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RESUMO

A esquizofrenia ¢ uma desordem psiquiatrica, cuja causa ¢ uma conjuncao de fatores
genéticos, ambientais e do desenvolvimento. Os individuos com esta doenga apresentam
um quadro clinico caracterizado por sintomas positivos (psicose, alucinacdes e delirios),
negativos (depressdo, pensamento e fala desordenados e perda de interesse social) e
déficits cognitivos, exibindo também uma redug¢do no volume de massa cinzenta.
Andlises microanatomicas sugerem que a redu¢do na massa cinzenta deve-se a
diminui¢cdo na quantidade de espinhas dendriticas. A redugdo na quantidade destas
estruturas em esquizofrénicos provavelmente deve-se a uma exacerbagao do processo de
eliminacdo sinaptica que ocorre normalmente na adolescéncia e durante o inicio da idade
adulta. Recentemente, foi elucidado que moléculas do sistema imunologico, como as vias
classica do sistema do complemento e de CX3CL1/CX3CR1, atuam diretamente neste
processo, levando a fagocitose das sinapses imaturas pela microglia. Além disso, foi
demonstrado que astrocitos secretam citocinas capazes de modular a via do complemento
e promover a poda sinaptica. Diante disso e tendo em vista que infecgdes pré-natais atuam
como fatores de risco para esquizofrenia, este trabalho objetivou analisar a producdo de
citocinas € CX3CL1 nos astrécitos derivados de células-tronco de pluripoténcia induzida
(hIPSCs) de individuos esquizofrénicos estimulados por TNF-a. Os resultados
demonstram que a cinética de produgdo dos transcritos para TNF-a e IL-1 esté alterada
nos astrocitos de esquizofrénicos (SCZ) em relacdo aos astrocitos de individuos saudéaveis
(HC). Além disso, astrocitos SCZ produzem niveis basais aumentados de TGF-3 e
cinética de transcricao de CX3CL1 atrasada em rela¢ao aos HC. Finalmente, a forma nao
secretada de CX3CL1 parece estar aumentada nos astrocitos SCZ, sugerindo problemas
na liberacdo da sua forma secretada. Embora estes resultados devam ser vistos com
cautela diante da limitagdao do tamanho da amostra, eles indicam que os astrocitos dos
individuos SCZ produzem imunomoduladores de forma distinta quando comparados a

individuos saudaveis.

PALAVRAS-CHAVE: Esquizofrenia; poda sinaptica; astrocitos; hIPSC; TNF-a; IL-18;
TGF-B3; CX3CLI1.



ABSTRACT

Schizophrenia is a psychiatric disorder, caused by a conjunction of genetic,
environmental and developmental factors. Individuals bearing this disease exhibit
cognitive deficits, positive (psychosis, hallucinations and delusions) and negative
symptoms (depression, disordered thoughts and speech and loss of social drive), as well
as reduced gray matter volume. Microanatomical analyses suggest that this gray matter
reduction is due to diminished dendritic spine density. This decrease in spine density
observed in schizophrenic patients likely happens because of exaggerated synaptic
elimination, a process that normally occurs during adolescence and early adulthood.
Recently, it has been shown that immune molecules, such as components of the classical
complement cascade and CX3CL1/CX3CR1 pathway, play a direct role in this process,
triggering the phagocytosis of immature synapses by microglia. Moreover, it has been
demonstrated that astrocytes secrete cytokines capable of modulating the complement
cascade and promoting synaptic pruning. Taking into account that pre-natal infection acts
as a risk factor for schizophrenia, this work aimed at analyzing cytokines and CX3CL1
production employing induced pluripotent stem cells (hIPSCs)-derived astrocytes from
schizophrenic individuals after stimulation with TNF-a. The results demonstrate that
TNF-a and IL-1B transcripts production kinetics are altered in schizophrenic-derived
(SCZ) astrocytes relative to healthy control-derived (HC) astrocytes. Also, SCZ
astrocytes produce increased basal levels of TGF-B3 and delayed CX3CLI1 transcription
kinetics relative to those of HC. Finally, non-secreted CX3CLI1 levels seems to be
increased in SCZ astrocytes, suggesting problems in the release of the soluble form. Even
though these results should be regarded as preliminary due to the limited sample size,
they clearly indicate that SCZ astrocytes produce immunomodulators in a distinct manner

compared to HC astrocytes.

KEYWORDS: Schizophrenia; synaptic pruning; astrocytes; hIPSC; TNF-o; IL-1p;
TGF-B3; CX3CLI.
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1. INTRODUCAO

1.1. Esquizofrenia:

A esquizofrenia ¢ uma desordem psiquiatrica, cujas causas estao associadas a
fatores genéticos, socioambientais e do desenvolvimento neuroldgico. Geralmente,
essa desordem se manifesta inicialmente durante a adolescéncia e inicio da vida adulta
dos individuos e sua prevaléncia ¢ de aproximadamente 1% na populagdo mundial
(PEREZ & LODGE, 2014; SIGURDSSON, 2015). Os pacientes acometidos podem
apresentar um conjunto de sintomas que incluem: sintomas positivos (psicose,
alucinagdes e delirios), sintomas negativos (depressdo, pensamento e fala
desordenados, perda de interesse social e alteracdes comportamentais) e déficits
cognitivos (problemas de aten¢do, fungdo executiva, memoria verbal, memoria de
curto prazo e no aprendizado) (GEJMAN et al, 2011; PEREZ & LODGE, 2014;
CANNON, 2015; SAKURAI et al, 2015; SIGURDSSON, 2015).

Estudos anatomicos, utilizando técnicas de imagem como ressonancia
magnética, mostraram alteracdes na estrutura cerebral de pacientes, quando
comparados a individuos saudaveis. Estes estudos reportaram que, entre os
esquizofrénicos, o volume dos ventriculos laterais ¢ aumentado em cerca de 18-40%,
enquanto que estimativas dao conta de uma redugdo no volume de matéria cinzenta e
da massa cerebral total de 2-3% (FALUDI & MIRNICS, 2011; BAKHSHI &
CHANCE, 2015). Adicionalmente, foi encontrada redugdo também no contetido da
substancia branca em algumas estruturas altamente envolvidas com processos
cognitivos € de memoaria no sistema nervoso central, como o cortex pré-frontal e o
hipocampo (LEVITT et al, 2010; BAKHSHI & CHANCE, 2015; CANNON, 2015).
Neste sentido, as alteragdes na substincia branca podem estar relacionadas a déficits
na mielinizagdo e no processo de diferenciagdo de oligodendrocitos em
esquizofrénicos, como reportado por Uranova et al (2011) e Windrem et al (2017),

respectivamente.

Dentre as primeiras hipoteses capazes de explicar a redu¢ao no volume da
matéria cinzenta, destacam-se a reducao na quantidade dos neurdnios ou entdo a
reducdo no seu tamanho e do neurdpilo (espaco interneuronal, arvores dendriticas,
axonios, sinapses ¢ glia) a ele associado (BAKHSHI & CHANCE, 2015; BOSKA,

2015). E interessante notar que os achados mais consistentes corroboram a segunda
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hipotese em detrimento da primeira, indicando que a reducdo na massa cerebral ndo
adviria da perda de neurdnios, mas sim de parte das suas estruturas. Além disso, foi
observado que ha reducao na quantidade de espinhas dendriticas dos neuronios de
pessoas com esquizofrenia em relagdo a individuos saudaveis (Figura 1),
especialmente nas regides mais associadas com esta doenga, como o cortex pré-frontal
dorsolateral, indicando a presenca de um disturbio na conectividade neuronal nesta
desordem (GLANTZ & LEWIS, 2000; FALUDI & MIRNICS, 2011). Tendo em vista
que ha relagdo entre a complexidade da arvore dendritica e o tamanho do corpo
celular, foi reportado a reducdo de 9% no tamanho do soma dos neurdénios em

individuos com esquizofrenia (LEWIS, 2009; FALUDI & MIRNICS, 2011).

Figura 1 — A quantidade de espinhas dendriticas nos neurdnios piramidais da camada 3
profunda do cortex pré-frontal dorsolateral (DLPFC) ¢é reduzida em pacientes com
esquizofrenia. Quando comparados aos controles (acima), os dendritos de pacientes com
esquizofrenia (meio e abaixo) apresentam quantidade reduzida de espinhas dendriticas, o que pode
alterar a conectividade e eficiéncia de transmissdo de suas sinapses. Fonte: LEWIS (2009).

Diante disso, Feinberg (1983) propds a hipdtese de que a esquizofrenia seria
causada pelo excesso de elimina¢do das sinapses neuronais. Este processo ocorre
normalmente durante o desenvolvimento, com o dpice na adolescéncia, sendo
responsavel pelo refinamento das sinapses, removendo aquelas que estdo imaturas e
favorecendo aquelas mais fortes e capazes de propagar de maneira mais eficaz o
estimulo nervoso (LEWIS, 2009; BOSKA, 2015; CANNON, 2015). Entretanto, este
fendmeno, conhecido como poda sinaptica, parece ser mais robusto em individuos
com esquizofrenia, promovendo a diminuicdo significativa nas suas espinhas

dendriticas e, com isso, reduzindo a conectividade entre suas células nervosas
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(GLANTZ & LEWIS, 2000; LEWIS, 2009; FALUDI & MIRNICS, 2011; BAKHSHI
& CHANCE, 2015; BOSKA, 2015; CANNON, 2015). Ainda, Cannon (2015) sugere
que o excesso de poda sindptica nos pacientes com esquizofrenia estaria diretamente
relacionado com o surgimento dos surtos psicoticos, caracteristica marcante nas

pessoas com esta desordem.

1.2. Mecanismos moleculares da poda sinaptica

Embora Feinberg tenha proposto sua hipotese de que a esquizofrenia poderia
ser causada pelo excesso da poda sinaptica em 1983, apenas recentemente € que 0s
mecanismos moleculares deste fendmeno comegaram a ser elucidados. De fato, até o
inicio dos anos 2000, sabia-se apenas que este fendmeno era dependente da atividade
sindptica, sendo bloqueado através do uso da Tetrodoxina (TTX) que inibe a atividade
neuronal (SHATZ & STRYKE, 1988).

Entdo, o estudo pioneiro publicado na revista Science por Huh e colaboradores
(2000) demonstrou que moléculas do sistema imunoldgico, as quais acreditava-se
anteriormente ndo serem expressas no cérebro, participam de maneira ativa no
processo de eliminagdo sindptica. Neste estudo, foi utilizado como modelo para
acessar a eliminagdo de sinapses a segregacdo espacial das projegcdes axonais
provenientes das células ganglionares da retina (RGCs) sobre a por¢ao dorsal do
nicleo geniculado lateral (ALGN). Os autores mostraram que, durante o periodo do
desenvolvimento no qual o refinamento das sinapses ocorre (entre o quarto e oitavo
dias pods-natais), ha a expressdo de genes do Complexo Principal de
Histocompatibilidade Classe I (MHC-I) no dLGN. Além de mostrar pela primeira vez
a expressao de MHC-I no cérebro, este grupo demonstrou que, em animais deficientes
para MHC-I, hé déficits no processo de segregacao dos terminais axonais dos olhos
no dLGN. Este problema na segregagao das sinapses foi acompanhado de alteragdes
eletrofisiologicas, sendo que os animais knockouts (KO) para tal caracteristica
apresentaram incremento no processo de potenciacdo de longo prazo (LTP)
dependente do receptor glutamatérgico de N-metil-D-aspartato (NMDA) e inabilidade
em elicitar a depressao de longo prazo (LTD).

Posteriormente, o envolvimento das neuropentraxinas (BJARTMAR et al,

2006) e da via de ativagdo classica do sistema do complemento (STEVENS et al,

2007) no processo de eliminacdo das sinapses foi elucidado. As neuropentraxinas
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(NPs) sdao proteinas localizadas nas sinapses que possuem homologia com as
pentraxinas do sistema imunoldgico e que atuam na opsonizagdo e fagocitose de
células mortas (SCHAFER & STEVENS, 2010). Utilizando o mesmo sistema
experimental de segregacao visual do dLGN, Bjartmar e colegas (2006) mostraram
que em animais KO para NP-1, NP-2 e o receptor de NPs apresentam os mesmos
déficits eletrofisiologicos e de segregacdo dos terminais observados para os animais

deficientes em MHC-L

O papel do sistema do complemento no processo de poda sinédptica, por sua
vez, tem sido mais bem estudado deste entdo. Inicialmente, Stevens et al (2007)
mostrou que RGCs cultivadas em meio condicionado de astrocitos imaturos
apresentavam aumento na expressao de todas as trés subunidades (A, B e C)
codificantes do componente C1q do complemento. Este componente, capaz de iniciar
a via classica do complemento, possui sua expressao altamente controlada durante o
desenvolvimento, aumentando apenas nos periodos nos quais ocorre o refinamento
sindptico e estando ausente em animais adultos saudaveis. Este grupo mostrou que
Clq colocaliza-se tanto com marcadores dos terminais axonais dos neurdnios pré-
sinapticos quanto com proteinas presentes nas espinhas dendriticas dos neurdnios pos-
sindpticos. Além disso, este grupo mostrou que, na auséncia deste fator do
complemento, o refinamento sindptico ocorre de forma ineficaz, com os animais Clq
KO apresentando problemas na segregacdo visual do dLGN e com os neurdnios pos-
sinapticos presentes no dLGN apresentando inervacdo por multiplos terminais
axonais provenientes das RGCs. Isto indica que tanto as sinapses mais consistentes
quanto aquelas mais fracas estavam sendo mantidas nestes animais. Neste mesmo
estudo, os autores mostraram que este processo de poda sindptica também era

dependente do fator C3 do sistema do complemento.

Em seguida, outro trabalho do mesmo grupo, publicado por Schafer et al
(2012), mostrou que a presenca de C3 nas sinapses neuronais entre as terminagdes
axonais de RGCs e as espinhas dendriticas dos neurdnios do dLGN sd@o reconhecidas
pelo receptor CR3 presentes na superficie de microglias. Neste sentido, ao identificar
a presenga de C3, as microglias engolfam e ativamente fagocitam as sinapses
neuronais. Em consonéncia com os resultados anteriores, este grupo mostrou que a
via cléssica do sistema do complemento atua identificando as sinapses mais fracas e

que serdo alvo da poda sinaptica via fagocitose mediada por microglia.
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Mais recentemente, Bialas e Stevens (2013) identificaram TGF-f3 como o
fator produzido pelos astrocitos imaturos capaz de promover o aumento na expressao
de Clq durante o inicio do desenvolvimento pos-natal em camundongos. Além disso,
o bloqueio dos receptores I e II de TGF-p (TGF-BRI e TGF-BRII, respectivamente)
foram capazes de reprimir a elevacdo nos niveis de transcrito de C1q durante o periodo

de desenvolvimento no qual ocorre a poda sinaptica.

Finalmente, Paolicelli e colaboradores (2011) mostraram que em animais
deficientes para o receptor de CX3CL1 (CX3CR1), o qual no sistema nervoso central
(SNC) ¢ unicamente expresso em microglias, hd um atraso no processo de poda
sindptica. Em animais selvagens, o processo de eliminagdo sinaptico no hipocampo
esta concluido por volta do dia 15 pds-natal, enquanto nos animais CX3CR1 KO a
quantidade de espinhas dendriticas presentes normaliza-se apenas por volta do dia 28
pos-natal. Como mostrado pelos autores, este atraso no refinamento das sinapses
provavelmente ocorre em virtude de déficits na migragao das microglias, tendo em
vista que o ligante deste receptor ¢ um fator quimiotatico capaz de promover o seu
recrutamento. Embora o numero de espinhas dendriticas normalize-se durante o
desenvolvimento, as alteracdes eletrofisioldgicas e comportamentais sdo duradouras

(PAOLICELLI et al 2011; ZHAN et al, 2014).

Este conjunto de dados observados na literatura cientifica indica que o
processo de poda sinaptica apresenta um intenso envolvimento de moléculas
pertinentes ao sistema imunologico e a participacdo de células da glia. Assim,
alteracdes na expressao dos genes codificantes para estas proteinas, bem como fatores
que alterem o comportamento de células da glia, tornam-se alvos interessantes para
estudo em desordens psiquiatricas no qual a poda sindptica pode estar alterada, como

¢ o caso da esquizofrenia.

1.2. Imunomoduladores e a esquizofrenia

A esquizofrenia ¢ tida como uma doenga multifatorial, na qual um grande
numero de fatores genéticos de risco atua de forma cumulativa, com contribuigdo
individual pequena, tornando o individuo susceptivel ao desenvolvimento da doenga
(MULLER et al, 2015; NIMGAONKAR et al, 2017). Estes fatores, entdo, interagem

com fatores ambientais alterando os padrdes de desenvolvimento do individuo,
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desencadeando a desordem em questdo (NIMGAONKAR et a/, 2017). Neste sentido,
acredita-se que ao menos dois estressores ambientais sejam primordiais para o
surgimento da doenca: o primeiro seria o desencadeamento de um processo
inflamatério na mae durante o segundo semestre de gestacdo, capaz de primar as
células da glia do feto, ¢ o segundo seria um forte fator estressor durante o
desenvolvimento pos-natal do individuo, promovendo uma resposta exagerada ao
segundo estimulo apresentado (MULLER et al, 2015). Tendo em vista que tanto
processos inflamatdrios quanto estresses sao capazes de levar a producao de citocinas
pro-inflamatérias e que estas podem modular a sinalizagdo glutamatérgica
(especialmente através de receptores de NMDA) e, com isso, a atividade neuronal
(MULLER et al, 2015), estes fatores tornam esta hipotese da etiologia da
esquizofrenia bastante interessante para ser averiguada.

Em relagdo aos fatores genéticos que podem conferir risco aumentado para a
esquizofrenia, vale ressaltar que nenhum deles possui alta penetrancia e ndo sao
capazes de, quando presentes sozinhos, levarem ao surgimento da doencga. Contudo,
sua presenca aumenta a susceptibilidade dos individuos em desenvolver a
esquizofrenia. Dentre os principais fatores de risco associados a esquizofrenia
podemos citar os polimorfismos identificados nos genes que codificam para COMT,
DAOA, DTNBPI1, NRG1, DISCI, BDNF, MHC e C44 (RIDLEY & KENDLER, 2006;
BERGEN et al, 2012; ZHANG et al, 2015; SEKAR et al, 2016). Estes dois ltimos
genes sdo peculiares dado o envolvimento de MHC-I e do sistema do complemento
no processo de refinamento sinaptico.

No que tange ao envolvimento de C44 como fator de risco da esquizofrenia,
Sekar et al (2016) também verificaram os niveis de RNA mensageiro (mRNA) de
(C4A4 e da proteina por ele produzida no cérebro post-mortem de individuos com
esquizofrenia. Os autores ndo apenas detectaram uma maior quantidade do transcrito
no cérebro de individuos com a desordem quando comparado a individuos saudaveis,
mas também identificaram que C4 localiza-se junto as sinapses. Tendo em vista que
C4 faz parte, junto com C2, do complexo proteico (C3 convertase) responsavel por
converter C3 na sua forma ativa e que pode desencadear o processo de fagocitose pelo
sistema imune (NIMGAONKAR et al, 2017), estes dados sugerem a forte associacao
de C4A4 como fator de risco para o surgimento da esquizofrenia.

Além disso, outros estudos apontaram alteragdes nos niveis de mRNA e

proteina de citocinas pro-inflamatorias em pacientes esquizofrénicos. De fato, estudos
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apontaram niveis elevados do mRNA IL-6 e TNF-a, bem como dos niveis séricos de
IL-6 e dos receptores soluveis de TNF-a (sTNFR1 e sTNFR2) em esquizofrénicos
(WATANABE et al, 2010; FINEBERG & ELLMAN, 2013; RODRIGUES-
AMORIM et al, 2017). Por sua vez, niveis aumentados de IL-8 em gestantes foram
associados com risco aumentado de desenvolvimento da esquizofrenia no feto, tendo
sido registrado redugdo no volume cerebral e aumento dos ventriculos na prole
esquizofrénica (MULLER et al, 2015). Em relagdo aos niveis de IL-1B, outra
importante citocina pro-inflamatoria, os resultados tém sido inconsistentes. Alguns
estudos mostram aumento nos niveis da proteina no soro ou liquor dos pacientes e
presenca de polimorfismos conferindo risco elevado para o desenvolvimento da
esquizofrenia, enquanto outros indicam que nao existe associacdo entre tais
polimorfismos e a doenca, bem como que nao ha alteracdes nos niveis proteicos desta
citocina no soro nem no liquor dos portadores desta enfermidade (FINEBERG &
ELLMAN, 2013; WANG et al, 2015).

Interessantemente, Bergon et al (2015) conduziram um estudo de meta-analise
no qual identificaram que CX3CRI1 apresenta expressdao reduzida no cérebro e no
sangue de pacientes com esquizofrenia, sendo que esta analise foi validada através de
ensaios de RT-qPCR. Este dado ¢ notorio no contexto da esquizofrenia, tendo em
vista que Paolicelli ef al (2011) mostrou o envolvimento deste receptor no processo
de poda sinédptica. Ademais, tendo em vista que esta proteina ¢ unicamente expressa
em microglias no SNC, a alterag@o de sua expressao indica fortemente o envolvimento
deste tipo celular nas alteragdes do desenvolvimento observadas em pacientes com
esquizofrenia.

Outro fendmeno relevante que poderia estar associado a alteragdo na
expressao de imunomoduladores na esquizofrenia € o fato de que infec¢des pré-natais
constituem um importante fator de risco ambiental para esta doenga (MULLER et al,
2015). De fato, estudos de meta-analise indicam que ha um aumento no risco de
desenvolvimento desta desordem em maes que, durante o segundo trimestre da
gestagdo, se infectaram com rubéola, influenza, toxoplasma ou herpes virus (HSV-2)
(BROWN, 2006; MULLER et al, 2015). Ainda, tendo em vista que nem todos estes
patogenos sdo capazes de cruzar a barreira transplacentaria, propde-se que os efeitos
promovidos pela infecgdo pré-natal na prole devam-se ao rol de citocinas pro-
inflamatorias liberados durante o processo infeccioso (BROWN, 2006; FINEBERG
& ELLMAN, 2013; MULLER et al, 2015).
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Diante disso, alguns estudos utilizaram-se deste conhecimento para modelar
este fator ambiental associado a esquizofrenia. Notavelmente, Moreno e
colaboradores (2011) identificaram alteragcdes nos padroes de expressdo e
funcionalidade de receptores de serotonina e glutamato em animais cujas maes foram
infectadas com influenza, recapitulando alguns aspectos observados na esquizofrenia.
Além disso, Canetta et a/ (2016) demonstraram que animais submetidos a este modelo
de ativagdo imunologica materna (AIM) geravam prole com alteragdes
eletrofisiologicas nos interneurdnios parvalbumina-positivos do cortex pré-frontal,
provavelmente em virtude da reducdo da expressao deste gene e de GAD67, uma das
isoformas que codifica o gene responsavel pela sintese do neurotransmissor inibitorio
GABA. Notoriamente, estes dados estdo em consonancia com o observado
anteriormente no cortex pré-frontal de pacientes com esquizofrenia, no qual foi
observado que estes individuos apresentam niveis reduzidos desta enzima e de
parvalbumina nos interneurdnios desta regido (LISMAN et a/, 2008; LEWIS, 2009).

Dentre os achados mais importantes no que tange aos possiveis mecanismos
que podem estar alterados na poda sindptica na esquizofrenia, destaca-se aquele
obtido por Mattei e colegas (2017). Neste trabalho, os autores mostraram que
microglias de camundongos adultos, cujas genitoras foram submetidas ao AIM,
apresentam perfil de transcri¢ao alterado no hipocampo. A andlise do transcriptoma
destes animais quando adultos revelou que as células microgliais dos mesmos
apesentam um perfil de sinalizacdo pro-inflamatorio aumentando. Neste sentido, os
niveis de CD18, que constitui parte do receptor do componente C4 do sistema do
complemento, estd elevado. Estes dados indicam que as microglias da prole de
animais submetidos ao AIM aparentam estar mais ativadas, com o fenotipo
persistindo até¢ a idade adulta, corroborando os achados obtidos em anélises de
tomografia de emissdo de positrons (PET) e tecidos post-mortem em individuos
esquizofrénicos (LASKARIS et al, 2016).

Durante um processo inflamatorio, as microglias reagem imediatamente a tais
estimulos, sejam eles diretos, como a detec¢ao de lipopolissacarideos bacterianos
(LPS) ou virus, ou indiretos, pela deteccdo de citocinas pro-inflamatorias
provenientes da periferia (LIU et al, 2011). Nesta situagdo, as microglias saem do seu
estado de vigilancia e tornam-se ativadas, retraindo seus inumeros processos €
apresentando morfologia arredondada. Junto a estas alteragdes morfologicas, as

microglias ativadas passam a secretar uma miriade de citocinas pro-inflamatorias,
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incluindo TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y. Adicionalmente, estas citocinas pro-
inflamatorias, produzidas por microglia, podem atuar modulando a atividade dos
astrocitos, tornando-os ativos, que, em sequéncia, podem ajudar na ativagdo de
microglias que se localizam longe do sitio inicial do processo inflamatorio (LIU et al,
2011; LIDDELOW et al, 2017).

Assim sendo, Liddelow e colegas (2017) mostraram que microglias ativadas
por LPS secretam fatores (i.e., TNF-a, IL-1a e C1q) capazes de converter astrocitos
quiescentes em astrocitos do tipo Al ativados, cujo fenotipo € neurotoxico, podendo
promover a morte neuronal, bem como a destrui¢do de sinapses. Estes astrocitos
reativos do tipo A1, ao promover a perda de sinapses neuronais, alteram os padroes
eletrofisiologicos de neurdnios adjacentes, como a reducao nos correntes excitatorias
pOs-sindpticas de miniatura (mEPSCs), além de apresentarem niveis elevados do
mRNA do fator C3 do complemento. Surpreendentemente, quando astrocitos naive
foram expostos a IL-1B, uma citocina pro-inflamatoria classica, o fenotipo observado
foi o oposto, com os astrocitos polarizados para um perfil de ativagdo mais
neuroprotetor, conhecido como astrocitos do tipo A2. Apesar disso, outros estudos
mostraram que IL-1B também ¢é capaz de promover o aumento da expressao de C3
(MARANTO et al, 2011), o que ndo foi averiguado por Liddelow et al (2017).

Além do mais, CX3CL1, o ligante do receptor CX3CRI1, que esta envolvido
no processo de poda sinaptica, tem sua expressao modulada por TNF-a e IFN-y em
astrocitos humanos (YOSHIDA et al, 2001). Neste trabalho, os autores mostraram
que estas duas citocinas agem sinergisticamente aumentando os niveis do transcrito
de CX3CL1 e de proteina no meio de cultura dos astrécitos. E interessante notar que
esta quimiocina € inicialmente produzida como uma proteina transmembrana, sendo
convertida na sua forma secretada através da clivagem mediada pelas metaloproteases
ADAMI10 ¢ ADAMI17 (Figura 2), sendo que esta Ultima exerce sua atividade
especialmente em condi¢des inflamatorias (WOLF et al, 2013).

Tendo em vista que as citocinas pro-inflamatodrias secretadas por microglia em
ocasido de um processo inflamatério podem atuar regulando a expressao de
imunomoduladores envolvidos no processo de poda sindptica em astrocitos e que
estes Ultimos atuam amplificando o processo inflamatdrio no SNC, seria interessante

investigar se astrocitos de individuos esquizofrénicos, estimulados com TNF-a,



produzem CX3CL1 e outras citocinas de forma distinta, quando comparados

astroglia de pessoas saudaveis.
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FIGURA 2 — A quimiocina CX3CL1 apresenta duas formas, uma ancorada a2 membrana
plasmatica e outra secretada. CX3CL1, também conhecida como fractalquina, é produzida em
neurdnios e astrocitos como uma proteina transmembrana, possuindo um pequeno dominio
intracelular, seguido de um dominio transmembrana e da porgdo extracelular altamente glicosilada
contendo o dominio quimiotatico. Sua por¢do extracelular pode ser clivada por meio da agdo das
metaloproteases ADAM10 e ADAM17, produzindo a forma secretada da quimiocina. Tanto sua forma
de membrana, quanto sua forma secretada sdo capazes de ativar seu receptor, CX3CR1, na superficie
das microglias no sistema nervoso central. FONTE: Wolf et al (2013).
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Embora estudos com individuos post-mortem e animais tenham auxiliado no
entendimento da esquizofrenia, estes modelos ndo sdo capazes de reproduzir
determinados aspectos celulares e bioquimicos da doenca. O primeiro modelo nio
consegue recapitular aspectos do desenvolvimento da doenca, fornecendo indicios
apenas do seu estagio terminal (JACOBS, 2015). Por sua vez, embora os modelos
animais permitam a analise de alguns fatores de risco ambientais, eles falham na
modelagem das complexas caracteristicas genéticas inerentes a esquizofrenia
(BRENNAND & GAGE, 2011; BRENNAND et al, 2013). Diante disso, neste estudo
utilizamos astrocitos derivados de células-tronco de pluripoténcia induzida humanas
(hIPSCs) de individuos saudaveis e esquizofrénicos a fim de recapitular a
complexidade genética da doenca, enquanto o estimulo com TNF-a mimetizaria um
dos fatores de risco ambientais capazes de induzir uma resposta pro-inflamatéria. Por
fim, objetivamos estabelecer também um modelo capaz de gerar células microglia-
like a partir de células mononucleares do sangue a serem utilizadas futuramente para

estudos in vitro de poda sinaptica na esquizofrenia.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar os niveis dos imunomoduladores produzidos por astrocitos derivados
de células-tronco de pluripoténcia induzida (h[PSCs) de pacientes com esquizofrenia

diante de estimulacdo com TNF-q.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1. Diferenciar astrocitos de individuos sauddveis e esquizofrénicos a partir de
células-tronco neurais (NSCs) derivadas de hIPSCs;

3.2. Verificar a cinética de expressdo do mRNA das citocinas TNF-a, IL-1p e TGF-
B3 em astrocitos de controles e esquizofrénicos estimulados com TNF-a;

3.3. Verificar a cinética de expressio do mRNA da quimiocina CX3CLI1 em
astrocitos de controles e esquizofrénicos estimulados com TNF-q;

3.4. Analisar a produgdo da forma ndo-secretada de CX3CL1 em astrdcitos de
controles e esquizofrénicos estimulados com TNF-a;

3.5. Estabelecer um protocolo de producao de células microglia-like induzidas
(IMGs) a partir de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de

individuos saudaveis.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Cultivo das Células-tronco Neurais (NSCs)

As células-tronco neurais (NSCs), derivadas das células-tronco de
pluripoténcia induzida humanas (hIPSCs), de individuos saudaveis e esquizofrénicos
(TABELA 1, no anexo), foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Stevens K. Rehen
(UFRJ/Instituto D’Or). As NSCs foram plaqueadas na densidade de 2,0 x 10° células
e cultivadas em placas de cultura celular de 60 mm (Sarstedt), previamente tratadas
com Geltrex 1x (Gibco) por 30 minutos a 37°C, em meio de expansao de NSCs (50%
Advanced DMEM/F12 [Gibco], 50% Neurobasal [Gibco], Suplemento de Indugdo
Neural 1x [Gibco]) com 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco). Este meio de
cultura foi trocado a cada 2 dias até que a cultura atingisse 100% de confluéncia,
quando foram utilizadas em ensaios posteriores. As células foram mantidas em estufa

umidificada, a 37 °C ¢ 5% de COa».

4.2. Diferenciacao das NSCs em astrocitos

O protocolo de diferenciagdo dos astrocitos a partir de NSCs foi realizado
como descrito por Yan et al (2013). Apos atingirem 100% de confluéncia, a
monocamada de NSCs foi lavada com Solugdo tamponada de fosfato sem célcio e
sem magnésio (PBS 1x ) por duas vezes e em seguida incubada com Solugdo de
Accutase (Gibco) por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos terem se desprendido
da placa, as NSCs foram coletadas e transferidas para um tubo conico de 15 mL
(Sarstedt), onde foram submetidas a centrifugacdo a 300 g por 4 minutos. O
sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas em meio de diferenciagao de
astrocitos (DMEM/F12 [Gibco], suplemento N-2 1x [Gibco], 1% de soro fetal bovino
[Gibco]) com 1% de penicilina-estreptomicina e plaqueadas na densidade de 1,25 x
10° células em garrafas de 25 cm? previamente tratadas com Geltrex 1x como descrito
anteriormente. As células foram mantidas nestas condi¢gdes durante 3 semanas, com
troca do meio de cultura a cada 2-3 dias. Durante este periodo, sempre que as células
atingiam 100% de confluéncia, as mesmas eram passadas, como descrito para as
NSCs, para garrafas de 75 cm? (Sarstedt) e, em seguida, de 175 cm? (Sardtedt),
também tratadas com Geltrex 1x. Findado o periodo de diferenciagdo, os astrdcitos

imaturos (1 semana pds-diferenciacdo) foram passados para novas garrafas de 175
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cm?, tratados previamente com Geltrex 0,5x, e em seguida para garrafas de igual
tamanho sem tratamento com Geltrex, de modo a estimular a selegdo negativa de
c¢lulas ndo diferenciadas (nao aderentes na auséncia de Geltrex). Durante este periodo
de selecdo até sua completa maturagao (5 semanas pos-diferenciagdo), os astrocitos
foram cultivados em meio DMEM/F12, contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e
1% penicilina-estreptomicina. Terminado este periodo, as células foram submetidas
as analises de imunofluorescéncia para EAAT1, Vimentina, GFAP e S1008 de modo
a confirmar sua identidade como astrdcitos e, entdo, utilizadas para experimentos
subsequentes. As células foram mantidas em estufa umidificada, a 37 °C e 5% de
CO:a. As fotografias de campo claro foram obtidas no microscopio EVOS XL (Thermo

Scientific).

4.3. Obtencao e purificacido de células mononucleares do sangue periférico

(PBMCs) de individuos saudaveis

Entre 30 ¢ 50 mL de sangue de 3 individuos saudaveis foram coletados em
tubos contendo heparina sédica, transferidos para tubos conicos de 50 mL (Sarstedt)
e diluidos na propor¢io 1:1 em PBS 1x ”. Em seguida, este sangue diluido foi
adicionado sobre 10 mL do gradiente Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich) e submetido
a centrifugacao a 900 g por 25 minutos, com a aceleragdo e a frenagem da centrifuga
desligadas. Findada esta etapa, a fase entre o plasma e o Histopaque 1077, contendo
o anel com as células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), foram aspiradas
com o auxilio de uma pipeta de transferéncia e adicionadas em um novo tubo conico
de 50 mL. Em seguida, o volume total foi completado para 50 mL com PBS 1x 7" e
as células centrifugadas a 400 g por 8 minutos para remocao de contaminantes. Esta
etapa de lavagem foi repetida mais uma vez e, em seguida, as PBMCs foram
plaqueadas para diferenciacdo em células micréglia-/ike induzidas (iMGs). Este
procedimento foi feito de acordo com a Resolugdo do Conselho Nacional de Saude
466/12 e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Copa D’or (niimero:

32385314.9.0000.5249).

4.4. Diferenciacao das iMGs a partir de PBMCs de individuos saudaveis
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A diferenciag¢do das iMGs a partir de PBMCs foi realizada como descrito por
Ohgidani et al (2014) e posteriormente modificado por Sellgren et al (2016). Cerca
de 4 x 10° PBMCs foram plaqueadas em placas de 24 pogos (com laminulas de
pléstico) (Sarstedt) previamente tratadas com Geltrex 1x, como j& descrito, em meio
RPMI 1640 (Gibco) com 10% de SFB, Glutamax 1x (Gibco) e 1% de penicilina-
estreptomicina. No dia seguinte, as células ndo aderentes foram removidas por
aspiracdo ¢ o meio de inducao de células microglia-like (RPMI 1640 com Glutamax
1x, 1% de penicilina-estreptomicina e Interleucina-34 [IL-34; Biolegend] e fator
estimulador de coldnia de granuldcitos [GM-CSF; Biolegend] nas concentragdes
finais de 100 ng/mL e 10 ng/mL, respectivamente). Ap6s 9 dias de diferenciagdo, o
meio de cultura foi removido, a monocamada celular lavada por duas vezes com PBS

"~ e meio de inducdo de células microglia-/ike fresco adicionado. Apds 12 dias de

Ix
diferenciagdo, as iMGs foram fixadas e utilizadas para analise de imunofluorescéncia
para IBA1, PU.1 e CX3CRI1. As células foram mantidas em estufa umidificada, a 37
°C e 5% de COz. As fotografias de microscopia de campo claro foram obtidas com o

microscopio EVOS FLOID CELL IMAGING STATION (Thermo Scientific).

4.5. Estimulo dos astrocitos com TNF-a

Astrécitos diferenciados de individuos saudéveis e pacientes esquizofrénicos,
com ao menos 5 semanas pés-diferenciagao, foram cultivados em placas de 6 pogos
(Sartedt) ou em garrafas de 25 cm?, na densidade de 8 x 10° células/cm?, em meio
DMEM/F-12 com 10% SFB e 1% de penicilina-estreptomicina até atingirem a
confluéncia de 70%. Em seguida, o meio de cultura foi removido e a monocamada de
células foi lavada por 3 vezes com PBS 1x 7~ para remogao do excesso de SFB. Entdo,
os astrdcitos foram carenciados por 24 h em meio de cultura desprovido de SFB. Apos
este periodo, o fator de necrose tumoral a (TNF-a; Biolegend) foi adicionado na
concentracgdo final de 10 ng/mL e mantido por 1,5, 3, 4,5, 6 e 24 h para as analises de
expressao de mRNA e durante 6, 24 e 48 h para analise de CX3CLI1 por western blot.
Aos controles ndo estimulados foi adicionado solu¢ao de BSA 1% (m/v) pareado ao

tempo mais longo de incubagdo dos respectivos experimentos.
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4.6. Alinhamento da sequéncia do RNA mensageiro de TGF-f3 murino no banco
de dados de transcritos humanos

A sequéncia de nucleotideos correspondente a0 RNA mensageiro (mRNA) de
TGF-B3 murino (sequéncia de referéncia no NCBI: NM_009368.3) foi submetida a
um Blastn (NIH) para deteccdo da isoforma correspondente em humanos. Foi
utilizado o banco de dados contendo as sequéncias de RNA de referéncia (refseq_rna)
de humanos (taxid: 9606). A ferramenta foi utilizada, pois permite a comparagao das
sequéncias de mRNA entre espécies. Nenhum outro parametro foi alterado para o
alinhamento de sequéncias. A sequéncia correspondente ao melhor alinhamento foi
determinada por possuir o menor valor E, maior percentual de identidade e cobertura

entre as sequéncias analisadas.

4.7. Transcri¢io reversa e PCR quantitativa

Findado o tempo de estimulagdo dos astrécitos com TNF-a, a extracdo do
RNA total foi realizada pelo método de TRIzol, como descrito pelo fabricante
(Thermo Fisher). Em seguida, o RNA total foi quantificado no Multiskan GO
Microplate (Thermo Scientific) e 1 pg foi submetido a transcricao reversa em mix de
reacdo total de 20 puL (15 ng/uL de primers randdomicos, 50 mM Tris-HCI, 75 mM
KCl, 3 mM MgCl, 625 uM dNTPs, 10 uM DTT e transcriptase reversa em agua livre
de nucleases), nas seguintes condi¢des: 70 °C por 10 min, 4 °C por 10 minutos, 42
°Cpor 1 he 70 °C por 15 min. Em seguida, o cDNA (DNA complementar) resultante
foi submetido a PCR quantitativa para CX3CL1, IL-1B, TNF-a, TGF-3 ¢ GAPDH
(primers disponiveis na TABELA 2 do anexo), utilizando o sistema QuantStudio 7
(Applied Biosystems), em 10 pL de reagdo (10 mM Tris, 50 mM KCl, 0,01% Triton
X-100, 1,5 mM MgCl, 200 uM dNTPs, 200 nM primers senso e antissenso, SyBr
Green [Applied Biosystems] e Taq DNA Polimerase), nas seguintes condigdes: 95 °C
por 3 minutos, 40 ciclos (95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos, 72 °C por
15 segundos), 95 °C por 15 segundos.

4.8. Extracao de proteina e Western Blot

Apdés o fim da estimulagdo dos astrocitos de individuos controles e

esquizofrénicos com TNF-a, seu meio de cultura foi removido, a monocamada de
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células lavada por trés vezes com PBS 1x 7~ gelado e as proteinas totais extraidas com
o uso do tampao RIPA (NaCl 150 nM, 1% de NP-40, 0,5% deoxicolato de sédio,
0,1% de SDS, Tris 50 mM, pH 8,0) contendo inibidores de protease e fosfatase
(Sigma-Aldrich). Em seguida, a quantidade das proteinas totais foi quantificada pelo
método de Bradford (Bio-Rad) e 50 pg foi submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida 12,5%. Em seguida, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose, bloqueadas com solucdo de BSA 5% (m/v) em solugdo tamponada de
Tris com Tween-20 0,1% (TBST) por 1 h e incubadas com os anticorpos primarios
para CX3CL1 (monoclonal, 1:500, R&D Systems, MAB3651-100) e P-actina
(monoclonal, 1:5000, Sigma-Aldrich, A-5316) em solucdo de BSA 3% (m/v) em
TBST, overnight, sob agitacdo ¢ a 4 °C. No dia seguinte, as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundario Anti-IgG de camundongo conjugado a
peroxidase (policlonal, 1:2500, Millipore) em Leite em p6 3% em TBST, por 1 h, sob
agitacdo e a temperatura ambiente. Findado este periodo, as membranas foram
incubadas no reagente ECL Plus (GE Healthcare) e a detecgdo por
quimioluminescéncia realizada no ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare).

4.9. Imunofluorescéncia

As placas de 96 pocos contendo os astrocitos e as laminulas contendo as iMGs
foram fixadas em solugdo tamponada de paraformaldeido 4% (m/v) por 20 min e em
seguida lavadas trés vezes com PBS 1x por 5 min. Apds este periodo, as células foram
permeabilizadas com solucdo de Triton X-100 0,3% (v/v) em PBS 1x (PBST) por 15
minutos e, em seguida, bloqueada em solucdo de BSA 2% (m/v) em PBST por 1 h
sob agitacdo. Apods este periodo, os astrocitos foram incubados com os anticorpos
primérios: GFAP (policlonal, 1:500, Dako, Z033401-2), Vimentina (monoclonal,
1:2000, Abcam, ab92547), EAATI1 (policlonal, 1:100, Abcam, ab416) ¢ S100B
(monoclonal, 1:1000, Abcam, ab52642); ja as iMGs foram incubadas com os
seguintes anticorpos primadrios: Ibal (policlonal, 1:750, Invitrogen, PA5-21274), Pu.1
(monoclonal, 1:200, Cell Signaling, 2258S) ¢ CX3CRI1 (policlonal, 1:500, Abcam,
ab8021). Esta incubacao transcorreu overnight a 4 °C. Em seguida, as células foram
lavadas com PBST por trés vezes, sob agita¢do durante 5 min e, entdo, incubadas ao

abrigo da luz com os anticorpos secundarios anti-IgG rabbit Alexa 546 (policlonal,
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1:300, Life Technologies, A-11010), anti-IgG rabbit 594 (policlonal, 1:400,
Invitrogen, A-11001), anti-IgG mouse 488 (policlonal, 1:400, Invitrogen, A-11001),
Hoescht ou DAPI. Posteriormente, as células foram novamente lavadas como
descrito. As placas contendo os astrocitos foi adicionado glicerol como meio de
montagem e as células foram visualizadas no Operetta HCS (PerkinElmer). Por sua
vez, as laminulas contendo as iMGs foram montadas em laminas de vidro com o uso
do meio de montagem Hydromount (National Diagnostics) e visualizadas no

microscopio confocal Nikon C2.

4.10. Analise dos dados

Os graficos foram plotados utilizando-se o software GraphPad Prism 5 (versao

5.03) e as imagens usando o software FIJI ImageJ (NIH; versao 1.51s).
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5. RESULTADOS
5.1. Células-tronco neurais (NSCs) de individuos saudaveis e esquizofrénicos sao

capazes de gerar astrocitos maduros

As células-tronco neurais das linhagens controle (CF2 e 79A) e
esquizofrénicas (EZQ4 e 61B) (Figuras 3A e 3D) foram submetidas ao protocolo de
diferenciacdo de astrocitos durante trés semanas (Figuras 3B ¢ 3E). Estes foram,
posteriormente, amadurecidos durante mais cinco semanas (Figuras 3C e 3F).
Findado este periodo, estas células foram caracterizadas por imunofluorescéncia para
EAATI (também conhecido como GLAST), Vimentina, GFAP e S1008 com o intuito
de verificar sua identidade como células astrogliais. Como pode ser observado nas
Figuras 4 ¢ 5, as células foram positivas para todos marcadores, confirmando se

tratarem de astrocitos (SOFRONIEW & VINTERS, 2010).

Figura 3 - Células-tronco neurais (NSCs) em processo de diferenciacdo para astrocitos. (A) NSCs
EZQ4 (em baixa confluéncia) e (D) CF2 (em alta confluéncia) antes do inicio do processo de
diferenciag@o. (B) Astrocitos EZQ4 e (E) CF2 imaturos com 1 semana pos-diferenciag@o. (C) Astrocitos
EZQ4 e (F) CF2 apds processo de amadurecimento com 5 semanas pos-diferenciagdo. [magens de
microscopia de campo claro. Barra de escala igual a 160 um.
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Figura 4 - Caracterizacio das linhagens de astrécitos de individuos controles (CF2 e 79A) com
5 semanas pos-diferenciacdo. Apds o processo de diferenciagdo e amadurecimento terem sido
concluidos, astrocitos de individuos controles foram caracterizados por imunofluorescéncia.
Marcagao dos Astrocitos CF2 (painéis da esquerda) e 79A (painéis da direita) para Vimentina, GFAP,
EAATI1 e S100B. Imagens de microscopia de fluorescéncia. As marcagoes para as proteinas-alvo
estdo representadas nas cores verde ou laranja, enquanto o niucleo, marcado com DAPI, esta em
azul. GFAP: Proteina dcida glial fibrilar, EAATI: Transportador de aminodcido excitatorio 1;
S100p: Proteina f de ligag¢do ao calcio S100; DAPI: 4°,6-diamidino-2-fenilindol.
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Figura 5 - Caracterizacio das linhagens de astrocitos derivados de esquizofrénicos (EZQ4 e
61B) com 5 semanas poés-diferenciaciao. Apds o processo de diferenciagdo e amadurecimento terem
sido concluidos, astrocitos de individuos esquizofrénicos foram caracterizados por
imunofluorescéncia. Marcagdo dos Astrocitos EZQ4 (painéis da esquerda) e 61B (painéis da direita)
para Vimentina, GFAP, EAATI1 e S100B. Imagens de microscopia de fluorescéncia. As marcagoes
para as proteinas-alvo estdo representadas nas cores verde ou laranja, enquanto o nucleo, marcado
com DAPI, esta em azul. GFAP: Proteina dcida glial fibrilar; EAATI: Transportador de aminodcido
excitatorio 1; S100p: Proteina f de ligacdo ao cdlcio S100; DAPI: 4°,6-diamidino-2-fenilindol.
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5.2. Astrocitos de pacientes esquizofrénicos apresentam niveis alterados do
mRNA de citocinas quando comparado aos controles

Os astrocitos derivados de individuos saudéveis e de pacientes esquizofrénicos
(daqui em diante referidos simplesmente como astrocitos HC e SCZ,
respectivamente) com no minimo 5 semanas pos-diferenciagao foram estimulados por
1,5; 3; 4,5; 6 € 24 h com TNF-a e os niveis de transcrito do préprio TNF-a e da IL-
1B foram mensurados por PCR quantitativa seguinte a transcri¢cdo reversa (RT-qPCR)
do RNA mensageiro (mRNA). Como pode ser observado na Figura 6A, os niveis de
TNF-a aumentaram tanto em astrocitos HC quanto em
astrocitos SCZ, atingindo o apice em 1,5 h apds a estimulagdo com TNF-a e reduzindo
gradativamente a partir disso. E interessante notar que os niveis deste transcrito se
mostraram ligeiramente superiores nos astrécitos SCZ em todos os periodos de
estimulacdo analisados, comparados aqueles observados nos astrocitos HC.

Por sua vez, os niveis de IL-1p também se elevaram apos o estimulo com TNF-
a a partir de 1,5 até 24 h, quando comparado as células nao estimuladas, atingindo o
pico entre os tempos de 4,5 ¢ 6 h do estimulo (Figura 6B). Notavelmente, os niveis
deste transcrito aumentaram de forma menos robusta nos astrécitos SCZ do que no
caso dos astrocitos HC em todos os tempos de estimulagdo analisados.

Tendo em vista o papel do TGF-f3 em promover a producdo de Clq por
neurdnios em camundongos (Bialas & Stevens, 2013), decidiu-se analisar o nivel de
expressdo da isoforma correspondente em humanos diante do mesmo estimulo com
TNF-a. Apos realizar o alinhamento do mRNA de TGF-B3 murino no banco de dados
de referéncia para transcritos humanos, identificou-se a isoforma TGF-B3 humana
como correspondente aquela murina (valor E = 0; identidade = 82%; cobertura =
99%). Interessantemente, os resultados de RT-qPCR indicaram que os niveis de
mRNA de TGF-B3 basais (ndo-estimulado) sdo maiores nos astrocitos SCZ do que
em astrocitos HC (Figura 6C). Apds a estimulagdo com TNF-a, observa-se que os
niveis de TGF-B3 sdo reduzidos a aproximadamente a metade nos astrocitos SCZ em
todos periodos analisados. Contudo, este mesmo padrao nao ¢ evidenciado nos
astrocitos HC, onde a estimulagdo com TNF-a nao alterou de forma robusta os niveis

de mRNA de TGF-3 em nenhum dos periodos analisados.
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Figura 6 - Expressao de TNF-a, IL-1p e TGF-3 em astrécitos HC e SCZ estimulados com 10
ng/mL de TNF-a. Os graficos mostram os niveis d¢ mRNA de TNF-a (A), IL-1B (B) e TGF-3 (C)
determinados por RT-qPCR. As amostras de RNA foram extraidas de astrocitos de individuos controle
(quadrados abertos) e esquizofrénicos (quadrados preenchidos), estimulados com 10 ng/mL de TNF-a
por 1,5, 3,4,5, 6 ¢ 24 h. A reagdo de RT-qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de
mRNA do GAPDH. N.S.: Ndo estimulado. Barra de erro omitida devido ao niumero de amostras restrito
(N=2).

5.3. Astrocitos de individuos esquizofrénicos apresentam cinética de expressio
alterada do mRNA de CX3CL1
Além da anélise da expressao das referidas citocinas, o cDNA dos astrocitos

HC e SCZ estimulados com TNF-a por 1,5 a 24 h foi submetido a qPCR para
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averiguar a cinética de expressao da quimiocina CX3CL1 (também conhecida como
fractalquina). Evidencia-se que em todas as linhagens analisadas hd aumento na
producao do mRNA de CX3CL1 em todos os tempos do estimulo, quando comparado
as células nao estimuladas (Figura 7).

De modo interessante, nota-se que a cinética de expressdao de CX3CL1 durante
a estimulacdo nos astrocitos SCZ ¢ atrasada quando comparada aquela observada para
os astrocitos HC estimulados. De fato, os niveis deste transcrito atingem o pico com
3 h nos astrocitos de individuos controles, mantendo-se estaveis no periodo de 4,5 h
e decaindo nos tempos subsequentes. Por sua vez, os niveis de mRNA de CX3CL1
observados em astrocitos SCZ atingem o maximo no periodo de 4,5 h, apresentando
redugdo apenas a partir do tempo de 6 h (Figura 7).

Além disso, ¢ possivel observar que ao fim da estimulacao com TNF-a (tempo
de 24 h) os niveis de CX3CL1 encontram-se aumentados em astrocitos SCZ em
relacdo aqueles dos astrocitos HC. Quando tomados em conjunto, estes dados indicam
que as alteragdes no perfil de transcri¢ao de CX3CL1 podem afetar a maneira como
esta proteina ¢ produzida em astrocitos derivados de pacientes esquizofrénicos

durante a estimulagdo com TNF-a.
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Figura 7 - Expressio de CX3CL1 em astrocitos HC e SCZ estimulados com 10 ng/mL de TNF-a.
Os graficos mostram os niveis de mRNA de CX3CL1 determinados por RT-qPCR. As amostras de
RNA foram extraidas de astrocitos de individuos controle (quadrados abertos) e esquizofrénicos
(quadrados preenchidos), estimulados com 10 ng/mL de TNF-a por 1,5, 3, 4,5, 6 ¢ 24 h. A reagdo de
RT-qPCR foi realizada em triplicata ¢ normalizada pelos niveis de RNA do GAPDH. N.S.: Nado
estimulado. Barra de erro omitida devido ao numero de amostras restrito (N = 2).
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5.4. Astrocitos de pacientes esquizofrénicos estimulados com TNF-o apresentam
niveis alterados da forma nao secretada de CX3CL1

Apos verificar que a cinética de expressdo do mRNA de CX3CLI1 estava
alterada em astrdcitos de individuos esquizofrénicos estimulados com TNF-a em
relagdo ao observado para individuos controles, decidiu-se analisar a expressdo
proteica de CX3CLI nos astrocitos submetidos ao mesmo estimulo pelos tempos de
6, 24 e 48 h. Especificamente, analisou-se apenas a forma nao secretada de CX3CL1,
ou seja, que ainda ndo foi clivada pela acao das metaloproteases ADAMI0 e
ADAMI17 (Wolf et al, 2013). Findado o tempo de estimulagdo, as proteinas totais
foram extraidas e as amostras submetidas a técnica de Western Blot.

Como mostrado na Figura 8, nota-se que a forma nao secretada de CX3CLI1
encontra-se expressa em maior quantidade nos extratos celulares de astrocitos
derivados de individuos esquizofrénicos em todos os periodos analisados, quando
comparados aos astrocitos HC. Interessantemente, quando se analisa o par de
astrocitos das linhagens CF2 x EZQ4, ndo ¢ possivel observar a presenga da forma
nao secretada na linhagem HC face ao estimulo com TNF- a. Por sua vez, os niveis
desta proteina na linhagem derivada de pacientes esquizofrénicos aumentam
ligeiramente até o tempo de 24 h ap6s o estimulo, reduzindo a niveis basais no tempo
de 48 h (Figura 8A).

Quando se analisa o par de linhagens 79A x 61B, verifica-se que, apos a
estimulacdo, hd redugdo nos niveis de CX3CL1 ndo secretada nos astrécitos da
linhagem 79A a partir do tempo de 6 h, o que permanece até o tltimo tempo analisado
(48 h). Em relacao a linhagem 61B (astrécitos SCZ), observa-se que os niveis desta
proteina nao se alteram robustamente em face ao estimulo com TNF-o em nenhum

dos tempos analisados (Figura 8B).
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Figura 8 - Expressido da forma nio secretada de CX3CL1 em astrdcitos HC e SCZ estimulados
com 10 ng/mL de TNF-a. Sdo mostradas imagens de imunoblot para a CX3CL1 presente em astrocitos
de individuos controle (HC: AST CF2 (A) e AST 79A (B)) e esquizofrénicos (SCZ: AST EZQ4 (A),
AST 61B (B)) que foram estimulados com 10 ng/mL de TNF-a 6h, 24h e 48h. NS: Ndo estimulado; AST:
astrocitos.

5.5. Células microglia-like induzidas foram geradas de forma bem-sucedida a
partir de PBMCs de individuos saudaveis

Notavelmente, existe uma extensa comunicagdo entre microglia e astrocitos
em situagdes patoldgicas através de moléculas secretadas no SNC (Liu et al, 2011).
Além disso, tanto astrocitos quanto microglias participam de forma ativa promovendo
a poda sinaptica em condigdes fisiologicas durante o desenvolvimento através da
expressdo de imunomoduladores (Schafer et al, 2012; Bialas & Stevens, 2013).
Adicionalmente, astrocitos reativos do tipo Al, ativados por microglia, produzem
niveis elevados de C3 (Liddelow et al, 2017). Deste modo, seria interessante
investigar a produgdo de citocinas e fatores do complemento em microglias de
individuos saudaveis e esquizofrénicos expostas ao meio condicionado de astrocitos
HC e SCZ estimulados com TNF-a. Para tal, o protocolo desenvolvido por Ohgidani
e colaboradores (2014) e modificado posteriormente por Sellgren e colegas (2016)
mostra-se adequado, visto que células microglia-like humanas podem ser produzidas
em um curto periodo (entre 10-14 dias) a partir de PBMCs e apresentam fen6tipo mais
proximo aquele de micréglias humanas de origem fetal do que de macrofagos e de
outras c¢lulas do sistema imunolégico (SELLGREN et al, 2016).

Deste modo, o sangue de trés individuos saudaveis foi coletado, as PBMCs

purificadas e submetidas ao protocolo de diferenciacdo para a producdo de células
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microglia-like induzidas (iMGs). Como pode ser observado na Figura 9, ao fim da
diferencia¢do (12 dias), estas células apresentam morfologia ramificada, além de
serem positivas para o fator de transcricao mieldide PU.1, para o marcador classico
de microglia IBA1 e para o receptor de fractalquina (CX3CR1) que ¢ altamente
expresso em microglias (Figura 10).

Estes dados corroboram dados obtidos na literatura indicando que este
protocolo ¢ capaz de gerar, de forma bem-sucedida, iMGs a partir de PBMCs,

podendo ser utilizadas em estudos posteriores para averiguar a interagdo existente

entre microglias e outras células do sistema nervoso.

Figura 9 - Diferenciacdo de células microglia-like induzidas (iMGs) a partir de células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de individuos saudaveis. Sao mostradas imagens de
microscopia de campo claro de células diferenciadas a partir das PBMCs obtidas a partir do sangue de
trés individuos saudaveis. (A) Imagem de células no 1° dia de diferenciagdo; (B) imagem de células no
5° dia de diferenciacdo) e (C) imagem de células microglia-like no 12° dia de diferenciag@o. Barra de
escala igual a 160 um.
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Figura 10 - Caracterizaciio de iMGs para PU.1, IBA1 e CX3CR1 por imunofluorescéncia. Sao
mostradas imagens de células microglia-like, apds 12 dias de diferenciag@o, marcadas para PU.1, IBAI
e CX3CRI. Imagens de microscopia de fluorescéncia. As marcagées para as proteinas-alvo estdo
representadas em magenta, enquanto o niicleo, marcado com Hoescht, esta em ciano. IBAI: Molécula
adaptadora de liga¢do ao calcio ionizado 1, CX3CRI:Receptor de CX3CLI.
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho indicam que duas linhagens astrocitarias de pacientes
diagnosticados com esquizofrenia apresentam uma cinética de expressao do mRNA de
TNF-0, IL-1B, TGF-B3 e CX3CLI alteradas em relagdo aos astrocitos de individuos
controles analisados. Além disso, ¢ possivel evidenciar uma altera¢do na expressao de
CX3CL1 nos lisados dos astrocitos SCZ em relagdo aqueles dos individuos saudéveis.
Ainda, os dados gerados neste estudo mostram que a utilizacdo de iMGs derivadas de
PBMCs do sangue de individuos saudéaveis constitui um interessante modelo de estudo

para a analise do papel da microglia em doengas neurolédgicas.

Embora ainda preliminares, os dados aqui reportados podem ajudar a explicar
alguns aspectos observados na esquizofrenia. Deste modo, a literatura cientifica reporta
que os imunomoduladores averiguados neste trabalho apresentam atividade bioldgica
relevante nos principais tipos celulares encontrados no sistema nervoso central. Diante
disso, a alteragdo de sua expressdao em astrocitos, o tipo celular mais abundante no SNC
(CHUNG et al, 2015), pode promover alteracdes significativas no cérebro de pacientes

esquizofrénicos.

Neste sentido, Yang et al (2013) realizaram um estudo no qual foi demonstrado
que, em camundongos modelos para encefalomieliete autoimune experimental, elevagdes
nos niveis periféricos de TNF-a promoviam elevagdes no processo de turnover sinaptico
no coértex somatossensorial. Nestes animais, as taxas de formagdao e eliminacao de
sinapses apresentaram-se aumentadas, o que foi revertido em animais tratados
perifericamente com o dominante negativo para esta proteina. Interessantemente, foi
reportado anteriormente que individuos esquizofrénicos apresentam niveis séricos
elevados de TNF-o (WATANABE et al, 2010; FINEBERG & ELLMAN, 2013;
RODRIGUES-AMORIM et al, 2017). Deste modo, os niveis elevados desta citocina no
soro de esquizofrénicos poderiam recapitular parcialmente o fendtipo observado para os
animais supracitados, levando ao aumento nos niveis de eliminacdo de sinapses. Além
disso, os niveis periféricos de TNF-a poderiam induzir a expressao do transcrito desta
mesma citocina em astrocitos no SNC, como observado neste trabalho, gerando um
feedback positivo e exacerbando ainda mais as taxas de eliminagdo das sinapses. A este
dado, agrega-se o fato de que TNF-o promove o aumento da expressao de MHC classe [

em neurdnios do SNC (NEUMANN et al, 1997), cuja atuagao na poda sindptica ja foi
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demonstrada anteriormente (HUH et a/, 2000). Assim, esses dados da literatura deixam
claro que o estimulo utilizado nesse trabalho (TNF-a) ¢ de grande relevancia para a

esquizofrenia e a poda sinaptica.

Ademais, € possivel que os astrocitos de esquizofrénicos apresentem um fendtipo
reativo mais neurotoxico (tipo Al) quando comparado aos astrocitos de individuos
controles quando submetidos ao estimulo com TNF-a. Tomando como base os achados
obtidos por Liddelow e colegas (2017), microglias ativadas com LPS liberam para o meio
extracelular TNF-a, IL-1a e Clq, tornando astrécitos naive reativos, apresentando
fenotipo do tipo Al. Alternativamente, astrocitos naive estimulados com IL-1P3
apresentam fendtipo reativo do tipo A2, que € mais neuroprotetor (ZAMANIAN et al,
2012; LIDDELOW et al, 2017). No presente trabalho, observou-se que astrocitos
derivados de pessoas esquizofrénicas produzem niveis maiores de TNF-a e menores de
IL-1pB do que aqueles derivados de individuos saudaveis diante de estimulo inflamatorio.
Embora estes dados devam ser confirmados a nivel proteico, pode-se sugerir que os
astrocitos SCZ sejam menos capazes de promover um fenotipo neuroprotetor,
favorecendo o surgimento de astrocitos do tipo Al. Visto que os astrocitos podem
propagar estimulos inflamatorios locais para distancias maiores (LIU et al, 2011), os
astrocitos de esquizofrénicos poderiam atuar amplificando o fenotipo do tipo A1 de forma
paracrina. Para tal, seria interessante analisar se astrocitos de individuos esquizofrénicos
produzem niveis aumentados de IL-1a, que, junto aos niveis elevados de TNF-q, atuariam
em conjunto refor¢ando o fendtipo reativo do tipo Al. Contudo, para confirmar tal
hipdtese faz-se necessaria a analise dos painéis de marcadores para astrocitos reativos,
conforme descrito por Liddelow e colegas (2017), bem como se os niveis de C3
encontram-se aumentados em esquizofrénicos, uma caracteristica marcante de astrocitos

do tipo A1 e que encontra paralelos nos mecanismos inerentes a poda sinaptica.

Além disso, os astrocitos de individuos esquizofrénicos poderiam atuar
“primando” de forma mais consistente as microglias destes pacientes. O principal
mecanismo pelo qual uma microglia torna-se primada envolve a exposi¢do inicial a
estimulos inflamatérios. Quando isso ocorre, as microglias tornam-se sensibilizadas e em
face a um segundo estimulo inflamatério respondem de forma ainda mais intensa quando
comparada ao primeiro (PERRY et al, 2014). Deste modo, caso os astrocitos de
esquizofrénicos apresentem um fendtipo do tipo Al mais robusto quando comparado aos

astrocitos de pessoas saudaveis, eles poderiam atuar liberando um conjunto maior de
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imunomoduladores (incluindo o préprio TNF-a), capazes de primar de forma mais
consistente as microglias. Entretanto, o tamanho amostral ndo permitiu conclusdes
definitivas e mais experimentos sao necessarios objetivando investigar se os astrocitos de
pacientes esquizofrénicos realmente apresentam um perfil reativo do tipo Al. Se assim o
for, este mecanismo ajudaria a explicar e corroborar a hipotese de que a esquizofrenia ¢
uma doenca desencadeada pela conjungdo dos fatores genéticos associados a dois
estimulos estressores que ocorrem durante a vida do individuo (MULLER et al, 2015).
Neste sentido, seria interessante averiguar se o meio condicionado de astrocitos de
individuos esquizofrénicos ¢ capaz de sensibilizar diferencialmente tanto as microglias
de pessoas saudaveis ou com a doenga. Logo, o modelo de producao de células microglia-
like a partir de PBMCs desenvolvido neste trabalho torna-se muito atrativo para realizar
este tipo de investigagdo, o que devera ser feito futuramente. Ohgidani e colaboradores
(2014) mostraram no seu trabalho ndo apenas que as iMGs possuiam caracteristicas
morfoldgicas similares as microglias, mas também que apresentavam capacidade
fagocitica e marcadores moleculares pertinentes a este tipo celular e que a distanciavam
dos monocitos das quais eram derivadas. Posteriormente, Sellgren ef a/ (2016) ndo apenas
refinaram o método, mas também mostraram, através de andlises do transcriptoma, que
as iIMGs possuiam perfil de expressdo génico proximo aquele das microglias fetais e, em
menor escala, das adultas, distanciando-se das caracteristicas encontradas em outras

células do sistema imunologico, como macréfagos.

Os resultados desse estudo indicam ainda que a maioria dos astrécitos derivados
de pacientes esquizofrénicos apresenta niveis basais mais elevados de TGF-B3. Esta
citocina tem seu envolvimento nos processos de poda sindptica comprovados, visto que
ela sinaliza através dos receptores TGF-BRI e TGF-BRII na superficie de neurdnios
induzindo a expressdo Clq (BIALAS & STEVENS, 2013). Assim, caso este dado
confirme-se a nivel proteico, poder-se-ia especular que em esquizofrénico a via cléssica
do complemento estaria mais ativa nas sinapses, o que poderia levar a uma ocorréncia
maior de poda sinaptica. Embora pouco se saiba sobre o papel regulatorio de TGF-3 no
sistema imunologico (TGF-B1 ¢ a principal isoforma relevante no sistema imune), é
possivel que esta citocina também desempenhe papel tanto inflamatoério quanto anti-
inflamatoério, haja visto o papel dual que TGF-B possui no sistema imune (OKAMURA
et al,2015). Assim, seria interessante averiguar o efeito que TGF-B3 poderia induzir nas

microglias, as células do sistema imunoldgico no cérebro.
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Além disso, astrocitos sdo capazes de modular a atividade de microglia (LIU et
al, 2011). Neste sentido, destaca-se o envolvimento de CX3CLI, cujo receptor no SNC
encontra-se localizado apenas na membrana de microglias. CX3CL1 ¢ produzida como
uma proteina transmembrana e que pode ser liberada na forma secretada pela acao das
metaloproteases ADAMI10 e ADAMI17, sendo que esta segunda atua especialmente
durante processos inflamatérios (GARTON et al, 2001; WOLF et al, 2013). E
interessante notar que, embora ambas formas de CX3CL1 atuem através de seu dominio
quimiotatico, a resposta gerada por sua ligacdo na membrana pode ser distinta (WOLF et
al, 2013). Morganti et al (2012), por exemplo, mostraram que a forma secretada de
CX3CLI ¢ capaz de mediar fungdes neuroprotetoras em um modelo murino na Doenga
de Parkinson, o que ndo ocorre no caso da forma ligada a membrana (ROGERS et al,
2011). Os dados gerados neste trabalho mostram que os astrocitos SCZ nao apenas
possuem uma cinética de transcricdo de CX3CL1 atrasada, mas também niveis
aumentados da forma ndo secretada desta proteina. Estes dois fendmenos sugerem que a
regulacdo da producdo de CX3CL1 em astrdcitos de individuos esquizofrénicos pode

estar alterada quando comparado aquela de individuos controles.

No que tange os niveis aumentados da forma ndo secretada em astrécitos de
esquizofrénicos, trés hipdteses principais, que devem ser investigadas em estudos
posteriores, podem ser levantadas. A forma nao secretada de CX3CL1 pode estar sendo
retida no complexo de Golgi de astrécitos SCZ quando da estimulagdo com TNF-a. Neste
sentido, Fuster-Matanzo et a/ (2017) mostraram recentemente que a inibicao de GSK-3f3
na cultura de neuronios hipocampais murinos altera o trafego da forma madura de
CX3CL1 do complexo de Golgi para a membrana plasmatica, retendo-a nesta organela.
Notavelmente, estudos anteriores mostraram que os niveis do mRNA de GSK-3f
apresentam reducdo de 40% no cortex pré-frontal dorsolateral de pacientes
esquizofrénicos (KOZLOVSKY et al, 2005). Além disso, a via de ativagao desta quinase
(AKT1/GSK-3p) ¢ defeituosa em esquizofrénicos, reduzindo a fosforilagao de sua Ser9.
Interessantemente, os autores deste estudo mostraram que a administragao de haloperidol,
um farmaco comumente utilizado no tratamento da esquizofrenia, promove a fosforilagao
desta serina por Aktl, ativando GSK-33 (EMAMIAN et al, 2004). Logo, alteragdes nesta
via de sinalizacao nos astrocitos de individuos esquizofrénicos poderiam ajudar a explicar
o aumento dos niveis da forma ndo secretada de CX3CL1. Outra hipdtese interessante

para explicar tal evento envolveria um aumento na endocitose da forma ligada a
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membrana de CX3CL1. Huang ef a/ (2009) mostraram em seu trabalho que a CX3CL1
sofre endocitose da forma ligada @ membrana de forma constitutiva, prevenindo sua
clivagem pela acdo de metaloproteases. Assim, seria interessante investigar se em
astrocitos obtidos a partir de pacientes esquizofrénicos ha uma exacerbacao da endocitose
da forma de membrana, promovendo seu acumulo no interior do citoplasma dos
astrocitos. Além disso, uma alteracdo na liberagdo da forma secretada em astrocitos
derivado de esquizofrénicos poderia ser explicada por alteragdes na atividade das enzimas
envolvidas no processo de clivagem ou ainda mutagdes que modifiquem os sitios de
clivagem desta quimiocina. Embora a forma ligada a membrana de CX3CLI1 seja
frequentemente associada com a manuten¢do de microglias no seu estado de vigilancia
(WOLF et al, 2013), a retengao desta forma na membrana de astrécitos derivados de
esquizofrénicos poderia atuar reduzindo sua migracao durante o periodo no qual a poda
sinaptica ¢ mais ativa, impedindo que esta ocorra de forma adequada. Diante disso,
estudos posteriores visando a andlise dos niveis da proteina CX3CL1 no sobrenadante
dos astrocitos faz-se necessarios para ajudar a distinguir entre estas trés hipoteses. Embora
ndo seja possivel discerni-las neste trabalho, os resultados indicam que a via de
sinalizacdo envolvendo CX3CL1/CX3CR1 possivelmente esta alterada no que tange a

comunicagdo entre astrocitos/microglia.

Apesar dos dados encontrados neste estudo poderem fornecer indicios importantes
sobre a fisiopatologia da esquizofrenia, algumas ressalvas devem ser feitas e os resultados
em questdo vistos com cautela. Primeiramente, o modelo utilizado neste estudo permite
apenas a analise de um tipo celular, excluindo a intera¢ao dos astrdcitos com as outras
células encontradas no cérebro. Em segundo lugar, o tamanho amostral deve ser
aumentado, visto que apenas dois pares de individuos saudaveis x esquizofrénicos foram
analisados. Além disso, uma pequena discrepancia na producdo da forma celular de
CX3CL1 foi observada entre linhagens pertencentes ao mesmo grupo experimental, o que
pode ser explicado com base na heterogeneidade existente entre esquizofrénicos e no fato
de que, diferentemente de animais isogénicos, cada linhagem provém de um doador com

caracteristicas genéticas distintas (BRENNAND et al, 2013).
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7. CONCLUSAO

Neste estudo, astrocitos derivados de hIPSCs de individuos saudaveis e pacientes
esquizofrénicos foram utilizados com o intuito de modelar o efeito que a sinalizagao
inflamatoéria, similar aquela que ocorre na infec¢ao pré-natal, tem sobre a transcri¢ao de
citocinas e quimiocina relevantes na modulag¢do da poda sinaptica, um evento cujo apice
ocorre durante a adolescéncia. Além disso, com o intuito de averiguar a comunicagdo
existente entre tais astrocitos e microglias, reproduziu-se um protocolo no qual se pode
gerar com sucesso células microglia-/ike a partir de PBMCs derivado do sangue de
individuos saudaveis.

Embora os dados deste trabalho sejam preliminares em virtude do tamanho da
amostra analisada, os resultados aqui apresentados fornecem alguns indicios importantes.
Primeiramente, a cinética de indu¢gao do mRNA de TNF-a e IL-1p parecem ser distintas
nos astrocitos derivados de pacientes esquizofrénicos estimulados com o proprio TNF-a,
o que pode indicar que tais astrocitos apresentam um fenotipo reativo do tipo Al mais
pronunciado quando comparado aquele dos astrocitos de individuos controles. Em
segundo lugar, os niveis do transcrito de TGF-3 podem estar aumentados em nivel basal
em esquizofrénicos, podendo modular positivamente os niveis de Clq nos neurdnios
destes individuos. Finalmente, a cinética de expressdo de CX3CL1 ndo apenas parece ser
mais atrasada em esquizofrénicos, como os astrécitos de tais individuos apresentam niveis
mais elevados da forma celular desta quimiocina, sugerindo problemas na liberagao da
forma secretada. Este ultimo fendmeno pode ocorrer devido a sua retengdo no complexo
de Golgi, endocitose excessiva da membrana plasmatica ou ainda problemas na clivagem
de CX3CLI1 ligada a membrana.

Estes dados necessitam ser validados tanto pelo aumento do tamanho da amostra,
quanto por analises dos niveis proteicos destes imunomoduladores. Contudo, estes
primeiros indicios fornecem perspectivas interessantes no que tange a modulagdo de
moléculas do sistema imunoldgico por astrdcitos de pacientes com esquizoftrenia,
podendo fornecer importantes respostas em relacdo aos mecanismos alterados durante o

advento da poda sindptica nas pessoas com tal desordem.
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ANEXOS

TABELA 1 — Dados dos voluntarios e pacientes dos quais as linhagens celulares

foram obtidas

Linhagem Fenotipo Idade | Sexo Células parentais
Celular
CF2 Saudavel 31 M Fibroblastos da pele
T9A Saudavel 36 F Fibroblastos da pele
EZQ4 Esquizofrénico | 44 M Fibroblastos da pele
61B Esquizofrénico | 27 F Fibroblastos da pele

TABELA 2 — Dados dos primers utilizados

Gene Numero de acesso | Orientacio Sequéncia (5’ 23°)
no Genbank
(NCBI)
TNF-a NM_000594.3 Senso CTGCACTTTGGAGTGATCGG
Antissenso | TGAGGGTTTGCTACAACATGGG
IL-1B NM_000576.2 Senso CACGATGCACCTGTACGATCA
Antissenso GTTGCTCCATATCCTGTCCCT
TGF-B3 NM 003239.4 Senso CTTCCAGATCCTTCGGCCAG
Antissenso | ATCAAAGGACAGCCACTCGG
CX3CL1 NM 002996.5 Senso CGGTGTGACGAAATGCAACA
Antissenso CTCCAAGATGATTGCGCGTT
GAPDH NM_002046.5 Senso GCCCTCAACGACCACTTTG
Antissenso CCACCACCCTGTTGCTGTAG
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Titule da Pesquisa: "ESCLHEA TRANSLACIONAL EM PSIQUIATRIS: INVESTIGACAD DE MECANISMOS
FISIOPATOLOGICOS E NOVOE TRATAMENTOS PARA ESQUIZIFREMIA,

TRAMETORNG O3ISCSSIMO-COMPULS WO £ TRANSTORMNO DE DEFICIT DE

ATEHMCAO E HIPERATIVIDADE
Pesguisadar; Slevens Kastrup Seman
Area Temitica:
Versdo, 3
CAAE: 323857314.0.0000, 5248
Instituigda Proponente: INSTITUTS D'CR, DE PESQUISA E ENSING

Patroginador Principal: Conselha Macionsl dz Desenvelvimenic e Teonaloga
FUN CARLOS CRAGAS F. UE AMEPARC A PESLLISA I ESTADD U4 RIU D
JAMEIRD - FAPER.

DADDS DO PARECER

MNamero oo Parecer: 1.163.558 e i
Data da Relatoria: 26/07/2015 kel

Apresentagio do Projeto;

Trata-se ce uma Emande a Projeto ce paaqulss |8 aprovedo pele CEP 2m 22 de juiho do ano ¢e 2014 80b
nidmere T27.26%, A proposta alual gera a wersdo 3 de projele de pesquiza no Sislema Plataforme Beasil.
Trala-ss de pesquisa tansiecional cija propasta 4 avangar no antandirentn dna Aanectns molaoulares,
celulares & metabdlicos de iranstomes mertzis & do neurs<tesenvolvimento. incluinds, especficarente. a
asquizofrenia (disldrbio do neuro-desenvalvimento gue scomste 1% da populagdo mundial, abrangenda
sintomas cogntives, como déficits na atencdn, memdrla ou planefamenta), o transtorng absessivo-
compulzivo — TOC {um transtormno caraeledzado por seesamentas obsessivaos 8 compulsivas no gqual o
individio 1em comportamentos considaradus eshanbhog pars g socicade oo par o propi pessod) e o
tranatoonc do céficht de alencdoe ¢ hipuratividada - TJAH, (caracterizadn por desatencdn, inquistude &
impulsividads). todos atraves do use de cilulas-tronco de pluripoléncia induzida.

Os Butores do prajeta Infarmam que as celuias de plunpoténca nduzida {IFS] seran reprogramadas @ pa
de fibrobiasios ¢ celuas epitslisis do sparelha smndno de paclentes com

Enderopn:  Ruaa Fgunmen iageit Sas, 375

Balrrac: Copacabara CEP: 2200 -0
WF: A Wunicipio:  HEJ Uk JAREIHL
Telstone: (2112248 JTEE Faa, (212580610 E-maal  sameopador ipoogaded com.bi
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caquizafrenia, TOC e TDAH & analiasdes por d leranles abordagens sxperimentais am voluntarios

Corli-uscio ot Pamses 1185551

53UdAvEis.

A partir dests modale, a hipotese centrsl baszia-s= na possibllidade de apelmoraments do conhecimenio
sobie &5 okl supaulados, alravds da deswid@o de alieragbes moleculares, celilarss, matabdlicas e
oo exprassio genica abservadas durarte o processn de desanvolvimento neuronal inowitro, & partr de
células-rence de plurpsténcia induzida de peciantes com transtomas mentais, comparadas 805 mesmos

tipos oelulares do valuntdrios ssudévela.

Ca auteres informnanta Inlasdo no desenvolviemenls de estudos dessa nalureza devido As difculdades da
natanpao de amestras de celulzs vivas do sistema nervoso central, principalmente na fase (icial dessas
doengss e nesse santldo apoentam a reprogramacdo de fibroblaslos hemanos adultas em cildas com o
fenttips € potencial de diferenciacdo comparavel ao de céluas-ronco ambrionarias, o que pormitrd o
desenvolvimanio da novos estudcs nesse campo.

#pontam ambeém que por eeram gensticamenia (dénticas &5 células do doader & capazes de gersr todos os
tipos ceiulares de um indivicud, Inclusive neurdnios, as ctlulas fepregramacas, lambém chamadas ce
cilulas-lronca de pluripoléncia induzida (iIPS), aparecam comro mode o alternativo para invesligacis ce
neurspatologias, além de facilitar a caracterizagcds de alteractes part cuarea duranse o deasnvohimanto do

EIS1EMA nerdasn.

MNa atual proposta de Emends esta informedo que pecientes com esquizofreria passardo a fezer pare,
novaments, do esludo. Tambén estdo Incluldos novas pesguisadores Jue passam & inbegrar @ equips o
pesquisa{e medica pesquisadara Fernanda Tovar Mol ¢ o médizo pesquisador Ricardo de Ofiveira Sowa -
ambas vincukades ao Instilule D'OR de Pasguisa = Ensnol.

Objetivo da Pesguisa:

Aguns dos cheetvos presanies na prineira versdo do projeto foram rstomados, uma vez que, na fase atual
do projein, passa a ter uma pescuisadora médica rosponsavel pelas sitpsiEs de pale que ssrédo realizadas,
agEiih Como o procadirsntks do colets de sengue.

Alem de presenar 05 obelives constentas da versan 1 do projeto 8 nova versio passa & incluir a
esquizglreria como culro trans:omo peiguidtricn 3 ser esludado, bem como as andlises ganéticas e a
abtengda de neurdnios derdvadns de edlifastronan da oluripoténcis induzids dos participantes.

Endarace:  F3 Fouareco Mayslbde:, 75 :

Bairra: Copucabara CEP- 2203010
UE: M Municiplo: =i OF JAREIRD
Telefane. (2720403760 Faz; (271c0dg-6810 E-mmit mgropadociopador cam.be
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Cordimuacio go Pancoer 1. 162,65

Avaliagdo dos Riscos & Baneficloa:

Forem INfRMMACOS NE Emenda a0 projelc que apos esclamcmontss Juanio acs ojellvas o metodologia do
esludo e assinalura do lermo de consentimento, oe aujetos serdo suxmetidos & entrevista e exame
peiquidtrico estruturado. agendadns do acardn Gom a disponibiiidade dos mesmas, Paralelamonle, os
prantuarics dos sujellas partcipantss se 8o revistos para busca ce informacoes referantes so diagnostioo,
tratamento & evelLobo dos mesmas, para mehor defirsgdo da populacdo estudada, Famillares de primeing
grau dos paciertes serfo convidados @ pert cipar da entrevista, e seus dados também sedfc adicionades ao
estuds, apds assinatura do TCLE

Cuanto & costa dz malerial biobdgeo (coleta de sangue & também & bitpsia de pele}, se-a realizada por
profissionais canacitzdee que hablivalnenta reallzam seses srocedimentos. E destacsde palae autores que
3 biopela somente sera realizada na imposaihilldade de se consequle 3 colata de amostra de Lrina, ouess,
LTS VR U esta Necessla sof processacda medistamente apds colata e em guantidada suficiente para
natengin das caluias a sarem pesquisades . Infarmam ainda que as pardicipantes maneceas de 18 anos
scran submcticos aperas & coleta de urina.

Sobre a extagdo de DMNA, 2sta ocorrerd somente apds 2 coleta da aligecla de sangue eatanda os
procadimsnios descrites no estude,

Comentirios e Conslderacdes sobre a Pasquisa:

Todas as modificogEes realizadas no projeto inicizl forom descritas na emenda que gem a versio 3 oo
projeto em refengncia. As modificagoes foram elencadas en documerto sdicsonal para melhor cormpreansso
da proposta,

Consideragies sobre os Termos de apresentaglio obrigatdria:

Todos 08 ternos ce apresentacao abrgatdaia forar manbdos ¢ a3 respectivas alleragdes induidas, oo
na il do projeta (inclusdo do lerme esgquizafrenial, & ainda nos termos de consertimento. live &
esclaresida & lerma de assenfimanic,

Recomendagoes:
Wae laram idenlifcadas sendénces ou necessidade de recomendachies.

Conglusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequacées:
Projeto enmontrs-5& apta pera conliruidade no seu dessmvalyimento,

Enderegn:  Huz Fiqueireda Mogal-Sas, B7E

Bairro: CGoprcshana CEP: 77 031-ndn
IBF; R Municipio: RIQ DS JANEIRG
Taletane: 19112545-3782 Fax: [2112548-8610 E-mall: repenpadaficopanoncombe

Edgh 175 M
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Conlr o oo Farmoes 1160

Situagio do Parecen:

Aprovado

Mecassita Apreciacia da CONEP:

[Ei -

RIO DEWJANEIRD, 03 de de 2015
N QLut {Qaluﬁfzu ZNG I
Aseinado pén H L

DENILSON CAMPOS DE ALEUQUERGUE
{Coordenador)

Endarage:  Aua FigLeleedn kagalne, £75

Babmo; Copscanans CEP: 200010

UF: RJ Municipio:  RIC JE JANEIRD

Telefone: (2725455752 Faoe; (21282060 Esmail: cepsopadonifenpadarcom b

Shgrs T4 e 4
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