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RESUMO 

 
A esquizofrenia é um transtorno neuropsiquiátrico grave com 

fisiopatologia pouco conhecida. O tabagismo durante o período pré-

natal vem sendo estudado como fator causador de anormalidades 

obstétricas, levando à alterações cognitivas e comportamentais 

associadas à esquizofrenia. O objetivo desse trabalho foi avaliar, níveis 

de dopamina e marcadores neuroquímicos cerebrais em ratos Wistar 

machos e fêmeas na fase da vida adulta, cujas mães foram expostas à 

fumaça de cigarro durante o período pré-natal. O estudo utilizou um 

total de 40 ratas que foram mantidas com um rato macho cada por 7 dias 

para acasalamento. Após o segundo dia de contato, as fêmeas foram 

separadas em dois grandes grupos, MC (mães controle) e ME (mães 

expostas). As fêmeas do grupo ME foram expostas à fumaça de cigarro 

3 vezes ao dia, 4 cigarros por vez, totalizando 12 cigarros ao dia, durante 

todo o período gestacional (21 dias). Na fase adulta, a prole foi 

submetida à administração de salina ou cetamina (25 mg/kg), via 

intraperitoneal, (i.p.) durante 7 dias. Após a realização deste protocolo, 

os animais foram mortos por decapitação e suas estruturas cerebrais 

(córtex pré-frontal, hipocampo e estriado) retiradas para a realização das 

análises neuroquimica: Níveis de BDNF, NGF e GDNF, além dos níveis 

de dopamina. Pode-se concluir que a exposição à fumaça do cigarro 

seguido do protocolo de indução a esquizofrenia utilizando a cetamina 

mostrou alterações nos níveis de dopaminas em córtex de ratos machos 

dos grupos Cigarro e cigarro+cetamina, e também alterações em ratas 

fêmeas quando analisado neurotrofinas, para BDNF tivemos alterações 

no grupo cigarro+cetamina no estriado, NGF tivemos alterações no 

grupo cigarro no córtex, no estriado e hipocampo tivemos alterações no 

grupo cigarro+cetamina para níveis de GDNF tivemos alterações 

noestriado no grupo cigarro+cetamina, e no hipocampo nos grupos 

cigarro e cigarro+cetamina. 

 

Palavras-chave: Esquizofrenia, Tabagismo Materno, Gestação, 

Dopamina, neurotrofina. 

  



 
 
  



ABSTRACT 

 
Schizophrenia is a severe neuropsychiatric disorder with little known 

pathophysiology. Smoking during the prenatal period has been studied 

as a factor causing obstetric abnormalities, leading to cognitive and 

behavioral changes associated with schizophrenia. The objective of this 

study was to evaluate dopamine levels and brain neurochemical markers 

in male and female Wistar rats during adulthood whose mothers were 

exposed to cigarette smoke during the prenatal period. The study used a 

total of 40 rats that were maintained with one male rat each for 7 days 

for mating. After the second day of contact, the females were separated 

into two large groups, MC (control mothers) and ME (exposed 

mothers). The females of the ME group were exposed to cigarette smoke 

3 times a day, 4 cigarettes at a time, totaling 12 cigarettes a day, 

throughout the gestational period (21 days). In adulthood, the offspring 

were administered saline or ketamine (25 mg / kg) intraperitoneally 

(i.p.) for 7 days. After this protocol, the animals were killed by 

decapitation and their cerebral structures (prefrontal cortex, 

hippocampus and striatum) were removed for neurochemical analysis: 

levels of BDNF, NGF and GDNF, in addition to dopamine levels. It can 

be concluded that the exposure to cigarette smoke followed by the 

induction protocol to schizophrenia using ketamine showed alterations 

in dopamine levels in cortex of male rats of the cigarette and cigarette + 

ketamine groups, as well as alterations in female rats when analyzed 

neurotrophins, for BDNF we had changes in the cigarette + ketamine 

group in the striatum, NGF had alterations in the cigarette group in the 

cortex, in the striatum and hippocampus we had alterations in the 

cigarette + ketamine group for GDNF levels we had changes in the 

striatum in the cigarette + ketamine group, and in the hippocampus in 

the cigarette and cigarette + ketamine groups. 

 

 

Key words: Schizophrenia, Maternal smoking, Gestation, Dopamine, 

neurotrophin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 ESQUIZOFRENIA 

 

A esquizofrenia é um transtorno neuropsiquiátrico grave que afeta de 

0,5% a 1,0% da população mundial. É uma patologia com efeitos 

devastadores para os indivíduos acometidos e seus familiares (Ross et 

al. 2006), sendo considerado um dos transtornos que mais leva à 

incapacidade crônica (Javitt, 2010). Seus sintomas iniciam-se 

predominantemente entre o final da adolescência e o início da idade 

adulta, geralmente marcada por uma alteração abrupta no perfil social e 

afetivo (APA, 1999; Weiden et al., 2007; Nagai et al., 2011; Marsman et 

al., 2013), que varia de acordo com a vulnerabilidade do indivíduo 

podendo, então, evoluir de maneira progressiva para a cronicidade 

(Graeff e Brandão, 1999). O início tardio da esquizofrenia pode ser 

entendido pela maturação prolongada dos circuitos cerebrais sugeridos 

na doença, particularmente no período da adolescência (O'donnell, 

2011). 

Os sintomas clínicos são caracterizados em três diferentes classes: 

sintomas positivos que abrangem os episódios de psicose, delírio, 

alucinações e pensamentos desorganizados; sintomas negativos que 

correspondem ao isolamento social/emocional, embotamento afetivo e 

anedonia e déficit cognitivo caracterizado pelo prejuízo na memória de 

trabalho, desorganização, desorientação e falta de atenção (Bowie e 

Harvey, 2006; Javitt, 2010). A esquizofrenia, em geral, rompe a maior 

parte das funções humanas básicas de percepção, emoção e julgamento 

(Ross et al., 2006; Meyer e Feldon, 2010; Pickard, 2011). Uma hipótese 

global classifica este transtorno como uma patologia 

neurodesenvolvimental, onde as alterações relacionadas aos seus 

sintomas ocorrem durante o desenvolvimento do sistema nervoso central 

(SNC) no período da gestação  (Rapoport et al., 2005). 

Pacientes com esquizofrenia possuem percentuais de mortalidade 

maiores quando comparados à população em geral (Hoang et al., 2011). 

Sua etiologia e fisiopatologia ainda não são conhecidas por completo 

(Rapoport et al., 2005; Rapoport et al., 2012). Assim, este transtorno 

caracteriza-se como uma patologia complexa, com diversos fatores que 
contribuem para o seu desenvolvimento, incluindo a presença de genes 

que aumentam a susceptibilidade, em conjunto com os fatores 

ambientais e alterações no desenvolvimento cerebral (Baguelin-Pinaud 

et al., 2010; Gilmore et al., 2010; Ayhan et al., 2011; Nagai et al., 2011).  
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Dentre estes fatores, encontram-se os estímulos ambientais 

estressantes, bem como a idade em que indivíduo recebe tais estímulos 

(Lewis e Lieberman, 2000), além do sofrimento pré-natal e/ou perinatal 

(Baguelin-Pinaud et al., 2010), compreendendo a exposição materna ao 

estresse (Lee et al., 2007), infecção e/ou ativação do sistema 

imunológico (Clarke et al., 2009; Fatemi e Folsom, 2009), deficiências 

nutricionais (Brown e Susser, 2008; Susser et al., 2008) e complicações 

obstétricas (Cannon et al., 2002; Haukvik et al., 2009), tendo como 

resultado uma complexa disfunção nervosa. 

Tais agressões ambientais resultam no aparecimento de sintomas 

característicos do transtorno, como a diminuição da interação social e/ou 

reconhecimento de objetos e déficit no sistema sensório-motor em 

modelos animais(Le Pen et al., 2000; Goto e O'donnell, 2002; Le Pen e 

Moreau, 2002). Além disso, anormalidades na estrutura cortical, baixo 

peso ao nascer e alterações nos sistemas de neurotransmissores, como o 

dopaminérgico e o glutamatérgico, em humanos  (Foerster et al., 1991; 

Weinstock, 2001) foram evidentes após a adolescência, justamente na 

fase da vida em que os episódios agudos da doença se manifestam. 

Neste sentido, o tabagismo materno é uma das agressões ambientais 

atualmente estudadas, por ser um fator de risco para o surgimento da 

esquizofrenia relacionado também a distúrbios cognitivos e 

comportamentais (Baguelin-Pinaud et al., 2010). Estudos pré-clínicos 

demonstram que a exposição materna à nicotina induz mudanças no 

desenvolvimento de marcadores neuroquímicos de dopamina (DA) e 

causam hiperatividade na prole, acreditando-se ser resultado de 

mudanças no sistema dopaminérgico nas regiões mesolímbica e 

nigroestriatal (Azam et al., 2007).  

A pesquisa em animais tem se mostrado um promissor instrumento 

para investigar a base neurobiológica do distúrbio neural e 

comportamental da esquizofrenia, a fim de avaliar e constituir novas 

estratégias farmacoterapêuticas (Meyer e Feldon, 2010) e buscar alvos 

para novos fármacos (Nagai et al., 2011). Os modelos animais 

farmacológicos de esquizofrenia bem evidenciados na literatura são a 

administração de antagonistas não competitivos dos receptores 

glutamatérgicos N-metil d-aspartato (NMDA), como a fenciclidina 

(PCP)(Hashimoto et al., 2007; Elsworth et al., 2012), o MK-801 (Su et 
al., 2007; Boulay et al., 2010) e a cetamina (De Oliveira et al., 2009; 

Canever et al., 2010; Fraga et al., 2011). Estes fármacos obstruem o 

canal NMDA, impedindo a entrada de cálcio, podendo então, levar a um 

estado psicótico transitório e reversível, mimetizando os sintomas 
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característicos da patologia em pessoas saudáveis (Javitt et al., 2000; 

Mechri et al., 2001). 

 

1.2 TABAGISMO PRÉ-NATAL E SUA INFLUÊNCIA NO 

DESENVOLVIMENTO DA ESQUIZOFRENIA 

 
 Estudos sugerem que alterações no SNC podem ser geradas nos 

filhos (as) de mulheres que iniciaram uma resposta ao estresse durante a 

gestação (Brixey et al., 1993; O'donnell, 2011). O tabagismo, um 

importante fator estressante durante o período gestacional, pode 

desencadear anormalidades obstétricas e baixo peso ao nascer, 

desencadeando alterações cognitivas e comportamentais na infância e 

vida adulta dos filhos (Baguelin-Pinaud et al., 2010). Tais alterações no 

neurodesenvolvimento podem modificar a organização da ligação 

axonal em projeções sinápticas ao afetar a proliferação celular neuronal, 

migração e apoptose (Van De Berg et al., 2002), as quais são necessárias 

para o SNC em desenvolvimento. Desse modo, o tabagismo durante a 

gestação pode ser um fator de risco para o surgimento de transtornos 

neurodesenvolvimentais, inclusive para a esquizofrenia (Stathopoulou et 

al., 2013). 

A exposição pré-natal ao cigarro vem sendo relacionada com 

mudanças fisiológicas e de desenvolvimento, aumentando assim, o risco 

de crianças e adultos desenvolverem doenças neuropsiquiátricas 

(Witschi et al., 1997; Roy et al., 1998). Apesar do mecanismo 

neurobiológico responsável por tais alterações ser ainda pouco 

conhecido, acredita-se que modificações no sistema dopaminérgico 

central estejam relacionadas (Baguelin-Pinaud et al., 2010). 

É sabido que há uma grande quantidade de componentes presentes na 

fumaça do cigarro, porém, ainda não se conhece quais substâncias, além 

da nicotina, são capazes de gerar todos ou determinados tipos de efeitos 

prejudiciais. Pesquisas demonstram que a nicotina e o monóxido de 

carbono (CO) pré-natal são capazes de gerar efeitos negativos na prole. 

Dentre eles, o CO, pode levar a diminuição de oxigênio (O2) transferido 

para o feto, induzindo hipóxia em tecidos do embrião (Freeman et al., 

2014). Estas e outras substâncias presentes na fumaça são consideradas 

toxinas celulares e o uso de cigarro pode modificar a situação 

nutricional da mãe e da criança (Benowitz et al., 2000). Do mesmo 

modo, estudos sugerem que a nicotina age como um fator causador de 

morte celular em estruturas embrionárias (Roy et al., 1998; Slotkin, 

2004). Ademais, pesquisas pré-clínicas indicam que a queima do cigarro 
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libera gases e partículas que estabelecem mecanismos capazes de 

danificar as células e os tecidos, levando a hipóxia, à citotoxicidade e à 

modificação na formação, sobrevivência e diferenciação das células 

cerebrais(Slotkin et al., 1993; Song et al., 1998).  

Baseando-se nas evidências de que a exposição à fumaça de cigarro 

no período pré-natal está diretamente relacionada com alterações no 

neurodesenvolvimento e, consequentemente, com a fisiopatologia da 

esquizofrenia, dados da literatura indicam que o ambiente intrauterino 

inadequado favorece a incidência de transtornos psiquiátricos na prole 

jovem-adulta e o sinergismo entre a ação glutamatérgica e colinérgica 

pode estar entre os mecanismos subjacentes aos sintomas do transtorno. 

Levando em consideração que estes dados ainda não estão 

completamente explicados, é visível a necessidade de um 

aprofundamento e complementação dos estudos já realizados em relação 

aos possíveis mecanismos envolvidos com estas alterações. 

 

1.3 ESQUIZOFRENIA E DOPAMINA 

 
Apesar da fisiopatologia da esquizofrenia não ser ainda totalmente 

conhecida, a existência de alterações anatômicas e bioquímicas cerebrais 

já foram comprovadas (Keshavan et al., 2011). Os sistemas 

predominantemente sugeridos são o dopaminérgico, serotoninérgico, 

glutamatérgico e adenosinérgico, tendo como hipótese clássica que a 

esquizofrenia é o resultado de alterações em um ou mais destes sistemas 

de neurotransmissores (Miyamoto et al., 2003; Harrison e Weinberger, 

2005; Lara et al., 2006; Pickard, 2011; Boison et al., 2012). Outros 

sistemas são sugeridos, como o sistema GABAérgico (Akbarian et al., 

1995; Volk et al., 2000; Vinkers et al., 2010) e colinérgico (Brooks et 

al., 2011; Sarter et al., 2012). No entanto, estas hipóteses ainda não 

explicam completamente as alterações do transtorno, o que tem levado a 

realização de mais estudos que possam explicar os prejuízos causados 

por agressões ambientais, tais como o tabagismo materno (Keshavan et 

al., 2011) 

Desde a sua descoberta em 1957 (Javitt., 2007), o neuromodulador 

dopamina mostrou ter um papel chave na regulação do afeto, atenção, 

motivação, recompensa, sono e movimento voluntário. Variações na 

capacidade de síntese de dopamina têm sido associadas a alterações de 

algumas destas funções (Siessmeier et al., 2006; Schlagenhauf et al., 

2013) e podem ter um papel fisiopatológico em uma série de distúrbios 

neuropsiquiátricos, incluindo transtorno de déficit de atenção e 



23 
 

hiperatividade (ADHD) (Ernst M et al., 1998), doença de Parkinson 

(Lotharius J et al., 2002) e esquizofrenia (Howes OD et al., 2009). 

Especificamente, elevada capacidade de síntese de dopamina é 

observada em pacientes com esquizofrenia (Hietala J et al., 1995; 

Howes OD et al., 2012). 

A teoria glutamatérgica da esquizofrenia indica os principais déficits 

que conduzem às disfunções comportamentais (Schwartz et al., 2012). 

Em particular, os receptores de glutamato do tipo NMDA estão 

envolvidos, uma vez que fármacos tais como cetamina e a PCP induzem 

sintomas semelhantes a esquizofrenia em indivíduos saudáveis e 

exacerbam os sintomas em pacientes com esquizofrenia (Kretschmer., 

1999). 

Adicionalmente, os sistemas dopaminérgicos também estão 

implicados neste transtorno. Evidências indicam que alguns fármacos 

como a anfetamina aumentam a função da dopamina e induzem 

sintomas semelhantes à esquizofrenia. Além disso, os antipsicóticos 

utilizados clinicamente têm em comum uma ação antagonista nos 

receptores dopaminérgicos (Berridge KC et al., 1998, Mehta SH et al., 

2008). Desta forma, o deficit na função do glutamato causa uma 

desregulação da na liberação de dopamina (Howes OD., 2009). 

Sobretudo, mudanças nas funções da dopamina no núcleo accubens 

podem ter um papel importante para a expressão dos sintomas positivos 

da esquizofrenia, enquanto a via mesocortical, que tem o seu fim no 

córtex frontal, está relacionado aos sintomas negativos e deficits 

cognitivos do transtorno (Mehta SH et al., 2008). 

Sagar et al (2008) sugerem que anormalidades nos sistemas 

glutamatérgico e dopaminérgico possam estar conectadas e agirem 

simultaneamente, levando a danos em diversas funções características 

da esquizofrenia. Concomitante, estudos demonstram a participação não 

apenas de um único neurotransmissor e sim de uma interação de 

diferentes vias que possam estar envolvidas no transtorno (Javitt, 2004., 

Abi-Dargham e Laruelle, 2005)  

A diferença dos efeitos hormonais e/ou de gênero entre os receptores 

NMDA e ações mediadas pelo receptor NMDA no cérebro é 

considerável e continua a crescer diante de novos estudos. Incluindo os 

efeitos dos estrógenos e andrógenos na densidade de células piramidais 
(Gould et al. 1990; Hajszan et al. 2008); sobre números de receptores 

NMDA; afinidade e/ou composição das subunidades (Smith e 

McMahon 2006; Taherianfard et al. 2012; Vedder et al. 2013) e em 

medidas de toxicidade dependente de NMDA e plasticidade sináptica 

(de Olmos et al. 2008; Smith et al. 2010). Segundo Locklear et al. 
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(2016) a diferença entre gêneros na mediação homeostática de dopamina 

tem origem na ativação mediada pela área tegumentar ventral (ATV). 

Entretanto, o mecanismo pelo qual isto ocorre ainda é desconhecido, 

podendo estar relacionado às diferenças de ações hormonais em homens 

e mulheres (Aubele e Kritzer, 2012). 

 Na esquizofrenia, a hiperatividade dopaminérgica no estriado 

(Howes, et al.,2009) atenua os produtos inibitórios GABAérgicos para o 

núcleo médio dorsal (NMD) (Obeso, et al., 2007). Este núcleo, por sua 

vez, está relacionado com a esquizofrenia devido a sua ligação com o 

córtex pré-frontal (Fuster, 2008). Portanto, déficits na comunicação 

córtico-tálamo-cortical na esquizofrenia podem ter múltiplas causas 

contribuintes, abrangendo genética, trauma na infância e uso de 

substâncias durante todo o decorrer da vida do individuo. (Zoran 

Vukadinovic, 2015). 

 

 
Figura 1: O córtex fornece insumos glutamatérgicos excitatórios ao estriado, 

que também recebe inervação dopaminérgica da substância negra compacta 

(SNc). Os receptores de Dopamina D1 e D2 no corpo estriado modulam a 

atividade das projeções GABAérgicas estriatárias inibitórias para o globo palido 

interno (GPi) e a substância negra reticulata (SNr) (via direta), bem como para o 
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globo palido externo (GPe) (Indireta). O GPe proporciona inervação inibitória 

GABAérgica ao núcleo subtalâmico (STN), que por sua vez fornece entradas 

glutamatérgicas excitatórias ao GPi e SNr. GPi e SNr enviam entradas 

inibitórias de GABAergica para o tálamo.  

 

1.4 ESQUIZOFRENIA E NEUROTROFINAS 

 
Evidência substancial indica que o desenvolvimento neuronal anormal 

participa da fisiopatologia da esquizofrenia (Marenco e Weinberger, 

2000). No entanto, o passo de desenvolvimento afetado neste transtorno 

psicótico continua uma dúvida.  

Para se tornarem funcionais, os neurônios formam primeiro dendritos 

e axônios imaturos, chamados neuritos (Arimura e Kaibuchi, 2007; 

Dehmelt e Halpain, 2004; Dotti et al., 1988). Este processo essencial no 

desenvolvimento neurológico é regulado por centenas, senão milhares, 

de genes e moléculas, muitas das quais foram associadas à esquizofrenia 

(Bellon, 2007). Curiosamente, a formação anormal de neuritos em 

roedores produz, entre outras anormalidades cerebrais, ventrículos 

aumentados e diminuição do volume cerebral (Badea et al., 2007; 

Matricon et al., 2010). Tais anomalias estruturais são, de fato, os 

achados mais consistentes na esquizofrenia (Gur et al., 1994; Van Horn 

e McManus, 1992; Woods et al., 2005; Wright et al., 2000). Assim, 

análises pós-mortem de pacientes com esquizofrenia apoiam esta 

hipótese (Howes, et al., 2009, Howes et al., 2015) 

Dentre as várias moléculas que participam deste processo de 

formação, as neurotrofinas (NTs) estão entre as mais estudadas. 

Segundo Bellon et al. (2011), essa família de fatores de crescimento 

pode ser o centro para os déficits encontrados em pacientes com 

esquizofrenia. As NTs e seus receptores correspondem a uma família de 

proteínas responsáveis pelo desenvolvimento e manutenção adequados 

de redes neuronais e estão envolvidas em uma variedade de funções, 

incluindo a sobrevivência celular, a diferenciação, o crescimento axonal 

e dendrítico, bem como a plasticidade sináptica, arborização e formação 

de sinapses (Chao, 2003; Park e Poo, 2013). 

A produção de NTs inicia-se por moléculas precursoras denominadas 

pró-NTs, as quais são quebradas e transformadas em proteínas não 
covalentes diméricas (Chao, 2003) que se ligarão aos receptores da 

família Trk (Dechant et al., 1994). Assim, a via de sinalização prossegue 

com a ativação do processo de dimerização, fosforilação das frações de 

tirosina e ativação de sítios da quinase. Tais ações iniciam um processo 
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de seleção proteica específica, culminando na modificação da expressão 

gênica e síntese de proteínas (Poo, 2001).  

É sabido que fatores estressores durante a gestação, como a presença 

de infecções, o uso de cigarro e o abuso de álcool podem aumentar o 

risco de parto prematuro, além de comprometer o neurodesenvolvimento 

do feto e predispor o aparecimento de doenças neurológicas e 

transtornos psiquiátricos na prole (Dammann et al., 2002). O tabagismo 

materno durante a gravidez tem sido associado a comportamentos 

anormais e desenvolvimento cognitivo prejudicado na prole e, estes 

efeitos adversos no desenvolvimento neurológico, podem persistir 

durante o período da adolescência e se prolongar até a idade adulta 

(Weitzman et al., 1992; Barros et al., 2011; Cornelius et al., 2011; Liu et 

al., 2011; Cornelius et al., 2012; Elmasry et al., 2014). A probabilidade 

de desenvolver transtornos psiquiátricos aumenta em crianças cujas 

mães fumam cigarros durante a gravidez, sugerindo que existe um 

possível período crítico de sensibilidade ao desenvolvimento da 

exposição ao fumo de cigarro durante o período pré-natal e pós-natal 

inicial. Com base nisso, as NTs têm seu papel cada vez mais estudado 

em pesquisas relacionadas a estes transtornos. Ademais, já está bem 

descrito a interação entre fatores genéticos e ambientais na 

fisiopatologia dos transtornos psiquiátricos e, por conseguinte, as NTs 

também se encontram envolvidas, seja com sua síntese e/ou sua 

liberação alterada (Shintani, 1999). 

 

1.4.1 BDNF 

 
O fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) auxilia na 

sobrevivência e na manutenção dos neurônios sensório-motores e 

também de alguns neurônios colinérgicos e dopaminérgicos. No 

cérebro, o BDNF tem não somente um importante, como único papel na 

plasticidade sináptica e sua síntese é afetada pela atividade neuronal 

(Allen et al.,2013). Em particular, o BDNF mostrou ser essencial tanto 

para a integridade como para a plasticidade das conexões neuronais no 

SNC e é a mais estudada de todas as NTs (Bekinschtein et al., 2014; 

Callaghan e Kelly, 2012; Park and Poo, 2013). 

Pesquisas de expressão de genes de NTs indicaram padrões de 
expressão diminuídos no cérebro humano. A expressão de BDNF 

alterada é descrita nos casos pós-mortem de pacientes esquizofrênicos 

(Issa et al., 2010; Ray et al., 2014; Weickert et al., 2003). Ambos os 

níveis de expressão da proteína BDNF e neurotrofina 3 (NT-3) foram 

aumentados nas áreas corticais e diminuíram no hipocampo (Durany et 
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al., 2001). Outro fator que aponta a importância dos fatores 

neurotróficos como BDNF e o NGF e suas vias de sinalização é a sua 

alteração em regiões cerebrais comprometidas por doenças 

neurodegenerativas e psiquiátricas como córtex, hipocampo e a glândula 

pituitária (Goedert et al., 1986; Hefti e Weiner, 1986; Maisonpierre et 

al., 1991; Mariga et al., 2015). 

 

1.4.2 NGF 

 

O NGF é um fator importante para a sobrevivência, crescimento e 

manutenção de tipos específicos de neurônios tanto no SNC como no 

sistema nervoso periférico (SNP) (Allen et al.,2013). Foi primeiramente 

investigada há mais de 60 anos em estudos realizados por Levi-

Montalcini e Hamburguer em 1951. Este fator é sintetizado como um 

precursor, pró-NGF, o qual é clivado para produzir a sua forma ativa, 

fazendo parte da família de Cysteine Knot. Foi o primeiro a ser 

descoberto em 1998 por Yuen et al. 

Sabe-se que o NGF é produzido no córtex e no hipocampo, os quais 

são alvos de projeções neuronais do Cholinergic basal forebrain alguns 

neurônios hipocampais e estriatais (Allen et al., 2013). Estudo realizado 

por Chen et al. (1997) sugere a importância do NGF para a maturação 

entre a interação colinérgica- hipocampo, sendo esta relação uma das 

principais para o surgimento de alguns sintomas observados em 

pacientes com esquizofrenia, tais como o déficit de memória e 

cognitivo. 

 

1.4.3 GDNF 

 
A NT derivada da célula glial (GDNF) foi originalmente isolada a 

partir do sobrenadante de uma linhagem celular de glioma de rato e 

descobriu-se que tinha efeitos pronunciados sobre a sobrevivência de 

neurônios dopaminérgicos (Lin et al., 1993). Ela tem uma especificidade 

relativamente alta para os neurônios dopaminérgicos e, portanto, tem 

potencial significativo para o tratamento da Doença de Parkinson, que é 

predominantemente caracterizada por depleção progressiva das 

populações de células dopaminérgicas do mesencéfalo e também 
relacionando com alguns sintomas observados na esquizofrenia. 

Posteriormente, descobriu-se que o GDNF tem efeitos tróficos e 

protetores sobre neurônios noradrenérgicos no cerébro, bem como 

neurônios motores periféricos, aumentando o seu potencial terapêutico 
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na doença de Huntingon e na esclerose lateral amiotrófica (Zurn et al., 

1994, 1996; Arenas et al., 1995). 

As análises da distribuição tecidual do mRNA de GDNF mostram que 

este é expresso no estriado e no músculo esquelético, os campos alvo 

para neurônios liberados da substância nigra dopaminérgica e neurônios 

motores, respectivamente, sugerindo que o GDNF atue como um fator 

neurotrófico derivado do alvo para esses neurônios ( Allen et al., 2013). 

O GDNF é um potente promotor da sobrevivência neuronal no SNC e 

SNP, e tem demonstrado ter efeitos em várias populações celulares, 

incluindo os gânglios sensoriais e autonômicos, células de Purkinje do 

cerebelo, neurônios do hipocampo, além de noradrenérgicos, 

serotoninérgicos e neurônios colinérgicos. 

A sinalização das NTs através de seus receptores inicia várias vias de 

sinalização, as quais podem ser modificadas por uma série de critérios 

com resultados dependentes de células. A diversidade de seus efeitos 

pode ser observada pelo fato de que tanto o NGF como o BDNF são 

importantes na mediação da dor na periferia, bem como na comunicação 

colinérgico-hipocampal e na formação da memória no cérebro (Cheng e 

Stephen, 2013).  

Diante disso, as NTs têm seu papel cada vez mais estudado em 

pesquisas relacionadas aos transtornos psiquiátricos. Portanto, investigar 

os níveis de neurotransmissores como a dopamina e de fatores 

neurotróficos nas estruturas cerebrais da prole adulta submetida ao 

modelo animal de esquizofrenia, cujas mães foram expostas à fumaça de 

cigarro durante a fase gestacional apresenta extrema relevância, uma vez 

que ainda há carência de estudos. Ademais, levando-se em consideração 

que agressões ambientais no período pré-natal têm demonstrado afetar o 

neurodesenvolvimento da prole e que os mecanismos pelos quais estas 

alterações acontecem ainda permanecem obscuros, a presente pesquisa é 

justificada por auxiliar no avanço para uma melhor compreensão quanto 

aos fatores relacionados à fisiopatologia da esquizofrenia. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar os níveis de dopamina e de fatores neurotróficos em 

estruturas cerebrais de ratos Wistar, machos e fêmeas na fase adulta, 

submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina, 

cujas mães foram expostas à fumaça de cigarro durante o período pré-

natal. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar os níveis de dopamina em soro de ratas mães, as quais 

foram expostas a fumaça do cigarro durante a fase gestacional. 

 

 Avaliar os níveis de dopamina em córtex frontal, hipocampo e 

estriado, da prole adulta machos e fêmeas submetida ao modelo animal 

de esquizofrenia, cujas mães foram expostas à fumaça de cigarro 

durante a fase gestacional. 

 

 Avaliar os níveis de BDNF, NGF e GDNF em córtex frontal, 

hipocampo e estriado, da prole adulta machos e fêmeas submetida ao 

modelo animal de esquizofrenia, cujas mães foram expostas à fumaça de 

cigarro durante a fase gestacional. 
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3MATERIAIS E MÉTODOS 

 
3.1 ANIMAIS 

 
Este estudo é considerado do tipo experimental, utilizando um modelo 

animal. Essa pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética em Pesquisa 

no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul 

Catarinense (UNESC) sob o protocolo 026/2016-1 (Anexo A). Os 

procedimentos foram executados de acordo com o Instituto Nacional de 

Guia de Saúde para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório e as 

recomendações do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA) projetado para minimizar o sofrimento e limitar o 

número de animais utilizados.  

Os procedimentos utilizados para realização deste protocolo foram 

realizados nas dependências do Laboratório Neurociências (Neurolab), 

pertencente à instituição de ensino UNESC. Todos os equipamentos, 

reagentes e drogas necessárias para o cumprimento deste estudo 

estiveram disponíveis ao proponente, não havendo critérios aparentes 

para suspensão ou encerramento da pesquisa.  

Utilizaram-se ratos Wistar, machos e ratas fêmeas adultos, com 

aproximadamente 60 dias de vida, pesando em média 250g a 300g. Os 

animais foram obtidos do Biotério da Universidade e mantidos em 

gaiolas em ciclos de 12h dia-noite, com alimentação e água disponíveis 

e temperatura entre 22± 1º C. 

 

3.2 PROTOCOLO DE EXPOSIÇÃO À FUMAÇA DE CIGARRO 

 

O estudo utilizou um total de 40 ratas Wistar jovens virgens que serão 

mantidas cada uma com um rato Wistar macho para acasalamento 

durante sete dias. A partir do segundo dia de contato com o macho, as 

ratas foram separadas aleatoriamente em dois grupos, o grupo de mães 

controle (MC) (n=10), no qual os animais não receberam a fumaça de 

cigarro, e o grupo de mães expostas (ME), ou seja, que receberam a 

fumaça de cigarro (n=15).  

As fêmeas permaneceram separadas desta forma até o último dia de 

gestação (21 dias). Durante todo este período as ratas do grupo cigarro 

foram expostas à inalação passiva da fumaça de cigarro 3 vezes ao dia 

(8h, 11h e 14h). Sendo que um número de 4 cigarros foi utilizado em 

cada exposição, totalizando 12 cigarros/dia. O cigarro escolhido neste 

protocolo foi o da marca comercial Marlboro® vermelho. Esta escolha 
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foi feita pelas características do produto, alcatrão (10mg), nicotina 

(0,8mg) e monóxido de carbono (10mg). Cada cigarro prosseguirá com 

um tempo de inalação de 6 minutos, com 1 minuto de intervalo entre 

cada queima (quando a exaustão era acionada). Totalizando 72 minutos 

de exposição à fumaça de cigarro por dia (Tabela 1). 

O procedimento foi realizado utilizando-se uma câmara de acrílico 

com dimensões de 30X40X25 cm, localizada no interior de uma capela 

de exaustão. No compartimento foram colocadas 5 ratas por vez, para 

inalação da fumaça de cigarro. A fumaça será levada à câmara, por uma 

seringa de 60 ml, adaptada a uma entrada na mesma. O protocolo de 

exposição acima descrito bem como a escolha do tipo de cigarro foi feita 

com base em estudo anteriormente publicado pelo nosso grupo (Zugno 

et al., 2013). 

Tabela 1: Protocolo da exposição à fumaça de cigarro (Fraga et al., 2013). 

Fonte: do autor, 2017. 

 

Após o período de gestação, os ratos filhotes machos e fêmeas foram 

mantidos junto à mãe para a amamentação por 21 dias. Em seguida, os 

filhotes foram submetidos ao desmame para serem utilizados na vida 

adulta.  

 

3.3 CETAMINA 

 
Após o desmame, a prole adulta permaneceu com alimentação e água 

disponíveis até completarem 60 dias de vida. Ao chegarem à fase adulta, 

esses animais foram divididos em 4 diferentes grupos (Tabela 2) para 

seguir o protocolo de indução do modelo animal de esquizofrenia. 

 

 

 

 

Horários de 

exposição por 

dia 

Qtde de cigarros 

por exposição 

Tempo de 

exposição por 

cigarro (min) 

Intervalo de 

exaustão entre 

cada cigarro (min) 

08:00hs 4 6 1 

11:00hs 4 6 1 

14:00hs 4 6 1 

TOTAL 12 72 3 
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GRUPOS 

Filhote Controle + Salina i.p. (FC-sal) 

Filhote Controle + Cetamina 25 mg/Kg i.p. (FC-cet) 

Filhote Exposto + Salina i.p. (FE-Sal) 

Filhote Exposto + Cetamina 25 mg/Kg i.p. (FE-cet) 

Tabela 2: Separação dos animais por grupo de exposição à fumaça de cigarro 

no período pré-natal e dose para o tratamento com cetamina na fase adulta. 

Fonte: do autor, 2017. 

 

A partir dessa divisão, o protocolo de injeções iniciou-se e os animais 

receberam salina ou cetamina (25 mg/kg), via intraperitoneal (i.p.), 

durante um período de sete dias (tratamento crônico) (Figura 1). A dose 

de cetamina foi preparada em solução salina no volume de 1ml/100g, 

conforme previamente descrito (Becker e Grecksch, 2004; Imre et al., 

2006; Tomiya et al., 2006; Canever et al., 2010). Estudos anteriores, 

inclusive do nosso laboratório, descreveram que diferentes doses 

subanestésicas de cetamina, em modelos animais, levam a sintomas 

análogos aos da esquizofrenia (Reddy e Yao, 1996; De Oliveira et al., 

2009), tais como hiperlocomoção, déficit na interação social e 

comprometimento cognitivo (Hunt et al., 2006; Canever et al., 2010; 

Gama et al., 2012; Zugno et al., 2016). 

Trinta minutos após a última injeção de salina ou cetamina, os animais 

foram mortos por decapitação e as estruturas cerebrais dissecadas em 

córtex pré-frontal, hipocampo e estriado, para posteriores análises 

bioquímicas. 
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Figura 2:Desenho experimental –Foi utilizado um número de 25 ratas Wistar 

que estavam no período gestacional. Estas foram divididas em dois grupos 

distintos: Mães Controle (MC) que não foram expostas à fumaça de cigarro 

durante o período pré-natal, e Mães Expostas à fumaça de cigarro (ME). Os 

filhotes machos e fêmeas provenientes de MC e ME foram subdivididos em 4 

diferentes grupos e receberão tratamento crônico (sete dias) com salina ou 

cetamina (25 mg/kg) via i.p. de acordo com seu respectivo grupo. Essa 

subdivisão será realizada aos 60 dias de vida da prole (fase adulta). Após a 

última injeção, os animais serão mortos por decapitação e as estruturas cerebrais 

dissecadas para as análises bioquímicas. Fonte: do autor, 2017. 

 

Os animais utilizados neste experimento foram descartados, 

acondicionados em saco branco leitoso e conduzidos para o freezer 

(conservação) na Universidade. Posteriormente, serão coletados e 

transportados por empresa terceirizada. Os resíduos serão tratados 

fisicamente e em seguida encaminhados para disposição final em aterro 

sanitário. Procedimentos realizados conforme RDC nº 306/2004 da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). 
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3.4 ANÁLISES NEUROQUÍMICAS 

 

3.4.1 Condições Cromatográficas para dosagem de monoaminas-

CLAE 

 
O método cromatográfico proposto por De Benedetto, et al (2014) 

com adaptações. A separação cromatográfica foi realizada com Coluna 

de fase reversa, Ascentis® C18 (250 mm x 2.1 mm 5 µm; Supelco®, 

USA), e sistema cromatográfico composto por uma bomba de 

distribuição da fase móvel LC-20AT acoplada a um autosampler SIL-

20AHT, e um detector de fluorescência  RF-20A;  Shimadzu (Kyoto, 

Japan), o software para aquisição de dados em cromatografia foi 

LCSolution.  As amostras tiveram volume de injeção de 20 µL, com 

temperatura de análise de 35 °C. A taxa de bombeamento da fase móvel 

foi de 0,3 mL/min. A detecção por fluorescência, monitorados nos 

comprimentos de onda de excitação em 279 nm e de emissão 320 nm. O 

perfil da fase móvel foi isocrático: tampão acetato (pH 3,5, ácido acétido 

12 mM, 0,26 mM EDTA) e metanol (86:14, v/v). Os picos foram 

identificados e quantificados por comparação do seu tempo de retenção 

na solução da amostra com a da solução padrão, por meio de curva de 

calibração. 

 

3.4.2 Níveis Cerebrais de BDNF, NGF e GDNF 

 
Os níveis de BDNF, NGF e GDNF foram avaliados no córtex frontal, 

hipocampo, estriado, BO e medidos por ensaio imunoenzimático, 

utilizando-se kits comerciais de acordo com as instruções do fabricante 

(R&DSystems, Inc. – USA). Resumidamente, as estruturas cerebrais 

foram homogeneizadas em tampão fosfato (PBS) com 1 mM de flúor 

fenilmetilsulfonil (PMSF) e etileno glicol 1mM bis (2aminoetil éter)-N, 

N, N'N' ácido tetra acético (EGTA). Placas de microtitulação (96 poços 

de fundo plano) foram revestidas por 24h com o anticorpo de captura. 

No dia seguinte, as placas foram lavadas três vezes com o reagente de 

lavagem (wash buffer) e, após, adicionado o reagente diluente por 1h. 

Em seguida, as placas foram lavadas novamente e, em seguida, foram 

adicionadas as amostras e o padrão para realização da curva por 2h. As 

placas foram lavadas e incubadas com os anticorpos de detecção (anti-

BDNF e anti-NGF e anti-GDNF) por 2h em temperatura ambiente. Após 

a lavagem, adicionou-se a estreptavidina por 20 minutos, evitando-se o 

contato com a luz. Novamente, as placas foram lavadas e foi adicionada 
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a solução de substrato por mais 20 minutos, sendo que as placas foram 

guardadas no escuro. Após 20 minutos adicionou-se a solução de parada 

e finalmente foi realizada a leitura das placas em 450nm. A proteína 

total foi medida pelo método de Lowry (1951) usando soro albumina 

bovina como padrão. 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises dos níveis de dopamina e padrões epigenéticos serão 

realizadas pela análise de variância (ANOVA) de uma via, 

acompanhada pelo post hoc Tukey quando F for significativo. Os dados 

serão expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M).  

Em todas as análises, valores de p<0,05 serão considerados 

significativos estatisticamente. Dois programas serão utilizados para a 

realização das análises estatísticas: Statistical Package for the Social 
Science (SPSS) e o software Estatística 7.0. 
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4 RESULTADOS 

 
4.1 NÍVEIS DE DOPAMINA 

 

 

Figura 3: A figura 3 representa os níveis de dopamina sobre o efeito da 

exposição pré-natal à fumaça de cigarro em ratas fêmeas. Os valores foram 

expressos como média ± EPM (Erro Padrão da Média), sendo considerados 

significativos valores de p<0,05, n=3. 

 

A figura 3 representa os níveis de dopamina em soro das 

ratas fêmeas mães expostas (grupo cigarro) ou não expostas (grupo 

controle) à fumaça de cigarro durante o período gestacional. O teste 

T de Student demonstrou que não houve diferença significativa entre 

os grupos controle e cigarro. [t(1,2)=1,42 p= 0,27] 
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Figura 4: A figura 4 representa os níveis de dopamina sobre o efeito da 

exposição pré-natal à fumaça de cigarro e/ou da cetamina na fase adulta (dose 

de 25mg/kg) em ratos machos. Os valores foram expressos como média ± EPM 

(Erro Padrão da Média), sendo consider ados significativos valores de p<0,05, 

n=6. * diferente do grupo de filhotes controle + salina (FC-sal). Fonte: do autor, 

2017. 

 

A figura 4 apresenta os resultados referentes aos níveis de dopamina 

nas estruturas cerebrais, córtex frontal e estriado, da prole adulta de 

machos cujas mães foram expostas ou não à fumaça de cigarro durante a 

fase gestacional. A prole adulta, machos e fêmeas, foi agrupada 

conforme os seguintes tratamentos: Grupo controle (salina); Grupo 

cetamina; Grupo cigarro e Grupo cigarro+cetamina. ANOVA de uma 

via demonstrou que houve diferença significativa entre os grupos 

cigarro e cigarro+cetamina [F(3,19)= 6,86 p=0,003] quando comparados 

ao grupo controle no córtex frontal e não revelou diferença na estrutura 

do estriado [F(3,17)=2,431 p=0,101]. De fato, a Figura 4 indica que os 

animais machos adultos, tratados ou não com cetamina, cujas mães 

foram expostas à fumaça de cigarro durante a fase pré-natal 
apresentaram um aumento nos níveis de dopamina em relação ao grupo 

controle no córtex frontal. Contudo, no estriado, ANOVA de uma via 

não revelou nenhuma diferença estatística entre os grupos analisados. 
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Figura 5: A figura 5 representa os níveis de dopamina sobre o efeito da 

exposição pré-natal à fumaça de cigarro e/ou da cetamina na fase adulta (dose 

de 25mg/kg) em ratas fêmeas. Os valores foram expressos como média ± EPM 

(Erro Padrão da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, 

n=6. * diferente do grupo de filhotes controle + salina (FC-sal). Fonte: do autor, 

2017. 

 

A figura 5 retrata os níveis de dopamina nas estruturas cerebrais, 

córtex [F(3,14)= 1,033 p =0,408],  frontal e estriado F(3,15) = 0,333 p= 

0,802], da prole adulta de fêmeas cujas mães foram expostas ou não à 

fumaça de cigarro durante a fase gestacional. ANOVA de uma via não 

demonstrou diferença significativa entre os grupos controle, cetamina, 

cigarro e cigarro+cetamina para os níveis de dopamina em ambas as 

regiões cerebrais avaliadas. 

Em geral, os achados acima apontam que à exposição materna à 

fumaça de cigarro durante a gestação foi capaz de aumentar os níveis de 

dopamina apenas no córtex frontal da prole de ratos machos. Entretanto, 

no estriado, à exposição à fumaça de cigarro na fase pré-natal, bem 

como o tratamento com cetamina na prole adulta associado ou não à 

fumaça de cigarro, não foi capaz de alterar os níveis de dopamina na 

prole de machos e fêmeas adultos.  
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4.2 NÍVEIS DE BDNF 

 

 

Figura 6: A figura 6 representa os níveis de neurotrofinas BDNF sobre o efeito 

da exposição pré-natal à fumaça de cigarro e/ou da cetamina na fase adulta 

(dose de 25mg/kg) em ratos machos. Os valores foram expressos como média ± 

EPM (Erro Padrão da Média), sendo considerados significativos valores de 

p<0,05, n=6. * diferente do grupo de filhotes controle + salina (FC-sal. Fonte: 

do autor, 2017. 

 

A figura 6 representa os níveis de BDNF no córtex frontal [F(3,18) = 

0,242 p = 0,866 (, estriado [F[(3,16) = 3,246 p=0,05  e hipocampo 

[F(3,18)=0,390 p=0,761, respectivamente, da prole adulta de machos 

cujas mães foram expostas ou não à fumaça de cigarro durante a fase 

gestacional. ANOVA de uma via não revelou diferença estatística entre 

os grupos controle, cetamina, cigarro e cigarro+cetamina para os níveis 

de BDNF dos animais machos nas estruturas cerebrais avaliadas. 
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Figura 7: A figura 7 representa os níveis de neurotrofinas BDNF sobre o efeito 

da exposição pré-natal à fumaça de cigarro e/ou da cetamina na fase adulta 

(dose de 25mg/kg) em ratas fêmeas. Os valores foram expressos como média ± 

EPM (Erro Padrão da Média), sendo considerados significativos valores de 

p<0,05, n=6. * diferente do grupo de filhotes controle + salina (FC-sal). # 

diferente do grupo de filhotes expostos + salina (FE-sal). FC-sal (filhotes 

controle tratados com salina), FC-cet (filhotes controle tratados com cetamina), 

FE-sal (filhotes expostos tratados com salina), FE-cet (filhotes expostos tratados 

com cetamina). Fonte: do autor, 2017. 

 

Na Figura 7 são apresentados os níveis de BDNF no córtex frontal 

[F(3,18) = 1,273 p=0,313, estriado [F(3,19) = 9,103 p=0,001 e 

hipocampo [F(3,18)= 1,554 p= 0,235 , respectivamente, da prole adulta 

de fêmeas cujas mães foram expostas ou não à fumaça de cigarro 

durante a fase gestacional. No estriado, foi observado um aumento 

significativo nos níveis de BDNF da prole adulta de fêmeas tratadas 

com cetamina, cujas mães foram expostas à fumaça de cigarro (grupo 

cigarro+cetamina). Este achado foi comprovado por ANOVA de uma 

via, o qual demonstrou diferença estatística nos níveis desta NT para o 

grupo acima quando comparado ao grupo controle,sugerindo um 

possível efeito da exposição materna à fumaça de cigarro na fase pré-

natal com a administração de cetamina na vida adulta da prole de 

fêmeas, apenas no estriado. Para as demais estruturas cerebrais 

analisadas, ANOVA de uma via revelou que não houve diferença 
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estatística entre os grupos controle, cetamina, cigarro e 

cigarro+cetamina na prole de ratas fêmeas. 

 

4.3 NÍVEIS DE NGF 

 

 

Figura 8: A figura 8 representa os níveis de neurotrofinas NGF sobre o efeito 

da exposição pré-natal à fumaça de cigarro e/ou da cetamina na fase adulta 

(dose de 25mg/kg) em ratos machos. Os valores foram expressos como média ± 

EPM (Erro Padrão da Média), sendo considerados significativos valores de 

p<0,05, n=6. * diferente do grupo de filhotes controle + salina (FC-sal). # 

diferente do grupo de filhotes expostos + salina (FE-sal). FC-sal (filhotes 

controle tratados com salina), FC-cet (filhotes controle tratados com cetamina), 

FE-sal (filhotes expostos tratados com salina), FE-cet (filhotes expostos tratados 

com cetamina). Fonte: do autor, 2017. 

 
A figura 8 representa os níveis de NGF no córtex frontal [F(3,16) = 

0,832 p=0,496 , estriado[F(3,17) = 1,901 p=0,168  e hipocampo [F(3,17) 

= 0,080 p=0,993, respectivamente, da prole de machos adulta cujas 

mães foram expostas ou não à fumaça de cigarro durante a fase 

gestacional. ANOVA de uma via não apontou diferença significativa 

nos níveis de NGF para os ratos machos dos grupos controle, cetamina, 

cigarro e cigarro+cetamina nas três estruturas cerebrais avaliadas. 
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Figura 9: A figura 9 representa os níveis de neurotrofinas NGF sobre o efeito 

da exposição pré-natal à fumaça de cigarro e/ou da cetamina na fase adulta 

(dose de 25mg/kg) em ratas fêmeas. Os valores foram expressos como média ± 

EPM (Erro Padrão da Média), sendo considerados significativos valores de 

p<0,05, n=6. * diferente do grupo de filhotes controle + salina (FC-sal). # 

diferente do grupo de filhotes expostos + salina (FE-sal). FC-sal (filhotes 

controle tratados com salina), FC-cet (filhotes controle tratados com cetamina), 

FE-sal (filhotes expostos tratados com salina), FE-cet (filhotes expostos tratados 

com cetamina). Fonte: do autor, 2017. 

 

A figura 9 retrata os níveis de NGF no córtex frontal [F(3,15) = 4,227 

p= 0,023, estriado [F(3,20) = 18,71 p=0,001  e hipocampo [F(3,17) = 

3,891 p=0,028, respectivamente, na prole adulta de fêmeas cujas mães 

foram expostas ou não à fumaça de cigarro durante a fase gestacional. 

No córtex frontal, ANOVA de uma via revelou diferença significativa 

entre os grupos cigarro e controle. Isto indica que à exposição à fumaça 

de cigarro nas ratas mães durante a gestação foi capaz de aumentar os 

níveis de NGF na prole de fêmeas adultas, sugerindo um possível efeito 

da exposição materna à fumaça de cigarro na vida tardia destes animais. 

A prole adulta de fêmeas tratadas com cetamina, cujas mães foram 

expostas à fumaça de cigarro durante a fase pré-natal apresentaram um 

aumento significativo nos níveis de NGF no estriado e hipocampo. Tais 
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resultados foram comprovados por ANOVA de uma via, o qual 

demonstrou diferença estatística entre os grupos cigarro+cetamina em 

relação ao grupo controle, no estriado e hipocampo respectivamente. 

 

4.4 NÍVEIS DE GDNF 

 

 

Figura 10: A figura 10 representa os níveis de neurotrofinas GDNF sobre o 

efeito da exposição pré-natal à fumaça de cigarro e/ou da cetamina na fase 

adulta (dose de 25mg/kg) em ratos machos. Os valores foram expressos como 

média ± EPM (Erro Padrão da Média), sendo considerados significativos 

valores de p<0,05, n=6. * diferente do grupo de filhotes controle + salina (FC-

sal). # diferente do grupo de filhotes expostos + salina (FE-sal). FC-sal (filhotes 

controle tratados com salina), FC-cet (filhotes controle tratados com cetamina), 

FE-sal (filhotes expostos tratados com salina), FE-cet (filhotes expostos tratados 

com cetamina). Fonte: do autor, 2017. 

 
A figura 10 representa os níveis de GDNF no córtex frontal 

[F(3,12)=0,869 p=0,484 , estriado [F(3,13) = 3,198 p=0,059 e 

hipocampo [F(3,15)=0,721 p=0,555 , respectivamente, da prole de 

machos adulta cujas mães foram expostas ou não à fumaça de cigarro 
durante a fase gestacional. ANOVA de uma via não revelou qualquer 

diferença estatística nos níveis de GDNF para os animais dos grupos 

controle, cetamina, cigarro e cigarro+cetamina nas estruturas cerebrais 

avaliadas acima.  
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Figura 11: A figura 11 representa os níveis de neurotrofinas GDNF sobre o 

efeito da exposição pré-natal à fumaça de cigarro e/ou da cetamina na fase 

adulta (dose de 25mg/kg) em ratas fêmeas. Os valores foram expressos como 

média ± EPM (Erro Padrão da Média), sendo considerados significativos 

valores de p<0,05, n=6. * diferente do grupo de filhotes controle + salina (FC-

sal). # diferente do grupo de filhotes expostos + salina (FE-sal). FC-sal (filhotes 

controle tratados com salina), FC-cet (filhotes controle tratados com cetamina), 

FE-sal (filhotes expostos tratados com salina), FE-cet (filhotes expostos tratados 

com cetamina). Fonte: do autor, 2017. 

 

Na Figura 11 são apresentados os níveis de GDNF no córtex frontal 

[F(3,15)=2,555 p=0,094 , estriado [F(3,13)=21,91 p=0,001  e 

hipocampo [F(3,17) = 10,681 p=0,001 , respectivamente, da prole adulta 

de fêmeas cujas mães foram expostas ou não à fumaça de cigarro 

durante a fase gestacional. No estriado e hipocampo, observou-se um 

aumento significativo nos níveis de GDNF nas ratas fêmeas adultas 

tratadas com cetamina, cujas mães foram expostas à fumaça de cigarro 

durante a gestação (grupo cigarro+cetamina). Este resultado foi 

comprovado por ANOVA de uma via, o qual revelou diferença 
estatística entre os grupos cigarro+cetamina e controle, no estriado e 

hipocampo respectivamente. No hipocampo, ANOVA de uma via 

também revelou que a prole adulta de fêmeas cujas mães foram expostas 

à fumaça de cigarro (grupo cigarro) apresentou diferença significativa 

quando comparado ao grupo controle. 
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Tais achados parecem sugerir que tanto à exposição materna à fumaça 

de cigarro isolada como associada à administração de cetamina na vida 

adulta das ratas fêmeas foi capaz de aumentar os níveis de GDNF em 

estruturas cerebrais, indicando um possível efeito de ambos fatores, 

isolados ou combinados, sobre os níveis desta NT na vida adulta das 

ratas fêmeas. Por fim, ANOVA de uma via não apontou nenhuma 

diferença significativa nos níveis de GDNF na prole de ratas fêmeas dos 

grupos controle, cetamina, cigarro e cigarro+cetamina no córtex frontal.  
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5 DISCUSSÃO 

 

A esquizofrenia é considerada um transtorno debilitante que resulta da 

combinação de fatores hereditários e ambientais (Van Os et al., 2010). 

Com ênfase, este transtorno tem sido vinculado aos fatores estressantes 

ocorridos durante a vida intrauterina e o período pós-natal precoce 

(Weinberger, 1995; Cannon et al., 2002). Com a evolução do cérebro 

humano em relação a sua sensibilidade ao meio, o indivíduo possui uma 

flexibilidade comportamental mediante às alterações ambientais 

frequentes. Assim, o fator genético vem sendo associado às síndromes 

psicóticas intercedido por esta sensibilidade, uma vez que alguns 

eventos estressores, tais como o uso materno de substâncias tóxicas 

durante a gestação como o (cigarro), bem como a exclusão social na 

infância podem ter efeitos no neurodesenvolvimento e/ou 

desenvolvimento neuronal ao longo da vida e influenciar na 

fisiopatologia da esquizofrenia na vida jovem-adulta  (Van Os et al., 

2010). 

Sabendo da associação entre fatores ambientais durante o período pré-

natal e a susceptibilidade para o desenvolvimento da esquizofrenia, o 

presente estudo investigou os níveis de dopamina e fatores neurotróficos 

nas estruturas cerebrais de ratos Wistar, machos e fêmeas na fase adulta, 

submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina, 

cujas mães foram expostas à fumaça de cigarro durante o período pré-

natal. 

Está bem descrito que a fumaça do cigarro contém compostos 

bioativos  capazes de causar alterações no desenvolvimento cerebral e 

induzir mudanças neuroquímicas irreversíveis (Naeye, 1992; Slotkin, 

1999). Alguns destes compostos são psicoativos (Rose, 2006), como é o 

caso da nicotina, a qual tem a capacidade de cruzar a barreira placentária 

e desencadear irregularidades no crescimento e no comportamento da 

prole (Vaglenova et al., 2008). O uso da nicotina durante a gestação tem 

um impacto negativo sobre a saúde materna e da prole. Em modelos 

animais, o uso da nicotina aumentou a resistência vascular e reduziu o 

fluxo de sangue intrauterino(Benowitz, 1991., Xiao et al., 2007). A 

utilização da nicotina como alternativa ao cigarro durante a gestação foi 

investigada por Pauly e colaboradores (2008). Os autores verificaram 
que a utilização da nicotina causou alterações em mediadores 

neuroquímicos como a dopamina, glutamato e também GABAérgicos e 

induziu um comportamento patológico na prole como déficit em 

memória espacial e tempo de reação. 
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Todavia, não se pode considerar apenas a nicotina como o único fator 

agravante da utilização do cigarro durante a gestação, haja vista que 

mais de 2500 outras substâncias diretamente tóxicas são encontradas em 

cigarros comuns, tais como amônia, hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos, cianeto de hidrogênio, cloreto de vinil e óxido de 

nitrogênio, dentre outras (Tuthill et al., 1999). Assim, tanto a mãe como 

a prole estão expostas a múltiplas potenciais toxinas quando o cigarro é 

utilizado durante a fase gestacional.Apesar disso, estudo realizado por 

Quinn e colegas (2017) demonstrou recentemente que a associação do 

uso de cigarro materno, isto é, durante todo o período pré e pós-natal 

não apresentou relação com o desenvolvimento de doenças mentais 

severas. No entanto, os autores acima enfatizam que o ambiente familiar 

é um importante fator de risco para o desenvolvimento de transtornos 

mentais na prole. 

É sabido que o SNC se desenvolve rapidamente durante a vida pós-

natal fetal e precoce. Dada a natureza dinâmica e vulnerável dos 

processos de desenvolvimento, este período de morfogênese 

provavelmente será sensível a agressões ambientais (Slotkin et al., 2002; 

Balsevich et al., 2014). Pouco se sabe sobre como a exposição prévia e 

precoce ao tabagismo pré e pós-natal influencia no desenvolvimento do 

cérebro. Todavia, estudos emergentes têm reforçado que os 

neurotransmissores estão alterados nos animais que foram expostos ao 

cigarro e também a adesivos de nicotina como uma alternativa ao 

cigarro (Slotkin et al., 2002; Slotkin et al., 2006; Parameshwaran et al., 

2012).  

Nesta perspectiva, o presente estudo observou que os ratos machos 

adultos tratados ou não com cetamina (modelo animal de esquizofrenia), 

cujas mães foram expostas à fumaça de cigarro durante a fase pré-natal 

apresentaram um aumento nos níveis de dopamina no córtex frontal. 

Este achado é consistente aos estudos realizados por (Slotkin et al. 2002; 

2006) e (Parameshwaran et al. 2012), uma vez que não apenas os 

animais expostos diretamente ao cigarro apresentam alterações nos 

neurotransmissores, mas conforme verificado no presente estudo, a 

exposição materna à fumaça de cigarro durante a gestação, assim como 

a exposição das mães à fumaça de cigarro na fase pré-natal associada à 

administração de cetamina na vida adulta destes animais foi capaz de 
alterar os níveis de dopamina na prole adulta de machos, demonstrando 

um efeito persistente do cigarro na vida tardia destes animais. 

Está bem descrito que a cetamina, um antagonista do receptor NMDA, 

é usada para fins anestésicos, terapêuticos e, ainda, como uma droga de 

abuso (Morgan et al., 2012). Evidências recentes sugerem que a 
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cetamina pode não apenas afetar os sistemas de glutamato, mas também 

atuar sobre os receptores nos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico 

(Niester et al., 2014), o que justifica ao menos em parte, o aumento dos 

níveis de dopamina nos animais deste estudo (grupo cigarro e grupo 

cigarro+cetamina), cujas mães foram expostas à fumaça de cigarro 

durante a gestação. Ademais, já foi demonstrado por Moylan et al. 

(2013) e Zugno et al. (2017) que o uso materno de cigarro durante a fase 

gestacional, bem como no período pós-natal (Wu et al., 2016) pode 

contribuir para a fisiopatologia de possíveis transtornos psiquiátricos e 

doenças mentais na vida adulta da prole.  

Adicionalmente, o mesmo grupo revelou que o cigarro durante o 

período pré-natal pode afetar o comportamento e as estruturas 

colinérgicas cerebrais durante a idade adulta da prole (Zugno et al., 

2017). De fato, esta pesquisa de Zugno et al., 2017 demonstrou que a 

exposição materna à fumaça de cigarro durante a fase gestacional 

associada à administração de cetamina na prole adulta foi capaz de 

induzir sintomas positivos (hiperlocomoção), negativos (aumentou o 

tempo de latência para o primeiro contato entre os animais no teste de 

interação social) e déficits cognitivos, evidenciados através do teste de 

esquiva inibitória (déficit na memória de trabalho, de curto e longo 

prazo) e do teste de inibição por pré-pulso do reflexo de sobressalto (IPP 

– déficit no filtro sensório-motor). Adicionalmente, Zugno e 

colaboradores (2017) observaram alterações bioquímicas induzidas pela 

exposição materna à fumaça de cigarro na fase pré-natal no cérebro da 

prole adulta submetida ao modelo de esquizofrenia. Verificaram um 

aumento na atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) no córtex, 

hipocampo e estriado, bem como um aumento na atividade da colina 

acetiltransferase (ChAT) no córtex e estriado.  

De fato, os resultados de Zugno et al. (2017) sugerem que a fase de 

desenvolvimento pré-natal sofre influências provenientes de agressões 

ambientais, como o tabagismo no período gestacional. Fatores de risco 

ambiental podem desencadear alterações na atividade enzimática, 

essencial para o desenvolvimento normal do SNC do feto, bem como 

gerar alterações comportamentais na fase adulta, possivelmente devido a 

modificações neuroquímicas presentes no transtorno. Porém, estas 

alterações neuroquímicas e comportamentais não são ainda 
completamente entendidas, justificando novos estudos e a análise de 

outros marcadores que possam contribuir com o aprofundamento de 

resultados já existentes. 

Seguindo esse mesmo modelo, o estudo atual avaliou os níveis de 

BDNF, NGF e GDNF nas estruturas cerebrais, córtex frontal, 
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hipocampo e estriado, da prole adulta submetida ao modelo animal de 

esquizofrenia, cujas mães foram expostas à fumaça de cigarro durante a 

fase gestacional. Os fatores neurotróficos são importantes moléculas 

sinalizadoras durante os estágios de neurodesenvolvimento, sendo 

algumas de suas funções a proliferação, diferenciação e migração 

cerebral. Além disso, as NTs influenciam à saúde neuronal e a 

manutenção sináptica, não só na fase neurodesenvolvimental, mas 

durante a vida adulta (Rybakowski et al., 2008). Os resultados da 

presente pesquisa para os níveis de BDNF, NGF e GDNF nas estruturas 

cerebrais, córtex frontal, estriado e hipocampo da prole adulta de 

machos cujas mães foram expostas à fumaça de cigarro na fase 

gestacional não apontou qualquer achado significativo. Entretanto, para 

a prole de fêmeas tratadas com cetamina na vida adulta, cujas mães 

foram expostas à fumaça de cigarro durante a gestação (grupo 

cigarro+cetamina), foi observado um aumento significativo nos níveis 

das três NTs (BDNF, NGF e GDNF) avaliadas, particularmente no 

estriado e hipocampo destes animais.  

Os achados acima para as ratas fêmeas adultas podem sugerir uma 

tentativa de compensação de algum dano causado previamente nestes 

animais, uma vez que alterações nos níveis de NTs podem produzir 

efeitos duradouros sobre os processos neurotróficos (número de 

neurônios e sinapses) que influenciam a maturação neuronal e a 

plasticidade na vida tardia (Vicario-Abejón et al., 2002). Além disso, 

fatores estressores durante a gestação, como o tabagismo, podem causar 

modificações nos níveis de NTs e predispor o aparecimento de 

transtornos psiquiátricos na prole adulta (Dammann et al., 2002; 

Shintani, 1999).  

Wu e colaboradores (2016) verificaram que mesmo após a exposição à 

fumaça do cigarro durante o período pós-natal, a expressão gênica de 

NGF e a expressão da sua proteína foram aumentadas em tecidos 

pulmonares e líquido alveolar, respectivamente. Ainda corroborando 

com estes resultados, um estudo realizado por Xiao e colegas (2015) 

procurou encontrar o período em que o cérebro está mais suscetível a 

alterações que podem ser causadas pela fumaça do cigarro, apesar da 

utilização de diferentes protocolos para a exposição à fumaça do cigarro, 

os resultados encontrados por Xiao corroboram com os do presente 
estudo na prole adulta de machos mostrando alterações não 

significativas nos niveis de BDNF em córtex frontal e hipocampo. 

Urrego e colegas (2009) relacionaram o uso crônico da nicotina com 

os níveis de NGF e, após a realização dos protocolos, tanto a expressão 

de NGF quanto a expressão de seu receptor aumentaram em tecidos 
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pulmonares. Apesar da maioria dos estudos realizados com nicotina 

avaliarem os níveis de NGF nas vias aéreas, pelo fato do tabagismo estar 

relacionado ao aparecimento da asma, a pesquisa de Urrego e colegas 

(2009) vem ao encontro dos achados do presente estudo, uma vez que os 

níveis de NGF também aumentaram no córtex frontal e hipocampo da 

prole adulta de fêmeas tratadas com cetamina, cujas mães foram 

expostas à fumaça de cigarro na fase pré-natal (grupo 

cigarro+cetamina). 

Estudos clínicos e pré-clínicos demonstram que o GDNF promove o 

desenvolvimento de neurônios e desempenha um papel importante na 

patogênese de distúrbios do humor (Barbosa et al., 2011; Tunca et al., 

2014; Tunca et al., 2015). Portanto, quanto aos níveis de GDNF 

avaliados neste estudo foi observado um aumento deste marcador no 

estriado e hipocampo de ratas fêmeas adultas do grupo 

cigarro+cetamina, bem como nas ratas fêmeas do grupo cigarro, porém 

apenas no hipocampo.  

De modo geral, os resultados encontrados no presente estudo para a 

prole adulta de machos e fêmeas diferiram, tanto nos níveis de 

dopamina, como nas NTs. Foi observado que os animais machos 

adultos, tratados ou não com cetamina, cujas mães foram expostas à 

fumaça de cigarro durante a fase pré-natal apresentaram um aumento 

nos níveis de dopamina no córtex frontal, enquanto a prole de ratas 

fêmeas não apresentou alterações neste marcador bioquímico. Todavia, 

para as NTs, verificou-se um aumento significativo nos níveis de 

BDNF, NGF e GDNF, em especial, nas ratas fêmeas dos grupos cigarro 

e cigarro+cetamina, principalmente no estriado e hipocampo destes 

animais.  

Neste sentido, Weinstock (2007) e Schwendener et al. (2009) 

reforçam que os gêneros podem diferir quanto à sensibilidade das áreas 

cerebrais em desenvolvimento e aos hormônios do estresse, 

manifestando diferentes respostas mediante à exposição de uma mesma 

situação estressora.  

Em geral, Weinstock (2007) confirma que a presença de um agente 

estressor na fase gestacional é capaz de comprometer o desenvolvimento 

do sistema límbico e do eixo HPA fetal, resultando em comportamento 

ansiogênico e depressivo, além de déficits de aprendizagem e atenção na 
vida tardia da prole. No entanto, ressalta que tais características variam 

conforme o gênero (sexo), intensidade e momento em que a mãe sofre o 

estresse (fase pré ou pós-natal). 

Sabe-se que o estresse materno aumenta os níveis de corticosterona no 

cérebro-fetal, diminui a testosterona no feto e a atividade da aromatase 
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cerebral em homens e, ainda, altera a atividade das catecolaminas no 

cérebro das fêmeas. Assim, os déficits de aprendizagem, as reduções na 

neurogênese hipocampal, na potenciação de longa duração (LTP) e na 

densidade das espinhas dendríticas no córtex pré-frontal são mais 

facilmente observados em homens com ansiedade pré-natal, enquanto a 

ansiedade, a depressão e o aumento da resposta do eixo HPA para o 

estresse são mais prevalentes em mulheres. Estes achados parecem 

sugerir  que os machos são mais vulneráveis ao estresse pré-natal, o que 

implica em déficits cognitivos na vida tardia, enquanto as fêmeas são 

mais propensas ao desenvolvimento de transtornos afetivos quando 

expostas ao estresse pós-natal ou ao estresse no decorrer da vida 

(Weinstock, 2007).  

Deste modo, os achados acima podem, ao menos parcialmente, 

explicar a divergência dos resultados entre machos e fêmeas no presente 

estudo. O aumento dos níveis de dopamina na prole de machos pode 

estar relacionado ao fato de que este gênero tende a ser mais vulnerável 

ao estresse pré-natal, o que justifica essa pior resposta dos níveis de 

dopamina nestes animais. Todavia, o aumento dos níveis de fatores 

neurotróficos (BDNF, NGF, GDNF) nas ratas fêmeas adultas, pode ser 

explicado como uma ação neuroprotetora, visto que as fêmeas são mais 

propensas ao estresse pós-natal ou ao estresse no decorrer da vida e, 

portanto, responderam melhor ao estresse materno gerado durante a fase 

gestacional.  

Em adição, estudos têm demonstrado que pacientes do sexo feminino 

com esquizofrenia tendem a ter um curso mais benigno e melhores 

resultados do que os homens. Uma explicação proposta é a influência 

diferencial dos hormônios sexuais masculinos e femininos, incluindo 

estrogênio, progesterona, testosterona e desidroepiandrosterona (DHEA) 

e seu sulfato (DHEAS). Esse benefício pode ser mediado por seus 

efeitos em neurotransmissores e neuroproteção. Além dos níveis 

alterados de estrogênio e DHEA / DHEAS em pacientes do sexo 

feminino, os dados são discrepantes nas diferenças hormonais entre 

pacientes e controles (Silva e Ravidran, 2015).  

No entanto, estudos têm verificado uma correlação, principalmente 

negativa entre os níveis de estrogênio e a gravidade dos sintomas da 

esquizofrenia em ambos os gêneros e, uma correlação positiva entre os 
níveis de estrogênio e a neurocognição, principalmente em mulheres 

(Canuso et al., 2002). De modo geral, os dados sobre o impacto dos 

hormônios sexuais no curso clínico ou como tratamento para a 

esquizofrenia são limitados, entretanto, o estrogênio tem uma maior 
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evidência de influência positiva e benefício clínico (Di Michele et al., 

2005; Gallagher et al., 2007; Yıldırım et al., 2011). 

Han et al. (2012) comparou pacientes esquizofrênicos homens e 

mulheres com controles positivos e observou que os homens 

apresentaram um maior déficit cognitivo quando comparado às 

mulheres, porém apenas neste parâmetro. Outros fatores que têm sido 

levados em consideração para explicar esta possível diferença entre 

machos e fêmeas são fatores genéticos (Han et al., 2012). Chase et al. 

(2015) verificaram que pacientes homens expressaram níveis mais altos 

de G9α, SETDB1 mRNA e H3K9me2, os quais são fatores genéticos 

relacionados ao maior surgimento de sintomas da esquizofrenia 

juntamente com a pré-disposição do desenvolvimento de transtornos. 

Tudo isso leva à compreensão de que os machos têm maior apresentação 

dos sintomas e, ainda, uma pior qualidade de vida (Chase et al., 2015). 

Diante de tudo, considerando que diferentes trabalhos enfatizam o 

possível envolvimento e alteração da dopamina, bem como das 

neutrofinas na esquizofrenia, as diferenças observadas no presente 

estudo entre a prole de animais machos e fêmeas adulta para estes 

marcadores podem estar relacionadas às respostas distintas de gênero ao 

tabagismo pré-natal, uma vez que machos e fêmeas podem manifestar 

diferentes respostas mediante à exposição de uma mesma situação 

estressora. 
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6 CONCLUSÃO 

Este estudo investigou os níveis de dopamina nas mães e prole adulta 

e também níveis neuroquímicos de neurotrofinas da prole adulta de ratas 

Wistar submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por 

cetamina, cujas mães foram expostas à fumaça de cigarro no período 

pré-natal. Pode-se concluir que a exposição à fumaça do cigarro seguido 

do protocolo de indução a esquizofrenia utilizando a cetamina mostrou 

alterações nos níveis de dopaminas em córtex de ratos machos dos 

grupos Cigarro e cigarro+cetamina, e também alterações em ratas 

fêmeas quando analisado neurotrofinas, para BDNF tivemos alterações 

no grupo cigarro+cetamina no estriado, NGF tivemos alterações no 

grupo cigarro no córtex, no estriado e hipocampo tivemos alterações no 

grupo cigarro+cetamina para níveis de GDNF tivemos alterações no 

estriado no grupo cigarro+cetamina, e no hipocampo nos grupos cigarro 

e cigarro+cetamina. 

Diante disso e de estudos citados acima, enfatiza-se a necessidade de 

novos estudos que possam ajudar a compreender a natureza destes 

resultados, outros parâmetros podem ser avaliados como padrões 

epigenéticos principalmente pela diferença entra os sexos que foram 

visualizadas neste trabalho, uma exploração da cascata de liberação da 

dopamina como expressão de seu receptor, dopamina pré e pós 

sináptica, todos estes devem ser investigados para um melhor 

entendimento da participação do cigarro durante o período  gestacional e 

da cetamina no aparecimento da esquizofrenia. 
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