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RESUMO 

 

A esquizofrenia é uma desordem psiquiátrica, cuja causa é uma conjunção de fatores 

genéticos, ambientais e do desenvolvimento. Os indivíduos com esta doença apresentam 

um quadro clínico caracterizado por sintomas positivos (psicose, alucinações e delírios), 

negativos (depressão, pensamento e fala desordenados e perda de interesse social) e 

déficits cognitivos, exibindo também uma redução no volume de massa cinzenta. 

Análises microanatômicas sugerem que a redução na massa cinzenta deve-se à 

diminuição na quantidade de espinhas dendríticas. A redução na quantidade destas 

estruturas em esquizofrênicos provavelmente deve-se a uma exacerbação do processo de 

eliminação sináptica que ocorre normalmente na adolescência e durante o início da idade 

adulta. Recentemente, foi elucidado que moléculas do sistema imunológico, como as vias 

clássica do sistema do complemento e de CX3CL1/CX3CR1, atuam diretamente neste 

processo, levando à fagocitose das sinapses imaturas pela microglia. Além disso, foi 

demonstrado que astrócitos secretam citocinas capazes de modular a via do complemento 

e promover a poda sináptica. Diante disso e tendo em vista que infecções pré-natais atuam 

como fatores de risco para esquizofrenia, este trabalho objetivou analisar a produção de 

citocinas e CX3CL1 nos astrócitos derivados de células-tronco de pluripotência induzida 

(hIPSCs) de indivíduos esquizofrênicos estimulados por TNF-α. Os resultados 

demonstram que a cinética de produção dos transcritos para TNF-α e IL-1β está alterada 

nos astrócitos de esquizofrênicos (SCZ) em relação aos astrócitos de indivíduos saudáveis 

(HC). Além disso, astrócitos SCZ produzem níveis basais aumentados de TGF-β3 e 

cinética de transcrição de CX3CL1 atrasada em relação aos HC. Finalmente, a forma não 

secretada de CX3CL1 parece estar aumentada nos astrócitos SCZ, sugerindo problemas 

na liberação da sua forma secretada. Embora estes resultados devam ser vistos com 

cautela diante da limitação do tamanho da amostra, eles indicam que os astrócitos dos 

indivíduos SCZ produzem imunomoduladores de forma distinta quando comparados a 

indivíduos saudáveis. 

PALAVRAS-CHAVE: Esquizofrenia; poda sináptica; astrócitos; hIPSC; TNF-α; IL-1β; 

TGF-β3; CX3CL1.  



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-α. The results demonstrate that 

TNF-α and IL-1β 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-β3 and delayed CX3CL1 transcription 

kinetics relative to those of HC. Finally, non-secreted CX3CL1 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-α; IL-1β; 

TGF-β3; CX3CL1.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Esquizofrenia: 

A esquizofrenia é uma desordem psiquiátrica, cujas causas estão associadas a 

fatores genéticos, socioambientais e do desenvolvimento neurológico. Geralmente, 

essa desordem se manifesta inicialmente durante a adolescência e início da vida adulta 

dos indivíduos e sua prevalência é de aproximadamente 1% na população mundial 

(PEREZ & LODGE, 2014; SIGURDSSON, 2015). Os pacientes acometidos podem 

apresentar um conjunto de sintomas que incluem: sintomas positivos (psicose, 

alucinações e delírios), sintomas negativos (depressão, pensamento e fala 

desordenados, perda de interesse social e alterações comportamentais) e déficits 

cognitivos (problemas de atenção, função executiva, memória verbal, memória de 

curto prazo e no aprendizado) (GEJMAN et al, 2011; PEREZ & LODGE, 2014; 

CANNON, 2015; SAKURAI et al, 2015; SIGURDSSON, 2015). 

Estudos anatômicos, utilizando técnicas de imagem como ressonância 

magnética, mostraram alterações na estrutura cerebral de pacientes, quando 

comparados a indivíduos saudáveis. Estes estudos reportaram que, entre os 

esquizofrênicos, o volume dos ventrículos laterais é aumentado em cerca de 18-40%, 

enquanto que estimativas dão conta de uma redução no volume de matéria cinzenta e 

da massa cerebral total de 2-3% (FALUDI & MIRNICS, 2011; BAKHSHI & 

CHANCE, 2015). Adicionalmente, foi encontrada redução também no conteúdo da 

substância branca em algumas estruturas altamente envolvidas com processos 

cognitivos e de memória no sistema nervoso central, como o córtex pré-frontal e o 

hipocampo (LEVITT et al, 2010; BAKHSHI & CHANCE, 2015; CANNON, 2015). 

Neste sentido, as alterações na substância branca podem estar relacionadas a déficits 

na mielinização e no processo de diferenciação de oligodendrócitos em 

esquizofrênicos, como reportado por Uranova et al (2011) e Windrem et al (2017), 

respectivamente. 

Dentre as primeiras hipóteses capazes de explicar a redução no volume da 

matéria cinzenta, destacam-se a redução na quantidade dos neurônios ou então a 

redução no seu tamanho e do neurópilo (espaço interneuronal, árvores dendríticas, 

axônios, sinapses e glia) a ele associado (BAKHSHI & CHANCE, 2015; BOSKA, 

2015). É interessante notar que os achados mais consistentes corroboram a segunda 
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hipótese em detrimento da primeira, indicando que a redução na massa cerebral não 

adviria da perda de neurônios, mas sim de parte das suas estruturas. Além disso, foi 

observado que há redução na quantidade de espinhas dendríticas dos neurônios de 

pessoas com esquizofrenia em relação a indivíduos saudáveis (Figura 1), 

especialmente nas regiões mais associadas com esta doença, como o córtex pré-frontal 

dorsolateral, indicando a presença de um distúrbio na conectividade neuronal nesta 

desordem (GLANTZ & LEWIS, 2000; FALUDI & MIRNICS, 2011). Tendo em vista 

que há relação entre a complexidade da árvore dendrítica e o tamanho do corpo 

celular, foi reportado a redução de 9% no tamanho do soma dos neurônios em 

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

Diante disso, Feinberg (1983) propôs a hipótese de que a esquizofrenia seria 

causada pelo excesso de eliminação das sinapses neuronais. Este processo ocorre 

normalmente durante o desenvolvimento, com o ápice na adolescência, sendo 

responsável pelo refinamento das sinapses, removendo aquelas que estão imaturas e 

favorecendo aquelas mais fortes e capazes de propagar de maneira mais eficaz o 

estímulo nervoso (LEWIS, 2009; BOSKA, 2015; CANNON, 2015). Entretanto, este 

fenômeno, conhecido como poda sináptica, parece ser mais robusto em indivíduos 

com esquizofrenia, promovendo a diminuição significativa nas suas espinhas 

dendríticas e, com isso, reduzindo a conectividade entre suas células nervosas 

Figura 1 – A quantidade de espinhas dendríticas nos neurônios piramidais da camada 3 
profunda do córtex 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 dendríticas, o que pode 
alterar a conectividade e eficiência de transmissão de suas sinapses. Fonte: LEWIS (2009). 
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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 sináptica nos pacientes com esquizofrenia estaria diretamente 

relacionado com o surgimento dos surtos psicóticos, característica marcante nas 

pessoas com esta desordem. 

 

1.2. Mecanismos moleculares da poda sináptica 

Embora Feinberg tenha proposto sua hipótese de que a esquizofrenia poderia 

ser causada pelo excesso da poda sináptica em 1983, apenas recentemente é que os 

mecanismos moleculares deste fenômeno começaram a ser elucidados. De fato, até o 

início dos anos 2000, sabia-se apenas que este fenômeno era dependente da atividade 

sináptica, sendo bloqueado através do uso da Tetrodoxina (TTX) que inibe a atividade 

neuronal (SHATZ & STRYKE, 1988).  

Então, o estudo pioneiro publicado na revista Science por Huh e colaboradores 

(2000) demonstrou que moléculas do sistema imunológico, as quais acreditava-se 

anteriormente não serem expressas no cérebro, participam de maneira ativa no 

processo de eliminação sináptica. Neste estudo, foi utilizado como modelo para 

acessar a eliminação de sinapses a segregação espacial das projeções axonais 

provenientes das células ganglionares da retina (RGCs) sobre a porção dorsal do 

núcleo geniculado lateral (dLGN). Os autores mostraram que, durante o período do 

desenvolvimento no qual o refinamento das sinapses ocorre (entre o quarto e oitavo 

dias pós-natais), há a expressão de genes do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade Classe I (MHC-I) no dLGN. Além de mostrar pela primeira vez 

a expressão de MHC-I no cérebro, este grupo demonstrou que, em animais deficientes 

para MHC-I, há déficits no processo de segregação dos terminais axonais dos olhos 

no dLGN. Este problema na segregação das sinapses foi acompanhado de alterações 

eletrofisiológicas, sendo que os animais knockouts (KO) para tal característica 

apresentaram incremento no processo de potenciação de longo prazo (LTP) 

dependente do receptor glutamatérgico de N-metil-D-aspartato (NMDA) e inabilidade 

em elicitar a depressão de longo prazo (LTD). 

  Posteriormente, o envolvimento das neuropentraxinas (BJARTMAR et al, 

2006) e da via de ativação clássica do sistema do complemento (STEVENS et al, 

2007) no processo de eliminação das sinapses foi elucidado. As neuropentraxinas 
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(NPs) são proteínas localizadas nas sinapses que possuem homologia com as 

pentraxinas do sistema imunológico e que atuam na opsonização e fagocitose de 

células mortas (SCHAFER & STEVENS, 2010). Utilizando o mesmo sistema 

experimental de segregação 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 eletrofisiológicos e de segregação dos terminais observados para os animais 

deficientes em MHC-I. 

O papel do sistema do complemento no processo de poda sináptica, por sua 

vez, tem sido mais bem estudado deste então. Inicialmente, Stevens et al (2007) 

mostrou que RGCs cultivadas em meio condicionado de astrócitos imaturos 

apresentavam aumento na expressão de todas as três subunidades (A, B e C) 

codificantes do componente C1q do complemento. Este componente, capaz de iniciar 

a via clássica do complemento, possui sua expressão altamente controlada durante o 

desenvolvimento, aumentando apenas nos períodos nos quais ocorre o refinamento 

sináptico e estando ausente em animais adultos saudáveis. Este grupo mostrou que 

C1q colocaliza-se tanto com marcadores dos terminais axonais dos neurônios pré-

sinápticos quanto com proteínas presentes nas espinhas dendríticas dos neurônios pós-

sinápticos. Além disso, este grupo mostrou que, na ausência deste fator do 

complemento, o refinamento sináptico ocorre de forma ineficaz, com os animais C1q 

KO apresentando problemas na segregação visual do dLGN e com os neurônios pós-

sinápticos presentes no dLGN apresentando inervação por múltiplos 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 sináptica 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 presença de C3 nas sinapses neuronais entre as terminações 

axonais de RGCs e as espinhas dendríticas dos neurônios do dLGN são reconhecidas 

pelo receptor CR3 presentes na superfície de microglias. Neste sentido, ao identificar 

a presença de C3, as microglias engolfam e ativamente fagocitam as sinapses 

neuronais. Em consonância com os resultados anteriores, este grupo mostrou que a 

via clássica do sistema do complemento atua identificando as sinapses mais fracas e 

que serão alvo da poda sináptica via fagocitose mediada por microglia. 
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Mais recentemente, Bialas e Stevens (2013) identificaram TGF-β3 como o 

fator produzido pelos astrócitos imaturos capaz de promover o aumento na expressão 

de C1q durante o início do desenvolvimento pós-natal em camundongos. Além disso, 

o bloqueio dos receptores I e II de TGF-β (TGF-βRI e TGF-βRII, respectivamente) 

foram capazes de reprimir a elevação nos níveis de transcrito de C1q durante o período 

de desenvolvimento no qual ocorre a poda sináptica. 

Finalmente, Paolicelli e colaboradores (2011) mostraram que em animais 

deficientes para o receptor de CX3CL1 (CX3CR1), o qual no sistema nervoso central 

(SNC) é unicamente expresso em microglias, há um atraso no processo de poda 

sináptica. Em animais selvagens, o processo de eliminação sináptico no hipocampo 

está concluído por volta do dia 15 pós-natal, enquanto nos animais CX3CR1 KO a 

quantidade de espinhas dendríticas presentes normaliza-se apenas por volta do dia 28 

pós-natal. Como mostrado pelos autores, este atraso no refinamento das sinapses 

provavelmente ocorre em virtude de déficits na migração das microglias, tendo em 

vista que o ligante deste receptor é um fator quimiotático capaz de promover o seu 

recrutamento. Embora o número de espinhas dendríticas normalize-se durante o 

desenvolvimento, as alterações eletrofisiológicas e comportamentais são duradouras 

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

Este conjunto de dados observados na literatura científica indica que o 

processo de poda sináptica apresenta um intenso envolvimento de moléculas 

pertinentes ao sistema imunológico e a participação de células da glia. Assim, 

alterações na expressão dos genes codificantes para estas proteínas, bem como fatores 

que alterem o comportamento de células da glia, tornam-se alvos interessantes para 

estudo em desordens psiquiátricas no qual a poda sináptica pode estar alterada, como 

é o caso da esquizofrenia. 

 

1.2. Imunomoduladores e a esquizofrenia 

A esquizofrenia é tida como uma doença multifatorial, na qual um grande 

número de fatores genéticos de risco atua de forma cumulativa, com contribuição 

individual pequena, tornando o indivíduo susceptível ao desenvolvimento da doença 

(MÜLLER et al, 2015; NIMGAONKAR et al, 2017). Estes fatores, então, interagem 

com fatores ambientais alterando os padrões de desenvolvimento do indivíduo, 
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desencadeando a desordem em questão (NIMGAONKAR et al, 2017). Neste sentido, 

acredita-se que ao menos dois estressores ambientais sejam primordiais para o 

surgimento da doença: o primeiro seria o desencadeamento de um processo 

inflamatório na mãe durante o segundo semestre de gestação, capaz de primar às 

células da glia do feto, e o segundo seria um forte fator estressor durante o 

desenvolvimento pós-natal do indivíduo, promovendo uma resposta exagerada ao 

segundo estímulo apresentado (MÜLLER et al, 2015). Tendo em vista que tanto 

processos inflamatórios quanto estresses são capazes de levar à produção de citocinas 

pró-inflamatórias e que estas podem modular a sinalização glutamatérgica 

(especialmente através de receptores de NMDA) e, com isso, a atividade neuronal 

(MÜLLER et al, 2015), estes fatores tornam esta hipótese da etiologia da 

esquizofrenia bastante interessante para ser averiguada. 

Em relação aos fatores genéticos que podem conferir risco aumentado para a 

esquizofrenia, vale ressaltar que nenhum deles possui alta penetrância e não são 

capazes de, quando presentes sozinhos, levarem ao surgimento da doença. Contudo, 

sua presença aumenta a susceptibilidade dos indivíduos em desenvolver a 

esquizofrenia. Dentre os principais fatores de risco associados à esquizofrenia 

podemos citar os polimorfismos identificados nos genes que codificam para COMT, 

DAOA, DTNBP1, NRG1, DISC1, BDNF, MHC e C4A (RIDLEY & KENDLER, 2006; 

BERGEN et al, 2012; ZHANG et al, 2015; SEKAR et al, 2016).  Estes dois últimos 

genes são peculiares dado o envolvimento de MHC-I e do sistema do complemento 

no processo de refinamento sináptico. 

No que tange ao envolvimento de C4A como fator de risco da esquizofrenia, 

Sekar et al (2016) também verificaram os níveis de RNA mensageiro (mRNA) de 

C4A e da proteína por ele produzida no cérebro post-mortem de indivíduos com 

esquizofrenia. Os autores não apenas detectaram uma maior quantidade do transcrito 

no cérebro de indivíduos com a desordem quando comparado a indivíduos saudáveis, 

mas também identificaram que C4 localiza-se junto às sinapses. Tendo em vista que 

C4 faz parte, junto com C2, do complexo proteico (C3 convertase) responsável 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 associação 

de C4A como fator de risco para o surgimento da esquizofrenia. 

Além disso, outros estudos apontaram alterações nos níveis de mRNA e 

proteína de citocinas pró-inflamatórias em pacientes esquizofrênicos. De fato, estudos 
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apontaram níveis elevados do mRNA IL-6 e TNF-α, bem como dos níveis séricos de 

IL-6 e dos receptores solúveis de TNF-α (sTNFR1 e sTNFR2) em esquizofrênicos 

(WATANABE et al, 2010; FINEBERG & ELLMAN, 2013; RODRIGUES-

AMORIM et al, 2017). Por sua vez, níveis aumentados de IL-8 em gestantes foram 

associados com risco aumentado de desenvolvimento da esquizofrenia no feto, tendo 

sido registrado redução no volume cerebral e aumento dos ventrículos na prole 

esquizofrênica (MÜLLER et al, 2015). Em relação aos níveis de IL-1β, outra 

importante citocina pró-inflamatória, os resultados têm sido inconsistentes. Alguns 

estudos mostram aumento nos níveis da proteína no soro ou líquor dos pacientes e 

presença de polimorfismos conferindo risco elevado para o desenvolvimento da 

esquizofrenia, enquanto outros indicam que não existe associação entre tais 

polimorfismos e a doença, bem como que não há alterações nos níveis proteicos desta 

citocina no soro nem no líquor dos portadores desta enfermidade (FINEBERG & 

ELLMAN, 2013; WANG et al, 2015). 

Interessantemente, Bergon et al (2015) conduziram um estudo de meta-análise 

no qual identificaram que CX3CR1 apresenta expressão reduzida no cérebro e no 

sangue de pacientes com esquizofrenia, sendo que esta análise foi validada através de 

ensaios de RT-qPCR. Este dado é notório no contexto da esquizofrenia, tendo em 

vista que Paolicelli et al (2011) mostrou o envolvimento deste receptor no processo 

de poda sináptica. Ademais, tendo em vista que esta proteína é unicamente expressa 

em microglias no SNC, a alteração de sua expressão indica fortemente o envolvimento 

deste tipo celular nas alterações do desenvolvimento observadas em pacientes com 

esquizofrenia. 

Outro fenômeno relevante que poderia estar associado à alteração na 

expressão de imunomoduladores na esquizofrenia é o fato de que infecções pré-natais 

constituem um importante fator de risco ambiental para esta doença (MÜLLER et al, 

2015). De fato, estudos de meta-análise indicam que há um aumento no risco de 

desenvolvimento desta desordem em mães que, durante o segundo trimestre da 

gestação, se infectaram com rubéola, influenza, toxoplasma ou herpes vírus (HSV-2) 

(BROWN, 2006; MÜLLER et al, 2015). Ainda, tendo em vista que nem todos estes 

patógenos são capazes de cruzar a barreira transplacentária, propõe-se que os efeitos 

promovidos pela infecção pré-natal na prole devam-se ao rol de citocinas pró-

inflamatórias liberados durante o processo infeccioso (BROWN, 2006; FINEBERG 

& ELLMAN, 2013; MÜLLER et al, 2015). 
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Diante disso, alguns estudos utilizaram-se deste conhecimento para modelar 

este fator ambiental associado à esquizofrenia. Notavelmente, Moreno e 

colaboradores (2011) identificaram alterações nos padrões de expressão e 

funcionalidade de receptores de serotonina e glutamato em animais cujas mães foram 

infectadas com influenza, recapitulando alguns aspectos observados na esquizofrenia. 

Além disso, Canetta et al (2016) demonstraram que animais submetidos a este modelo 

de ativação imunológica materna (AIM) geravam prole com alterações 

eletrofisiológicas nos interneurônios parvalbumina-positivos do córtex pré-frontal, 

provavelmente em virtude da redução da expressão deste gene e de GAD67, uma das 

isoformas que codifica o gene responsável pela síntese do neurotransmissor inibitório 

GABA. Notoriamente, estes dados estão em consonância com o observado 

anteriormente no córtex pré-frontal de pacientes com esquizofrenia, no qual foi 

observado que estes indivíduos apresentam níveis reduzidos desta enzima e de 

parvalbumina nos interneurônios desta região (LISMAN et al, 2008; LEWIS, 2009). 

Dentre os achados mais importantes no que tange aos possíveis mecanismos 

que podem estar alterados na poda sináptica 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 transcrição alterado no hipocampo. A análise do transcriptoma 

destes animais quando adultos revelou que as células microgliais dos mesmos 

apesentam um perfil de sinalização pró-inflamatório aumentando. Neste sentido, os 

níveis de CD18, que constitui parte do receptor do componente C4 do sistema do 

complemento, está elevado. Estes dados indicam que as microglias da prole de 

animais submetidos ao AIM aparentam estar mais ativadas, com o fenótipo 

persistindo até a idade adulta, corroborando os achados obtidos em análises de 

tomografia de emissão de pósitrons (PET) e tecidos post-mortem em indivíduos 

esquizofrênicos (LASKARIS et al, 2016). 

 Durante um processo inflamatório, as microglias reagem imediatamente a tais 

estímulos, sejam eles diretos, como a detecção de lipopolissacarídeos bacterianos 

(LPS) ou vírus, ou indiretos, pela detecção de citocinas pró-inflamatórias 

provenientes da periferia (LIU et al, 2011). Nesta situação, as microglias saem do seu 

estado de vigilância e tornam-se ativadas, retraindo seus inúmeros processos e 

apresentando morfologia arredondada. Junto a estas alterações morfológicas, as 

microglias ativadas passam a secretar uma miríade de citocinas pró-inflamatórias, 
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incluindo TNF-α, IL-1, IL-6 e IFN-γ. Adicionalmente, estas citocinas pró-

inflamatórias, produzidas por microglia, podem atuar modulando a atividade dos 

astrócitos, tornando-os ativos, que, em sequência, podem ajudar na ativação de 

microglias que se localizam longe do sítio inicial do processo inflamatório (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-α, IL-1α e C1q) capazes de converter astrócitos 

quiescentes em astrócitos do tipo A1 ativados, cujo fenótipo é neurotóxico, podendo 

promover a morte neuronal, bem como a destruição de sinapses. Estes astrócitos 

reativos do tipo A1, ao promover a perda de sinapses neuronais, alteram os padrões 

eletrofisiológicos de neurônios adjacentes, como a redução nos correntes excitatórias 

pós-sinápticas de miniatura (mEPSCs), além de apresentarem níveis elevados do 

mRNA do fator C3 do complemento. Surpreendentemente, quando astrócitos naive 

foram expostos a IL-1β, uma citocina pró-inflamatória clássica, o fenótipo observado 

foi o oposto, com os astrócitos polarizados para um perfil de ativação mais 

neuroprotetor, conhecido como astrócitos do tipo A2. Apesar disso, outros estudos 

mostraram que IL-1β também é capaz de promover o aumento da expressão de C3 

(MARANTO et al, 2011), o que não foi averiguado por Liddelow et al (2017). 

Além do mais, CX3CL1, o ligante do receptor CX3CR1, que está envolvido 

no processo de poda sináptica, tem sua expressão modulada por TNF-α e IFN-γ em 

astrócitos humanos (YOSHIDA et al, 2001). Neste trabalho, os autores mostraram 

que estas duas citocinas agem sinergisticamente aumentando os níveis do transcrito 

de CX3CL1 e de proteína no meio de cultura dos astrócitos. É interessante notar que 

esta quimiocina é inicialmente produzida como uma proteína transmembrana, sendo 

convertida na sua forma secretada através da clivagem mediada pelas metaloproteases 

ADAM10 e ADAM17 (Figura 2), sendo que esta última exerce sua atividade 

especialmente em condições inflamatórias (WOLF et al, 2013). 

Tendo em vista que as citocinas pró-inflamatórias secretadas por microglia em 

ocasião de um processo inflamatório podem atuar regulando a expressão de 

imunomoduladores envolvidos no processo de poda sináptica em astrócitos e que 

estes últimos atuam amplificando o processo inflamatório no SNC, seria interessante 

investigar se astrócitos de indivíduos esquizofrênicos, estimulados com TNF-α, 
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produzem CX3CL1 e outras citocinas de forma distinta, quando comparados à 

astroglia de pessoas saudáveis. 

Embora estudos com indivíduos post-mortem e animais tenham auxiliado no 

entendimento da esquizofrenia, estes modelos não são capazes de reproduzir 

determinados aspectos celulares e bioquímicos da doença. O primeiro modelo não 

consegue recapitular aspectos do desenvolvimento da doença, fornecendo indícios 

apenas do seu estágio terminal (JACOBS, 2015). Por sua vez, embora os modelos 

animais permitam a análise de alguns fatores de risco ambientais, eles falham na 

modelagem das complexas características genéticas inerentes à esquizofrenia 

(BRENNAND & GAGE, 2011; BRENNAND et al, 2013). Diante disso, neste estudo 

utilizamos astrócitos derivados de células-tronco de pluripotência induzida humanas 

(hIPSCs) de indivíduos saudáveis e esquizofrênicos a fim de recapitular a 

complexidade genética da doença, enquanto o estímulo com TNF-α mimetizaria um 

dos fatores de risco ambientais capazes de induzir uma resposta pró-inflamatória. 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 sináptica na esquizofrenia.  

  

FIGURA 2 – A quimiocina CX3CL1 apresenta duas formas, uma ancorada à membrana 
plasmática e outra secretada. CX3CL1, também conhecida como fractalquina, é produzida em 
neurônios e astrócitos como uma proteína transmembrana, possuindo um pequeno domínio 
intracelular, seguido de um domínio transmembrana e da porção extracelular altamente glicosilada 
contendo o domínio quimiotático. Sua porção extracelular pode ser clivada por meio da ação das 
metaloproteases ADAM10 e ADAM17, produzindo a forma secretada da quimiocina. Tanto sua forma 
de membrana, quanto sua forma secretada são capazes de ativar seu receptor, CX3CR1, na superfície 
das microglias no sistema nervoso central. FONTE: Wolf et al  (2013). 
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2. OBJETIVO GERAL 

Investigar os níveis dos imunomoduladores produzidos por astrócitos derivados 

de células-tronco de pluripotência induzida (hIPSCs) de pacientes com esquizofrenia 

diante de estimulação com TNF-α. 

 

3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.1. Diferenciar astrócitos de indivíduos saudáveis e esquizofrênicos a partir de 

células-tronco neurais (NSCs) derivadas de hIPSCs; 

3.2. Verificar a cinética de expressão do mRNA das citocinas TNF-α, IL-1β e TGF-

β3 em astrócitos de controles e esquizofrênicos estimulados com TNF-α; 

3.3. Verificar a cinética de expressão do mRNA da quimiocina CX3CL1 em 

astrócitos de controles e esquizofrênicos estimulados com TNF-α; 

3.4. Analisar a produção da forma não-secretada de CX3CL1 em astrócitos de 

controles e esquizofrênicos estimulados com TNF-α; 

3.5. Estabelecer um protocolo de produção de células microglia-like induzidas 

(iMGs) a partir de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de 

indivíduos saudáveis.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Cultivo das Células-tronco Neurais (NSCs) 

As células-tronco neurais (NSCs), derivadas das células-tronco de 

pluripotência induzida humanas (hIPSCs), de indivíduos saudáveis e esquizofrênicos 

(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 106 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 expansão de NSCs (50% 

Advanced DMEM/F12 [Gibco], 50% Neurobasal [Gibco], Suplemento de Indução 

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 confluência, 

quando foram utilizadas em ensaios posteriores. As células foram mantidas em estufa 

umidificada, a 37 °C e 5% de CO2. 

 

4.2. Diferenciação das NSCs em astrócitos 

O protocolo de diferenciação dos astrócitos a partir de NSCs foi realizado 

como descrito por Yan et al (2013). Após atingirem 100% de confluência, a 

monocamada de NSCs foi lavada com Solução tamponada de fosfato sem cálcio e 

sem magnésio (PBS 1x -/-) por duas vezes e em seguida incubada com Solução de 

Accutase (Gibco) por 5 minutos a temperatura ambiente. Após terem se desprendido 

da placa, as NSCs foram coletadas e transferidas para um tubo cônico de 15 mL 

(Sarstedt), onde foram submetidas a centrifugação a 300 g por 4 minutos. O 

sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas em meio de diferenciação de 

astrócitos (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 

106 células em garrafas de 25 cm2 previamente tratadas com Geltrex 1x como descrito 

anteriormente. As células foram mantidas nestas condições durante 3 semanas, com 

troca do meio de cultura a cada 2-3 dias. Durante este período, sempre que as células 

atingiam 100% de confluência, as mesmas eram passadas, como descrito para as 

NSCs, para garrafas de 75 cm2 (Sarstedt) e, em seguida, de 175 cm2 (Sardtedt), 

também tratadas com Geltrex 1x. Findado o período de diferenciação, os astrócitos 

imaturos (1 semana pós-diferenciação) foram passados para novas garrafas de 175 
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cm2, tratados previamente com Geltrex 0,5x, e em seguida para garrafas de igual 

tamanho sem tratamento com Geltrex, de modo a estimular a seleção negativa de 

células não diferenciadas (não aderentes na ausência de Geltrex). Durante este período 

de seleção até sua completa maturação (5 semanas pós-diferenciação), os astrócitos 

foram cultivados em meio DMEM/F12, contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e 

1% penicilina-estreptomicina. Terminado este período, as células foram submetidas 

às análises de imunofluorescência para EAAT1, Vimentina, GFAP e S100β de modo 

a confirmar sua identidade como astrócitos e, então, utilizadas para experimentos 

subsequentes. As células foram mantidas em estufa umidificada, a 37 °C e 5% de 

CO2. As fotografias de campo claro foram obtidas no microscópio EVOS XL (Thermo 

Scientific). 

 

4.3. Obtenção e purificação de células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs) de indivíduos saudáveis 

Entre 30 e 50 mL de sangue de 3 indivíduos saudáveis foram coletados em 

tubos contendo heparina sódica, transferidos para tubos cônicos de 50 mL (Sarstedt) 

e diluídos na proporção 1:1 em PBS 1x -/-. Em seguida, este sangue diluído foi 

adicionado sobre 10 mL do gradiente Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich) e submetido 

à centrifugação a 900 g por 25 minutos, com a aceleração e a frenagem da centrífuga 

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 auxílio de uma pipeta de transferência e adicionadas em um novo tubo cônico 

de 50 mL. Em seguida, o volume total foi completado para 50 mL com PBS 1x -/- e 

as células centrifugadas a 400 g por 8 minutos para remoção de contaminantes. Esta 

etapa de lavagem foi repetida mais uma vez e, em seguida, as PBMCs foram 

plaqueadas para diferenciação em células micróglia-like induzidas (iMGs). Este 

procedimento foi feito de acordo com a Resolução do Conselho Nacional de Saúde 

466/12 e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Copa D’or (número: 

32385314.9.0000.5249). 

 

4.4. Diferenciação das iMGs a partir de PBMCs de indivíduos saudáveis 
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A diferenciação 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 105 PBMCs foram plaqueadas em placas de 24 poços (com lamínulas de 

plástico) (Sarstedt) previamente tratadas com Geltrex 1x, como já descrito, em meio 

RPMI 1640 (Gibco) com 10% de SFB, Glutamax 1x (Gibco) e 1% de penicilina-

estreptomicina. No dia seguinte, as células não aderentes foram removidas por 

aspiração e o meio de indução de células microglia-like (RPMI 1640 com Glutamax 

1x, 1% de penicilina-estreptomicina e Interleucina-34 [IL-34; Biolegend] e fator 

estimulador de colônia de granulócitos [GM-CSF; Biolegend] nas concentrações 

finais de 100 ng/mL e 10 ng/mL, respectivamente). Após 9 dias de diferenciação, o 

meio de cultura foi removido, a monocamada celular lavada por duas vezes com PBS 

1x -/- e meio de indução de células micróglia-like fresco adicionado. Após 12 dias de 

diferenciação, as iMGs foram fixadas e utilizadas para análise de imunofluorescência 

para IBA1, PU.1 e CX3CR1. As células foram mantidas em estufa umidificada, a 37 

°C e 5% de CO2. As fotografias de microscopia de campo claro foram obtidas com o 

microscópio EVOS FLOID CELL IMAGING STATION (Thermo Scientific). 

 

4.5. Estímulo dos astrócitos com TNF-α 

Astrócitos diferenciados de indivíduos saudáveis e pacientes esquizofrênicos, 

com ao menos 5 semanas pós-diferenciação, foram cultivados em placas de 6 poços 

(Sartedt) ou em garrafas de 25 cm2, na densidade de 8 x 103 células/cm2, em meio 

DMEM/F-12 com 10% SFB e 1% de penicilina-estreptomicina até atingirem a 

confluência de 70%. Em seguida, o meio de cultura foi removido e a monocamada de 

células foi lavada por 3 vezes com PBS 1x -/- para remoção do excesso de SFB. Então, 

os astrócitos foram carenciados por 24 h em meio de cultura desprovido de SFB. Após 

este período, o fator de necrose tumoral α (TNF-α; Biolegend) foi adicionado na 

concentração final de 10 ng/mL e mantido por 1,5, 3, 4,5, 6 e 24 h para as análises de 

expressão de mRNA e durante 6, 24 e 48 h para análise de CX3CL1 por western blot. 

Aos controles não estimulados foi adicionado solução de BSA 1% (m/v) pareado ao 

tempo mais longo de incubação dos respectivos experimentos. 
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4.6. Alinhamento da sequência do RNA mensageiro de TGF-β3 murino no banco 

de dados de transcritos humanos 

A sequência de nucleotídeos correspondente ao RNA mensageiro (mRNA) de 

TGF-β3 murino (sequência de referência no NCBI: NM_009368.3) foi submetida a 

um Blastn (NIH) para detecção da isoforma correspondente em humanos. Foi 

utilizado o banco de dados contendo as sequências de RNA de referência (refseq_rna) 

de humanos (taxid: 9606). A ferramenta foi utilizada, pois permite a comparação das 

sequências de mRNA entre espécies. Nenhum outro parâmetro foi alterado para o 

alinhamento de sequências. A sequência correspondente ao melhor alinhamento foi 

determinada por possuir o menor valor E, maior percentual de identidade e cobertura 

entre as sequências analisadas. 

 

4.7. Transcrição reversa e PCR quantitativa 

Findado o tempo de estimulação dos astrócitos com TNF-α, a extração 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 µg foi submetido à transcrição reversa em mix de 

reação total de 20 µL (15 ng/µL de primers randômicos, 50 mM Tris-HCl, 75 mM 

KCl, 3 mM MgCl2, 625 µM dNTPs, 10 µM DTT e transcriptase reversa em água livre 

de nucleases), nas seguintes condições: 70 °C por 10 min, 4 °C  por 10 minutos, 42 

°C por 1 h e 70 °C por 15 min. Em seguida, o cDNA (DNA complementar) resultante 

foi submetido à PCR quantitativa para CX3CL1, IL-1β, TNF-α, TGF-β3 e GAPDH 

(primers disponíveis na TABELA 2 do anexo), utilizando o sistema QuantStudio 7 

(Applied Biosystems), em  10 µL de reação (10 mM Tris, 50 mM KCl, 0,01% Triton 

X-100, 1,5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 200 nM primers senso e antissenso, SyBr 

Green [Applied Biosystems] e Taq DNA Polimerase), nas seguintes condições: 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. Extração de proteína e Western Blot 

Após o fim da estimulação dos astrócitos de indivíduos controles e 

esquizofrênicos com TNF-α, seu meio de cultura foi removido, a monocamada de 
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células lavada por três vezes com PBS 1x -/- gelado e as proteínas totais extraídas com 

o uso do tampão RIPA (NaCl 150 nM, 1% de NP-40, 0,5% deoxicolato de sódio, 

0,1% de SDS, Tris 50 mM, pH 8,0) contendo inibidores de protease e fosfatase 

(Sigma-Aldrich). Em seguida, a quantidade das proteínas totais foi quantificada pelo 

método de Bradford (Bio-Rad) e 50 µg foi submetida à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12,5%. Em seguida, as proteínas foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose, bloqueadas com solução de BSA 5% (m/v) em solução tamponada de 

Tris com Tween-20 0,1% (TBST) por 1 h e incubadas com os anticorpos primários 

para CX3CL1 (monoclonal, 1:500, R&D Systems, MAB3651-100) e β-actina 

(monoclonal, 1:5000, Sigma-Aldrich, A-5316) em solução de BSA 3% (m/v) em 

TBST, overnight, sob agitação e a 4 °C. No dia seguinte, as membranas foram 

incubadas com o anticorpo secundário Anti-IgG de camundongo conjugado à 

peroxidase (policlonal, 1:2500, Millipore) em Leite em pó 3% em TBST, por 1 h, sob 

agitação e a temperatura ambiente. Findado este período, as membranas foram 

incubadas no reagente ECL Plus (GE Healthcare) e a detecção por 

quimioluminescência realizada no ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). 

 

4.9. Imunofluorescência 

As placas de 96 poços contendo os astrócitos e as lamínulas contendo as iMGs 

foram fixadas em solução tamponada de paraformaldeído 4% (m/v) por 20 min e em 

seguida lavadas três vezes com PBS 1x por 5 min. Após este período, as células foram 

permeabilizadas com solução de Triton X-100 0,3% (v/v) em PBS 1x (PBST) por 15 

minutos e, em seguida, bloqueada em solução de BSA 2% (m/v) em PBST por 1 h 

sob agitação. Após este período, os astrócitos foram incubados com os anticorpos 

primários: GFAP (policlonal, 1:500, Dako, Z033401-2), Vimentina (monoclonal, 

1:2000, Abcam, ab92547), EAAT1 (policlonal, 1:100, Abcam, ab416) e S100β 

(monoclonal, 1:1000, Abcam, ab52642); já as iMGs foram incubadas com os 

seguintes anticorpos primários: Iba1 (policlonal, 1:750, Invitrogen, PA5-21274), Pu.1 

(monoclonal, 1:200, Cell Signaling, 2258S) e CX3CR1 (policlonal, 1:500, Abcam, 

ab8021). Esta incubação transcorreu overnight a 4 °C. Em seguida, as células foram 

lavadas com PBST por três vezes, sob agitação durante 5 min e, então, incubadas ao 

abrigo da luz com os anticorpos secundários 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. Às placas contendo os astrócitos foi adicionado glicerol como meio de 

montagem e as células foram visualizadas no Operetta HCS (PerkinElmer). Por sua 

vez, as lamínulas contendo as iMGs foram montadas em lâminas de vidro com o uso 

do meio de montagem Hydromount (National Diagnostics) e visualizadas no 

microscópio confocal Nikon C2. 

 

4.10. Análise dos dados 

Os gráficos foram plotados utilizando-se o software GraphPad Prism 5 (versão 

5.03) e as imagens usando o software FIJI ImageJ (NIH; versão 1.51s). 
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5. RESULTADOS 
5.1. Células-tronco neurais (NSCs) de indivíduos saudáveis e esquizofrênicos são 

capazes de gerar astrócitos maduros 

As células-tronco neurais das linhagens controle (CF2 e 79A) e 

esquizofrênicas (EZQ4 e 61B) (Figuras 3A e 3D) foram submetidas ao protocolo de 

diferenciação de astrócitos durante três semanas (Figuras 3B e 3E). Estes foram, 

posteriormente, amadurecidos durante mais cinco semanas (Figuras 3C e 3F). 

Findado este período, estas células foram caracterizadas por imunofluorescência para 

EAAT1 (também conhecido como GLAST), Vimentina, GFAP e S100β com o intuito 

de verificar sua identidade como células astrogliais. Como pode ser observado nas 

Figuras 4 e 5, as células foram positivas para todos marcadores, confirmando se 

tratarem de astrócitos (SOFRONIEW & VINTERS, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3 - Células-tronco neurais (NSCs) em processo de diferenciação para astrócitos. (A) NSCs 
EZQ4 (em baixa confluência) e (D) CF2 (em alta confluência) antes do início do processo de 
diferenciação. (B) Astrócitos EZQ4 e (E) CF2 imaturos com 1 semana pós-diferenciação. (C) Astrócitos 
EZQ4 e (F) CF2 após processo de amadurecimento com 5 semanas pós-diferenciação. Imagens de 
microscopia de campo claro. Barra de escala igual a 160 µm. 
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Figura 4 - Caracterização das linhagens de astrócitos de indivíduos controles (CF2 e 79A) com 
5 semanas pós-diferenciação. Após o processo de diferenciação e amadurecimento terem sido 
concluídos, astrócitos de indivíduos controles foram caracterizados por imunofluorescência. 
Marcação dos Astrócitos CF2 (painéis da esquerda) e 79A (painéis da direita) para Vimentina, GFAP, 
EAAT1 e S100β. Imagens de microscopia de fluorescência. As marcações para as proteínas-alvo 
estão representadas nas cores verde ou laranja, enquanto o núcleo, marcado com DAPI, está em 
azul. GFAP: Proteína ácida glial fibrilar; EAAT1: Transportador de aminoácido excitatório 1; 
S100β: Proteína β de ligação ao cálcio S100; DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol. 
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Figura 5 - Caracterização das linhagens de astrócitos derivados de esquizofrênicos (EZQ4 e 
61B) com 5 semanas pós-diferenciação. Após o processo de diferenciação e amadurecimento terem 
sido concluídos, astrócitos de indivíduos esquizofrênicos foram caracterizados por 
imunofluorescência. Marcação dos Astrócitos EZQ4 (painéis da esquerda) e 61B (painéis da direita) 
para Vimentina, GFAP, EAAT1 e S100β. Imagens de microscopia de fluorescência. As marcações 
para as proteínas-alvo estão representadas nas cores verde ou laranja, enquanto o núcleo, marcado 
com DAPI, está em azul. GFAP: Proteína ácida glial fibrilar; EAAT1: Transportador de aminoácido 
excitatório 1; S100β: Proteína β de ligação ao cálcio S100; DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol. 
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5.2. Astrócitos de pacientes esquizofrênicos apresentam níveis alterados do 

mRNA de citocinas quando comparado aos controles 

Os astrócitos derivados de indivíduos saudáveis e de pacientes esquizofrênicos 

(daqui em diante referidos simplesmente como astrócitos HC e SCZ, 

respectivamente) com no mínimo 5 semanas pós-diferenciação foram estimulados por 

1,5; 3; 4,5; 6 e 24 h com TNF-α e os níveis de transcrito do próprio TNF-α e da IL-

1β foram mensurados por PCR quantitativa seguinte à transcrição reversa (RT-qPCR) 

do RNA mensageiro (mRNA). Como pode ser observado na Figura 6A, os níveis de 

TNF-α aumentaram tanto em astrócitos HC quanto em  

astrócitos SCZ, atingindo o ápice em 1,5 h após a estimulação com TNF-α e reduzindo 

gradativamente a partir disso. É interessante notar que os níveis deste transcrito se 

mostraram ligeiramente superiores nos astrócitos SCZ em todos os períodos de 

estimulação analisados, comparados àqueles observados nos astrócitos HC. 

Por sua vez, os níveis de IL-1β também se elevaram após o estímulo com TNF-

α a partir de 1,5 até 24 h, quando comparado às células não estimuladas, atingindo o 

pico entre os tempos de 4,5 e 6 h do estímulo (Figura 6B). Notavelmente, os níveis 

deste transcrito aumentaram de forma menos robusta nos astrócitos SCZ do que no 

caso dos astrócitos HC em todos os tempos de estimulação analisados. 

Tendo em vista o papel do TGF-β3 em promover a produção de C1q por 

neurônios em camundongos (Bialas & Stevens, 2013), decidiu-se analisar o nível de 

expressão da isoforma correspondente em humanos diante do mesmo estímulo com 

TNF-α. Após realizar o alinhamento do mRNA de TGF-β3 murino no banco de dados 

de referência para transcritos humanos, identificou-se a isoforma TGF-β3 humana 

como correspondente àquela murina (valor E = 0; identidade = 82%; cobertura = 

99%). Interessantemente, os resultados de RT-qPCR indicaram que os níveis de 

mRNA de TGF-β3 basais (não-estimulado) são maiores nos astrócitos SCZ do que 

em astrócitos HC (Figura 6C). Após a estimulação com TNF-α, observa-se que os 

níveis de TGF-β3 são reduzidos a aproximadamente a metade nos astrócitos SCZ em 

todos períodos analisados. Contudo, este mesmo padrão não é evidenciado nos 

astrócitos HC, onde a estimulação com TNF-α não alterou de forma robusta os níveis 

de mRNA de TGF-β3 em nenhum dos períodos analisados.  
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5.3. Astrócitos de indivíduos esquizofrênicos apresentam cinética de expressão 

alterada do mRNA de CX3CL1 

Além da análise da expressão das referidas citocinas, o cDNA dos astrócitos 

HC e SCZ estimulados com TNF-α por 1,5 a 24 h foi submetido à qPCR para 

Figura 6 - Expressão de TNF-α, IL-1β e TGF-β3 em astrócitos HC e SCZ estimulados com 10 
ng/mL de TNF-α. Os gráficos mostram os níveis de mRNA de TNF-α (A), IL-1β (B) e TGF-β3 (C)
determinados por RT-qPCR. As amostras de RNA foram extraídas de astrócitos de indivíduos controle 
(quadrados abertos) e esquizofrênicos (quadrados preenchidos), estimulados com 10 ng/mL de TNF-α 
por 1,5, 3, 4,5, 6 e 24 h. A reação de RT-qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos níveis de 
mRNA do GAPDH. N.S.: Não estimulado. Barra de erro omitida devido ao número de amostras restrito 
(N = 2). 
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averiguar a cinética de expressão da quimiocina CX3CL1 (também conhecida como 

fractalquina). Evidencia-se que em todas as linhagens analisadas há aumento na 

produção do mRNA de CX3CL1 em todos os tempos do estímulo, quando comparado 

às células não estimuladas (Figura 7). 

De modo interessante, nota-se que a cinética de expressão de CX3CL1 durante 

a estimulação nos astrócitos SCZ é atrasada quando comparada àquela observada para 

os astrócitos HC estimulados. De fato, os níveis deste transcrito atingem o pico com 

3 h nos astrócitos de indivíduos controles, mantendo-se estáveis no período de 4,5 h 

e decaindo nos tempos subsequentes. Por sua vez, os níveis de mRNA de CX3CL1 

observados em astrócitos SCZ atingem o máximo no período de 4,5 h, apresentando 

redução apenas a partir do tempo de 6 h (Figura 7). 

Além disso, é possível observar que ao fim da estimulação com TNF-α (tempo 

de 24 h) os níveis de CX3CL1 encontram-se aumentados em astrócitos SCZ em 

relação àqueles dos astrócitos HC. Quando tomados em conjunto, estes dados indicam 

que as alterações no perfil de transcrição de CX3CL1 podem afetar a maneira como 

esta proteína é produzida em astrócitos derivados de pacientes esquizofrênicos 

durante a estimulação com TNF-α.  
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Figura 7 - Expressão de CX3CL1 em astrócitos HC e SCZ estimulados com 10 ng/mL de TNF-α. 
Os gráficos mostram os níveis de mRNA de CX3CL1 determinados por RT-qPCR. As amostras de 
RNA foram extraídas de astrócitos de indivíduos controle (quadrados abertos) e esquizofrênicos
(quadrados preenchidos), estimulados com 10 ng/mL de TNF-α por 1,5, 3, 4,5, 6 e 24 h. A reação de 
RT-qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos níveis de RNA do GAPDH. N.S.: Não 
estimulado. Barra de erro omitida devido ao número de amostras restrito (N = 2). 
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5.4. Astrócitos de pacientes esquizofrênicos estimulados com TNF-α apresentam 

níveis alterados da forma não secretada de CX3CL1 

Após verificar que a cinética de expressão do mRNA de CX3CL1 estava 

alterada em astrócitos de indivíduos esquizofrênicos estimulados com TNF-α em 

relação ao observado para indivíduos controles, decidiu-se analisar a expressão 

proteica de CX3CL1 nos astrócitos submetidos ao mesmo estímulo pelos tempos de 

6, 24 e 48 h. Especificamente, analisou-se apenas a forma não secretada de CX3CL1, 

ou seja, que ainda não foi clivada pela ação das metaloproteases ADAM10 e 

ADAM17 (Wolf et al, 2013). Findado o tempo de estimulação, as proteínas totais 

foram extraídas e as amostras submetidas à técnica de Western Blot. 

Como mostrado na Figura 8, nota-se que a forma não secretada de CX3CL1 

encontra-se expressa em maior quantidade nos extratos celulares de astrócitos 

derivados de indivíduos esquizofrênicos em todos os períodos analisados, quando 

comparados aos astrócitos HC. Interessantemente, quando se analisa o par de 

astrócitos das linhagens CF2 x EZQ4, não é possível observar a presença da forma 

não secretada na linhagem HC face ao estímulo com TNF- α. Por sua vez, os níveis 

desta proteína na linhagem derivada de pacientes esquizofrênicos aumentam 

ligeiramente até o tempo de 24 h após o estímulo, reduzindo a níveis basais no tempo 

de 48 h (Figura 8A). 

Quando se analisa o par de linhagens 79A x 61B, verifica-se que, após a 

estimulação, há redução nos níveis de CX3CL1 não secretada nos astrócitos da 

linhagem 79A a partir do tempo de 6 h, o que permanece até o último tempo analisado 

(48 h). Em relação à linhagem 61B (astrócitos SCZ), observa-se que os níveis desta 

proteína não se alteram robustamente em face ao estímulo com TNF-α em nenhum 

dos tempos analisados (Figura 8B). 
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5.5. Células micróglia-like induzidas foram geradas de forma bem-sucedida a 

partir de PBMCs de indivíduos saudáveis 

Notavelmente, existe uma extensa comunicação entre microglia e astrócitos 

em situações patológicas através de moléculas secretadas no SNC (Liu et al, 2011). 

Além disso, tanto astrócitos quanto microglias participam de forma ativa promovendo 

a poda sináptica em condições fisiológicas durante o desenvolvimento através da 

expressão de imunomoduladores (Schafer et al, 2012; Bialas & Stevens, 2013). 

Adicionalmente, astrócitos reativos do tipo A1, ativados por microglia, produzem 

níveis elevados de C3 (Liddelow et al, 2017). Deste modo, seria interessante 

investigar a produção de citocinas e fatores do complemento em microglias de 

indivíduos saudáveis e esquizofrênicos expostas ao meio condicionado de astrócitos 

HC e SCZ estimulados com TNF-α. 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 período (entre 10-14 dias) a partir de PBMCs e apresentam fenótipo mais 

próximo àquele de micróglias humanas de origem fetal do que de macrófagos e de 

outras células do sistema imunológico (SELLGREN et al, 2016). 

Deste modo, o sangue de três indivíduos saudáveis foi coletado, as PBMCs 

purificadas e submetidas ao protocolo de diferenciação para a produção de células 

Figura 8 - Expressão da forma não secretada de CX3CL1 em astrócitos HC e SCZ estimulados 
com 10 ng/mL de TNF-α. São mostradas imagens de imunoblot para a CX3CL1 presente em astrócitos 
de indivíduos controle (HC: AST CF2 (A) e AST 79A (B)) e esquizofrênicos (SCZ: AST EZQ4 (A), 
AST 61B (B)) que foram estimulados com 10 ng/mL de TNF-α 6h, 24h e 48h. NS: Não estimulado; AST: 
astrócitos. 
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microglia-like induzidas (iMGs). Como pode ser observado na Figura 9, ao fim da 

diferenciação (12 dias), estas células apresentam morfologia ramificada, além de 

serem positivas para o fator de transcrição mielóide PU.1, para o marcador clássico 

de microglia IBA1 e para o receptor de fractalquina (CX3CR1) que é altamente 

expresso em micróglias (Figura 10). 

Estes dados corroboram dados obtidos na literatura indicando que este 

protocolo é capaz de gerar, de forma bem-sucedida, iMGs a partir de PBMCs, 

podendo ser utilizadas em estudos posteriores para averiguar a interação existente 

entre microglias e outras células do sistema nervoso. 

  

Figura 9 - Diferenciação de células microglia-like induzidas (iMGs) a partir de células 
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de indivíduos saudáveis. São mostradas imagens de 
microscopia de campo claro de células diferenciadas a partir das PBMCs obtidas a partir do sangue de 
três indivíduos saudáveis. (A) Imagem de células no 1° dia de diferenciação; (B) imagem de células no 
5° dia de diferenciação) e (C) imagem de células microglia-like no 12° dia de diferenciação. Barra de 
escala igual a 160 µm. 
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Figura 10 - Caracterização de iMGs para PU.1, IBA1 e CX3CR1 por imunofluorescência. São 
mostradas imagens de células microglia-like, após 12 dias de diferenciação, marcadas para PU.1, IBA1  
e CX3CR1. Imagens de microscopia de fluorescência. As marcações para as proteínas-alvo estão 
representadas em magenta, enquanto o núcleo, marcado com Hoescht, está em ciano. IBA1: Molécula 
adaptadora de ligação ao cálcio ionizado 1; CX3CR1:Receptor de CX3CL1. 

ALVO HOESCHT SOBREPOSTO 

P
U

.1
 

IB
A

1 
C

X
3C

R
1 



37 
 

6. DISCUSSÃO 

Os resultados deste trabalho indicam que duas linhagens astrocitárias de pacientes 

diagnosticados com esquizofrenia apresentam uma cinética de expressão do mRNA de 

TNF-α, IL-1β, TGF-β3 e CX3CL1 alteradas em relação aos astrócitos de indivíduos 

controles analisados. Além disso, é possível evidenciar uma alteração na expressão de 

CX3CL1 nos lisados dos astrócitos SCZ em relação àqueles dos indivíduos saudáveis. 

Ainda, os dados gerados neste estudo mostram que a utilização de iMGs derivadas de 

PBMCs do sangue de indivíduos saudáveis constitui um interessante modelo de estudo 

para a análise do papel da microglia em doenças neurológicas. 

Embora ainda preliminares, os dados aqui reportados podem ajudar a explicar 

alguns aspectos observados na esquizofrenia. Deste modo, a literatura científica reporta 

que os imunomoduladores averiguados neste trabalho apresentam atividade biológica 

relevante nos principais tipos celulares encontrados no sistema nervoso central. Diante 

disso, a alteração de sua expressão em astrócitos, o tipo celular mais abundante no SNC 

(CHUNG et al, 2015), pode promover alterações significativas no cérebro de pacientes 

esquizofrênicos. 

Neste sentido, Yang et al (2013) realizaram um estudo no qual foi demonstrado 

que, em camundongos modelos para encefalomieliete autoimune experimental, elevações 

nos níveis periféricos de TNF-α promoviam elevações no processo de turnover sináptico 

no córtex somatossensorial. Nestes animais, as taxas de formação e eliminação de 

sinapses apresentaram-se aumentadas, o que foi revertido em animais tratados 

perifericamente com o dominante negativo para esta proteína. Interessantemente, foi 

reportado anteriormente que indivíduos esquizofrênicos apresentam níveis séricos 

elevados de TNF-α (WATANABE et al, 2010; FINEBERG & ELLMAN, 2013; 

RODRIGUES-AMORIM et al, 2017). Deste modo, os níveis elevados desta citocina no 

soro de esquizofrênicos poderiam recapitular parcialmente o fenótipo observado para os 

animais supracitados, levando ao aumento nos níveis de eliminação de sinapses. Além 

disso, os níveis periféricos de TNF-α poderiam induzir a expressão do transcrito desta 

mesma citocina em astrócitos no SNC, como observado neste trabalho, gerando um 

feedback positivo e exacerbando ainda mais as taxas de eliminação das sinapses. A este 

dado, agrega-se o fato de que TNF-α promove o aumento da expressão de MHC classe I 

em neurônios do SNC (NEUMANN et al, 1997), cuja atuação na poda sináptica já foi 
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demonstrada anteriormente (HUH et al, 2000). Assim, esses dados da literatura deixam 

claro que o estímulo utilizado nesse trabalho (TNF-α) é de grande relevância para a 

esquizofrenia e a poda sináptica. 

Ademais, é possível que os astrócitos de esquizofrênicos apresentem um fenótipo 

reativo mais neurotóxico (tipo A1) quando comparado aos astrócitos de indivíduos 

controles quando submetidos ao estímulo com TNF-α. Tomando como base os achados 

obtidos por Liddelow e colegas (2017), microglias ativadas com LPS liberam para o meio 

extracelular TNF-α, IL-1α e C1q, tornando astrócitos naive reativos, apresentando 

fenótipo do tipo A1. Alternativamente, astrócitos naive estimulados com IL-1β 

apresentam fenótipo reativo do tipo A2, que é mais neuroprotetor (ZAMANIAN et al, 

2012; LIDDELOW et al, 2017). No presente trabalho, observou-se que astrócitos 

derivados de pessoas esquizofrênicas produzem níveis maiores de TNF-α e menores de 

IL-1β do que aqueles derivados de indivíduos saudáveis diante de estímulo inflamatório. 

Embora estes dados devam ser confirmados a nível proteico, pode-se sugerir que os 

astrócitos SCZ sejam menos capazes de promover um fenótipo neuroprotetor, 

favorecendo o surgimento de astrócitos do tipo A1. Visto que os astrócitos podem 

propagar estímulos inflamatórios locais para distâncias maiores (LIU et al, 2011), os 

astrócitos de esquizofrênicos poderiam atuar amplificando o fenótipo do tipo A1 de forma 

parácrina. Para tal, seria interessante analisar se astrócitos de indivíduos esquizofrênicos 

produzem níveis aumentados de IL-1α, que, junto aos níveis elevados de TNF-α, atuariam 

em conjunto reforçando o fenótipo reativo do tipo A1. Contudo, para confirmar tal 

hipótese faz-se necessária a análise dos painéis de marcadores para astrócitos reativos, 

conforme descrito por Liddelow e colegas (2017), bem como se os níveis de C3 

encontram-se aumentados em esquizofrênicos, uma característica marcante de astrócitos 

do tipo A1 e que encontra paralelos nos mecanismos inerentes à poda sináptica. 

Além disso, os astrócitos de indivíduos esquizofrênicos poderiam atuar 

“primando” de forma mais consistente as microglias destes pacientes. O principal 

mecanismo pelo qual uma microglia torna-se primada envolve a exposição inicial a 

estímulos inflamatórios. Quando isso ocorre, as microglias tornam-se sensibilizadas e em 

face a um segundo estímulo inflamatório respondem de forma ainda mais intensa quando 

comparada ao primeiro (PERRY et al, 2014). Deste modo, caso os astrócitos de 

esquizofrênicos apresentem um fenótipo do tipo A1 mais robusto quando comparado aos 

astrócitos de pessoas saudáveis, eles poderiam atuar liberando um conjunto maior de 
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imunomoduladores (incluindo o próprio TNF-α), capazes de primar de forma mais 

consistente as microglias. Entretanto, o tamanho amostral não permitiu conclusões 

definitivas e mais experimentos são necessários objetivando investigar se os astrócitos de 

pacientes esquizofrênicos realmente apresentam um perfil reativo do tipo A1. Se assim o 

for, este mecanismo ajudaria a explicar e corroborar a hipótese de que a esquizofrenia é 

uma doença desencadeada pela conjunção dos fatores genéticos associados a dois 

estímulos estressores que ocorrem durante a vida do indivíduo (MÜLLER et al, 2015). 

Neste sentido, seria interessante averiguar se o meio condicionado de astrócitos de 

indivíduos esquizofrênicos é capaz de sensibilizar diferencialmente tanto as microglias 

de pessoas saudáveis ou com a doença. Logo, o modelo de produção de células microglia-

like a partir de PBMCs desenvolvido neste trabalho torna-se muito atrativo para realizar 

este tipo de investigação, o que deverá ser feito futuramente. Ohgidani e colaboradores 

(2014) mostraram no seu trabalho não apenas que as iMGs possuíam características 

morfológicas similares às microglias, mas também que apresentavam capacidade 

fagocítica e marcadores moleculares pertinentes a este tipo celular e que a distanciavam 

dos monócitos das quais eram derivadas. Posteriormente, Sellgren et al (2016) não apenas 

refinaram o método, mas também mostraram, através de análises do transcriptoma, que 

as iMGs possuíam perfil de expressão gênico próximo àquele das microglias fetais e, em 

menor escala, das adultas, distanciando-se das características encontradas em outras 

células do sistema imunológico, como macrófagos. 

Os resultados desse estudo indicam ainda que a maioria dos astrócitos derivados 

de pacientes esquizofrênicos apresenta níveis basais mais elevados de TGF-β3. Esta 

citocina tem seu envolvimento nos processos de poda sináptica comprovados, visto que 

ela sinaliza através dos receptores TGF-βRI e TGF-βRII na superfície de neurônios 

induzindo a expressão C1q (BIALAS & STEVENS, 2013). Assim, caso este dado 

confirme-se a nível proteico, poder-se-ia especular que em esquizofrênico a via clássica 

do complemento estaria mais ativa nas sinapses, o que poderia levar a uma ocorrência 

maior de poda sináptica. Embora pouco se saiba sobre o papel regulatório de TGF-β3 no 

sistema imunológico (TGF-β1 é a principal isoforma relevante no sistema imune), é 

possível que esta citocina também desempenhe papel tanto inflamatório quanto anti-

inflamatório, haja visto o papel dual que TGF-β possui no sistema imune (OKAMURA 

et al, 2015). Assim, seria interessante averiguar o efeito que TGF-β3 poderia induzir nas 

microglias, as células do sistema imunológico no cérebro. 
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Além disso, astrócitos são capazes de modular a atividade de microglia (LIU et 

al, 2011). Neste sentido, destaca-se o envolvimento de CX3CL1, cujo receptor no SNC 

encontra-se localizado apenas na membrana de microglias. CX3CL1 é produzida como 

uma proteína transmembrana e que pode ser liberada na forma secretada pela ação das 

metaloproteases ADAM10 e ADAM17, sendo que esta segunda atua especialmente 

durante processos inflamatórios (GARTON et al, 2001; WOLF et al, 2013). É 

interessante notar que, embora ambas formas de CX3CL1 atuem através de seu domínio 

quimiotático, a resposta gerada por sua ligação na membrana pode ser distinta (WOLF et 

al, 2013). Morganti et al (2012), por exemplo, mostraram que a forma secretada de 

CX3CL1 é capaz de mediar funções neuroprotetoras em um modelo murino na Doença 

de Parkinson, o que não ocorre no caso da forma ligada à membrana (ROGERS et al, 

2011). Os dados gerados neste trabalho mostram que os astrócitos SCZ não apenas 

possuem uma cinética de transcrição de CX3CL1 atrasada, mas também níveis 

aumentados da forma não secretada desta proteína. Estes dois fenômenos sugerem que a 

regulação da produção de CX3CL1 em astrócitos de indivíduos esquizofrênicos pode 

estar alterada quando comparado àquela de indivíduos controles. 

No que tange os níveis aumentados da forma não secretada em astrócitos de 

esquizofrênicos, três hipóteses principais, que devem ser investigadas em estudos 

posteriores, podem ser levantadas. A forma não secretada de CX3CL1 pode estar sendo 

retida no complexo de Golgi de astrócitos SCZ quando da estimulação com TNF-α. Neste 

sentido, Fuster-Matanzo et al (2017) mostraram recentemente que a inibição de GSK-3β 

na cultura de neurônios hipocampais murinos altera o tráfego da forma madura de 

CX3CL1 do complexo de Golgi para a membrana plasmática, retendo-a nesta organela. 

Notavelmente, estudos anteriores mostraram que os níveis do mRNA de GSK-3β 

apresentam redução de 40% no córtex pré-frontal dorsolateral de pacientes 

esquizofrênicos (KOZLOVSKY et al, 2005). Além disso, a via de ativação desta quinase 

(AKT1/GSK-3β) é defeituosa em esquizofrênicos, reduzindo a fosforilação de sua Ser9. 

Interessantemente, os autores deste estudo mostraram que a administração de haloperidol, 

um fármaco comumente utilizado no tratamento da esquizofrenia, promove a fosforilação 

desta serina por Akt1, ativando GSK-3β (EMAMIAN et al, 2004). Logo, alterações nesta 

via de sinalização nos astrócitos de indivíduos esquizofrênicos poderiam ajudar a explicar 

o aumento dos níveis da forma não secretada de CX3CL1. Outra hipótese interessante 

para explicar tal evento envolveria um aumento na endocitose da forma ligada à 



41 
 

membrana de CX3CL1. Huang et al (2009) mostraram em seu trabalho que a CX3CL1 

sofre endocitose da forma ligada à membrana de forma constitutiva, prevenindo sua 

clivagem pela ação de metaloproteases. Assim, seria interessante investigar se em 

astrócitos obtidos a partir de pacientes esquizofrênicos há uma exacerbação da endocitose 

da forma de membrana, promovendo seu acúmulo no interior do citoplasma dos 

astrócitos. Além disso, uma alteração na liberação da forma secretada em astrócitos 

derivado de esquizofrênicos poderia ser explicada por alterações na atividade das enzimas 

envolvidas no processo de clivagem ou ainda mutações que modifiquem os sítios de 

clivagem desta quimiocina. Embora a forma ligada à membrana de CX3CL1 seja 

frequentemente associada com a manutenção de microglias no seu estado de vigilância 

(WOLF et al, 2013), a retenção desta forma na membrana de astrócitos derivados de 

esquizofrênicos poderia atuar reduzindo sua migração durante o período no qual a poda 

sináptica é mais ativa, impedindo que esta ocorra de forma adequada. Diante disso, 

estudos posteriores visando a análise dos níveis da proteína CX3CL1 no sobrenadante 

dos astrócitos faz-se necessários para ajudar a distinguir entre estas três hipóteses. Embora 

não seja possível discerni-las neste trabalho, os resultados indicam que a via de 

sinalização envolvendo CX3CL1/CX3CR1 possivelmente está alterada no que tange à 

comunicação entre astrócitos/microglia. 

Apesar dos dados encontrados neste estudo poderem fornecer indícios importantes 

sobre a fisiopatologia da esquizofrenia, algumas ressalvas devem ser feitas e os resultados 

em questão vistos com cautela. Primeiramente, o modelo utilizado neste estudo permite 

apenas a análise de um tipo celular, excluindo a interação dos astrócitos com as outras 

células encontradas no cérebro. Em segundo lugar, o tamanho amostral deve ser 

aumentado, visto que apenas dois pares de indivíduos saudáveis x esquizofrênicos foram 

analisados. Além disso, uma pequena discrepância na produção 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 esquizofrênicos e no fato 

de que, diferentemente de animais isogênicos, cada linhagem provém de um doador com 

características genéticas distintas (BRENNAND et al, 2013).  
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7. CONCLUSÃO 

Neste estudo, astrócitos derivados de hIPSCs de indivíduos saudáveis e pacientes 

esquizofrênicos foram utilizados com o intuito de modelar o efeito que a sinalização 

inflamatória, similar àquela que ocorre na infecção pré-natal, tem sobre a transcrição de 

citocinas e quimiocina relevantes na modulação da poda sináptica, um evento cujo ápice 

ocorre durante a adolescência. Além disso, com o intuito de averiguar a comunicação 

existente entre tais astrócitos e microglias, reproduziu-se um protocolo no qual se pode 

gerar com sucesso células microglia-like a partir de PBMCs derivado do sangue de 

indivíduos saudáveis. 

Embora os dados deste trabalho sejam preliminares em virtude do tamanho da 

amostra analisada, os resultados aqui apresentados fornecem alguns indícios importantes. 

Primeiramente, a cinética de indução do mRNA de TNF-α e IL-1β parecem ser distintas 

nos astrócitos derivados de pacientes esquizofrênicos estimulados com o próprio TNF-α, 

o que pode indicar que tais astrócitos apresentam um fenótipo reativo do tipo A1 mais 

pronunciado quando comparado àquele dos astrócitos de indivíduos controles. Em 

segundo lugar, os níveis do transcrito de TGF-β3 podem estar aumentados em nível basal 

em esquizofrênicos, podendo modular positivamente os níveis de C1q nos neurônios 

destes indivíduos. Finalmente, a cinética de expressão de CX3CL1 não apenas parece ser 

mais atrasada em esquizofrênicos, como os astrócitos de tais indivíduos apresentam níveis 

mais elevados da forma celular desta quimiocina, sugerindo problemas na liberação da 

forma secretada. Este último fenômeno pode ocorrer devido a sua retenção no complexo 

de Golgi, endocitose excessiva da membrana plasmática ou ainda problemas na clivagem 

de CX3CL1 ligada à membrana. 

Estes dados necessitam ser validados tanto pelo aumento do tamanho da amostra, 

quanto por análises dos níveis proteicos destes imunomoduladores. Contudo, estes 

primeiros indícios fornecem perspectivas interessantes no que tange à modulação de 

moléculas do sistema imunológico por astrócitos de pacientes com esquizofrenia, 

podendo fornecer importantes respostas em relação aos mecanismos alterados durante o 

advento da poda sináptica nas pessoas com tal desordem. 
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ANEXOS 

TABELA 1 – Dados dos voluntários e pacientes dos quais as linhagens celulares 

foram obtidas 

Linhagem 

Celular 

Fenótipo Idade Sexo Células parentais 

CF2 Saudável 31 M Fibroblastos da pele 

79A Saudável 36 F Fibroblastos da pele 

EZQ4 Esquizofrênico 44 M Fibroblastos da pele 

61B Esquizofrênico 27 F Fibroblastos da pele 

 

TABELA 2 – Dados dos primers utilizados 

Gene Número de acesso 

no Genbank 

(NCBI) 

Orientação Sequência (5’ 3’) 

TNF-α NM_000594.3 Senso CTGCACTTTGGAGTGATCGG 

Antissenso TGAGGGTTTGCTACAACATGGG 

IL-1β NM_000576.2 Senso CACGATGCACCTGTACGATCA 

Antissenso GTTGCTCCATATCCTGTCCCT 

TGF-β3 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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