PIC + (E)). Canetta et al 2016 mostra que insultos de ativação imune materna 

pré-natal diminuem seletivamente a trasmissão de interneurônios que expressam PV no CPF. 

Nosso estudo mostra que essa correlação também pode acontecer nos neurônios do corpo 

estriado.  

Ainda nas fêmeas em diestro observamos diminuição da expressão de α7-nAChR 

cortical nos mesmos grupos que tiveram diminuição de PV. Esse perfil não foi observado nas 

fêmeas em proestro. A literatura aponta que pode haver interação entre neurônios colinérgicos 

e GABAérgicos. A correlação patológica entre esses neurônios ainda não é clara. Em modelos 

in vivo já foi identificado que a exclusão do gene α7 nAChR em camundongos prejudica o 

desenvolvimento de neurônios GABAérgicos (PV) e in vitro foram encontradas interrupções 

no desenvolvimento de interneurônios GABAérgicos positivos para PV em culturas corticais 

sem α7 nAChRs (LIN et al, 2014). Vale lembrar que redução na expressão da PV é uma 

observação constante em estudos humanos pós-morte, bem como em modelos animais de 

esquizofrênia (LODGE E GRACE, 2009; KONRADI et al, 2011; BOLEY, PEREZ E 

LODGE, 2014). 

Assim podemos sugerir que as alterações que envolvem proteínas relacionadas a 

neurobiologia da esquizofrênia podem apresentar perfis diferentes de desregulação no modelo 

estudado, mostrando que o sexo e os eventos estressores em momentos diferentes da vida 

podem influenciar de forma distinta as conexões neurais afetadas.  

 

7.3 O sexo influencia a expressão de mediadores da via das quinurerinas e da via do 

estrógenio em animais expostos ao modelo dos dois desafios 

Na via de metabolização do triptofano avaliamos a expressão de enzimas que levam a 

formação do ácido quinolínico (KYNU), ácido quinurênico (KAT) e ácido picolínico 

(ACMSD), pois em estudos pós-mortem em cérebros de pacientes esquizofrênicos foram 

detectados altos níveis de ácido quinolínico.  

Observamos que no grupo dos animais machos expostos aos dois desafios (PIC + (E)) 

a expressão de KAT aumentou mais ainda mostrando que os dois desafios combinados podem 

contribuir para o aumento desse metabolito no cérebro.  
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Há relatos que mostram aumento de ácido quinurênico cérebro de pacientes com 

esquizofrenia (ERHARDTA et al, 2001). Ainda nos animais machos que sofreram dois 

desafios (PIC + (E)) podemos observar aumento de expressão das enzimas KYNU e ACMSD. 

O que também corrobora com achados de outros estudos em esquizofrenia. Iaccarina et al 

2013 tratou ratos com quinurenina, precursora do ácido quinurênico, nos dias pós-natais 7-10 

e observou aumento no ácido quinurênico e no ácido quinolínico. 

Outros estudos comparando pacientes com esquizofrenia e pacientes controle mostrou 

aumento de imunoglobulina específica para ácido quinolínico nos pacientes esquizofrênicos 

(KANCHANATAWAN  et al, 2018; SIRIVICHAYAKUL et al, 2019). No nosso estudo ao 

analisarmos a presença dos metabolitos do triptofano por HPLC foi possível observar 

diminuição do triptofano e aumento do ácido quinolínico, assim como aumento da relação 

Quinolínico/triptofano, infelizmente não foi possível analisar a quantidade de outros 

metabólitos da via. 

Alterações induzidas por infecções, principalmente virais, em momentos críticos do 

desenvolvimento cerebral podem regular enzimas da via de degradação do triptofano e 

contribuir para a desregulação neuronal com consequente apresentação de sintomas tipo 

esquizofrenia na idade adulta. O estudo de Linderholm et al, 2012 mostra que níveis 

aumentados de ácido quinurênico no cérebro de pessoas com esquizofrenia está associado no 

comprometimento cognitivo o que também foi observado no nosso estudo com a diminuição 

de acertos no teste de labirinto em Y no grupo dos animais machos expostos aos dois desafios 

(PIC + (E)). 

Já em relação as fêmeas podemos observar que a ativação da via das quinureninas 

comporta-se de forma distinta dos machos e diferente, inclusive, entre proestro e diestro. As 

fêmeas em diestro expostas aos dois desafios (PIC + (E)) tiveram aumento de expressão 

apenas das enzimas KYNU e KAT, o que não foi observado nas fêmeas em proestro. Assim, 

podemos suspeitar que haja regulação das enzimas da via das quinureninas mediada pela 

presença do estrogênio no modelo estudado. 

Não é recente que estudos apontam o carater regulatório do estrogênio nas enzimas da 

via de degradação do triptofano. Estudos, in vitro, utilizando homogenatos de rim e fígado de 

ratos comprovaram ação inibitória da quinureninase e KAT pelo estregênio (BRAIDMAN E 

ROSE, 1971; MANNING E MASON, 1975; PATNAIK E SARANGI, 1980; 

JAYAWICKRAMA et al, 2017). Green et al, 1978 mostraram que mulheres em uso de 

contraceptivos oral aumentaram a excreção de metabolitos da via das quinureninas. 
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A relação entre o estrogênio, via das quinureninas e a esquizofrenia ainda permanece 

pouco elucidado. Uma limitação é a carência de estudos que abordem a relação de todas os 

aspectos juntos. Os estudos que tentam caracterizar os efeitos do estrogênio na esquizofrenia 

não relatam os níveis de metabólitos de quinurenina e os estudos que se concentram nesses 

níveis metabólitos não relatam níveis ou tratamentos hormonais. Neste contexto, o presente 

estudo é um dos primeiros a tentar elucidar esta questão. 

Em relação a expressão de mRNA dos receptores de estrogênio no hipocampo 

observamos que nos animais machos que sofreram os dois desafios (PIC + (E)) apresentaram 

diminuição de todos as proteínas analisadas (GPER, ERα, ERβ, TSPO e aromatase). Já nas 

fêmeas em proestro submetidas aos dois desafios (PIC + (E)) observamos que a expressão dos 

receptores ERα e ERβ foi diminuída, enquanto a expressão do receptor GPER, da proteínas 

TSPO e da enzima aromatase foi aumentada. Nas fêmeas em diestro expostas aos dois 

desafios (PIC + (E)) não observamos alterações significativas nos receptores estudados.  

A hipótese do estrogênio na esquizofrenia afirma que o este hormônio é protetor para a 

psicose e que uma redução no estrogênio pode piorar so sintomas. Em uma revisão realizada 

por Brockington em 2005 foram relatados mais de 20 casos confirmados e 200 possíveis, 

onde as mulheres apresentavam breves episódios psicóticos em sintonia com o ciclo 

menstrual, com remissão completa entre os episódios. O que foi observado também nos 

nossos dados comportamentais. As fêmeas em proestro não tiveram déficits estatisticamente 

relevantes quando expostas aos dois desafios (PIC + (E)), tendo a fêmea em diestro 

apresentado déficit significativo de IPP.  

Na metanálise realizada por Reilly et al, 2020 foi demonstrado a exacerbação de 

sintomas em mulheres no período perimenstrual, encontrando evidências de excesso de 

internações psiquiátricas durante a fase perimenstrual em relação à fase não perimenstrual. 

A correlação entre o estrogênio e a apresentação de sintomas também é vista em outras 

condições além do período perimenstrual. Já foi relatado que em puerperas o risco de psicose 

aguda após o parto aumenta consideravelmente e relatos mostram que pode estar relacionado 

com diminuição acentuada dos níveis de estrogênio (DEUCHAR & BROCKINGTON, 1998).  

Apesar da produção do estrogênio cerebral ser independente da produção periferica há 

evidencias que indicam que haja uma correlação entre os dois locais. Deuchar e Brockington 

1998 relacionaram que uma rápida diminuição do estrogênio circulante pode resultar em uma 

diminuição do estrogênio no ambiente cerebral, possivelmente induzindo alterações na 
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neurotransmissão central. Ahokas e Aito, 2000 mostraram que a administração de estrogênio 

melhorou a psicose em mulheres após o parto. 

Um outro estudo randomizado, duplo-cego, controlado por placebo mostrou 

evidências de que o tratamento com estrogênio administrado em conjunto com antipsicóticos 

é benéfico para a esquizofrenia, particularmente na redução dos sintomas positivos 

(AKHONDZADEH et al, 2003). 

As ações do estradiol são geralmente categorizadas como genômicas ou não-

genômicas. As ações genômicas são lentas no início, mas de longa duração e são ativadas por 

via dos receptores ERα e Erβ. As ações não genômicas ocorrem através da ativação de vias 

intracelulares do segundo mensageiro através do receptor GPER. Nosso estudo apresenta 

evidências que a ativação desses receptores em animais que apresentaram sintomas tipo 

esquizofrenia tem influência do sexo. Nos animais machos encontramos diminuição tanto das 

vias genômicas como não genômicas, já nas fêmeas em proestro encontramos ativação 

elevada da via não genômica e nas fêmeas em diestro não houve alteração de expressão de 

nenhuma das vias. Ao avaliarmos a expressão proteíca de GPER desses animais podemos 

observar uma semelhança de apresentação dos dados, no entanto, por limitações do estudo 

não foi possível avaliar a expressão de todas as proteínas observadas na quantificação do 

mRNA. 

A literatura mostra que diferentes agonistas do estrogênio têm a capacidade de mediar 

formas diferentes de aprendizado e memória, no entanto, não há relatos que abordem a 

regulação molecular dos receptores de estrogênio em modelos animais 

neurodesenvolvimentais de esquizofrenia evidenciando o papel do sexo no desenvolvimento 

de sintomas tipo esquizofrenia. Sinopoli et al, 2006 mostraram que uma dose baixa de 

estradiol injetado diretamente no hipocampo, ou uma dose alta injetada no córtex pré-frontal, 

poderia melhorar o desempenho da memória de trabalho em ratas ovarectomizadas. Adams et 

al, 2001 demonstrou a importância do estrogênio na função cognitiva ao mostrar que o 

tratamento com estradiol aumenta a plasticidade sináptica do hipocampo em ratas jovens 

ovarectomizadas. 

Sendo assim o estrogênio parece ter um papel importante na fisiopatologia da 

esquizofrenia, potencial alvo de drogas para tratamento da doença e necessidade de estudos 

mais amplos que elucidem os mecanismos dessa interação.  
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CONCLUSSÃO 

 

• Mostramos que o modelo de dois desafios induzido por desafio imune neonatal 

associado a estresse na adolescência é um modelo robusto que permite avaliar a 

influência de dois desafios separados e combinados e que mimetizam todos os 

sintomas tipo esquizofrenia em animais. Este modelo é de grande importância para a 

elucidação dos mecanismos envolvidos na neurobiologia da esquizofrenia, 

principalmente abordando a influência do sexo, pois por questões éticas e científicas o 

estudo de alterações em humanos fica limitado;  

 

• Contribuímos para o entendimento da influência do sexo na expressão de proteínas 

relacionadas a circuitos cerebrais envolvidos na esquizofrenia levando em 

consideração o ciclo estral da fêmea, mostrando que o pico de estrogênio pode ter uma 

influência benéfica no desenvolvimento dos sintomas da esquizofrenia. Neste sentido 

observamos que as fêmeas em proestro não apresentaram sintomas tipo-esquizofrenia, 

o que foi observado em animais machos e em fêmeas em diestro submetidas aos dois 

desafios; 

 

• Mostramos que a exposição ao PIC + E influencia a metabolização do triptofano e a 

expressão de proteínas e de receptores da via do estrogênio. Neste contexto os machos 

mostraram regular a via do triptofano para a produção de ácido quinurênico e 

quinolínico, as fêmeas em proesto para o ácido picolínico e as fêmeas em diestro 

redução do picolínico. Enquanto na via de estrogênio cerebral os machos têm a 

diminuição da produção de estrogênio, tentando possivelmente compensar com 

ativação de receptores de membrana de efeitos rápidos (GPER).  
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ANEXOS 

 

ANEXO A – APROVAÇÃO DO TRABALHO PELO COMITÊ DE ÉTICA E 

PESQUISA ANIMAL (CEPA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

 

 

 


