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RESUMO 

Distúrbios neurológicos são a segunda maior causa de mortes no mundo, tendo sua 

origem e progressão fortemente relacionadas com processos neuroinflamatórios. O 

papel dos astrócitos reativos na neuroinflamação tem ganhado crescente relevância, 

visto que estas células podem influenciar o desfecho de inúmeras condições 

patológicas de forma benéfica ou prejudicial. Esses astrócitos são capazes de liberar 

mediadores inflamatórios e afetar a conectividade sináptica, seja pela produção de 

moléculas sinaptogênicas ou pela eliminação de terminações sinápticas através da 

fagocitose. Assim, estudar as vias que regulam a atividade dessas células é essencial. 

O receptor metabotrópico de glutamato do tipo 5 (mGluR5) pode modular a resposta 

astrocitária ao microambiente, exercendo efeitos opostos. Desse modo, o objetivo 

deste trabalho foi investigar o papel do mGluR5 na reatividade e na alteração funcional 

de astrócitos derivados de células tronco de pluripotência induzida humanas (hiPSCs) 

em resposta ao fator de necrose tumoral alfa recombinante (rTNF-α). A inibição do 

mGluR5 pelo 2-cloro-4-((2,5-dimetil-1-(4-(trifluorometoxi)fenil)-1H-imidazol-4-

il)etinil)piridina (CTEP) reduziu a secreção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e 

interleucina-6) após 4h de estimulação com rTNF-α, embora esse efeito diminua com 

o tempo. O CTEP também aumentou a fagocitose de sinaptoneurossomos pelos 

astrócitos, tanto na ausência quanto na presença de rTNF-α, indicando que o bloqueio 

de mGluR5 é suficiente para promover a fagocitose de material sináptico. Além disso, 

tanto a inibição de mGluR5 quanto a estimulação com rTNF-α elevaram a expressão 

do marcador de reatividade SERPINA3 e reduziram a expressão de moléculas 

sinaptogênicas. Esses dados sugerem que o mGluR5 desempenha um papel 

complexo nos astrócitos, já que seu bloqueio tem efeitos potencialmente protetores 

ou prejudiciais em contextos inflamatórios. 
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ABSTRACT 

Neurological disorders are the second leading cause of death worldwide, with their 

origin and progression strongly linked to neuroinflammatory processes. The role of 

reactive astrocytes in neuroinflammation has gained increasing relevance, as these 

cells can influence the outcome of numerous pathologies in either a beneficial or 

detrimental manner. These astrocytes can release inflammatory mediators and affect 

synaptic connectivity, either by producing synaptogenic molecules or by eliminating 

synaptic terminals through phagocytosis. Thus, studying the pathways that regulate 

the activity of these cells is essential. The metabotropic glutamate receptor type 5 

(mGluR5) can modulate the astrocytic response to the microenvironment, exerting 

opposite effects. Therefore, the aim of this study was to investigate the role of mGluR5 

in the reactivity and functional alteration of human induced pluripotent stem cells 

(hiPSCs)-derived astrocytes in response to recombinant tumour necrosis factor alpha 

(rTNF-α). Inhibition of mGluR5 by 2-chloro-4-((2,5-dimethyl-1-(4-

(trifluoromethoxy)phenyl)-1H-imidazol-4-yl)ethynyl)pyridine (CTEP) reduced the 

secretion of pro-inflammatory cytokines (TNF-α and interleukin-6) after 4 hours of 

stimulation with rTNF-α, although this effect diminishes over time. CTEP also 

increased the phagocytosis of synaptoneurosomes by astrocytes, both in the absence 

and presence of rTNF-α, indicating that blocking mGluR5 is sufficient to promote the 

phagocytosis of synaptic material. Additionally, both inhibition of mGluR5 and 

stimulation with rTNF-α elevated the expression of the reactivity marker SERPINA3 

and reduced the expression of synaptogenic molecules. These data suggest that 

mGluR5 plays a complex role in astrocytes, as its blockade can have potentially 

protective or harmful effects in inflammatory contexts. 

 

Keywords: mGluR5; reactive astrocytes; neuroinflammation; TNF-α. 
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1. INTRODUÇÃO 

Doenças neurológicas representam o principal grupo de distúrbios causadores 

de deficiências e são a segunda maior causa de óbitos no mundo (Feigin et al., 2017; 

Feigin et al., 2019). Nas Américas, apenas em 2019, mais de meio milhão de pessoas 

faleceram em decorrência de algum distúrbio neurológico (P.A.H.O, 2021).  De acordo 

com a Organização Pan-americana de Saúde, o Brasil é o país com o somatório mais 

alto de anos de convivência com deficiências resultantes dessas doenças, em toda a 

América Latina (P.A.H.O, 2021).  

O número absoluto de pessoas com deficiência e de óbitos ocasionados por 

distúrbios neurológicos tem crescido acentuadamente ao longo dos anos (Feigin et 

al., 2020). Com o envelhecimento populacional, um contingente crescente de 

indivíduos alcançará idades em que doenças neurológicas são mais prevalentes, 

aumentando o impacto econômico e social desses distúrbios (Feigin et al., 2019; 

Feigin et al., 2020; Ding et al., 2022). Portanto, a busca por ferramentas de prevenção, 

alívio e tratamento dessas condições patológicas assume caráter imperativo. 

Dentre as ações possíveis para mitigar o impacto dos distúrbios neurológicos, 

um dos caminhos mais promissores reside no investimento em pesquisas para a 

compreensão dos mecanismos etiopatogênicos subjacentes a essas condições 

(Feigin et al., 2020; Mishra et al., 2021; Owolabi et al., 2023). Nesse contexto, a 

pesquisa com foco na neuroimunologia destaca-se, já que um fator de grande 

preponderância na origem e desenvolvimento de virtualmente todos os distúrbios 

neurológicos é a neuroinflamação (Brambilla, 2019b; Gilhus; Deuschl, 2019; Nutma et 

al., 2019). 

 

1.1 Da inflamação à disfunção: neuroinflamação no epicentro dos distúrbios 

neurológicos  

A neuroinflamação é um mecanismo de defesa desencadeado em resposta a 

mudanças anormais no microambiente do sistema nervoso central (SNC) (Disabato et 

al., 2016; Brambilla, 2019b; Mishra et al., 2021). Deste processo participam diversos 

tipos celulares que agem coordenadamente com o propósito fundamental de restaurar 

a homeostase e preservar a integridade do SNC (Brambilla, 2019b; Mishra et al., 

2021). Contudo, dada a natureza intrincada desse fenômeno, não é surpreendente 

que até mesmo um desequilíbrio mínimo possa ocasionar processos prejudiciais à 
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recuperação do SNC, contrariando seu propósito original (Brambilla, 2019b). Neste 

cenário, torna-se evidente o envolvimento de mecanismos neuroinflamatórios em uma 

abrangente variedade de distúrbios neurológicos. Essa associação compreende 

desde doenças canonicamente inflamatórias como a esclerose múltipla (EM) 

(Brambilla, 2019a), até distúrbios que não são tradicionalmente interpretados como 

resultados diretos da neuroinflamação, a exemplo da doença de Alzheimer (DA) 

(Thakur et al., 2023), acidente vascular cerebral (AVC) (Lambertsen et al., 2019), 

epilepsia (Li et al., 2023) e doença de Parkinson (DP) (Gilhus; Deuschl, 2019; Tansey 

et al., 2022). 

Para compreender como um mecanismo de proteção e promoção da 

homeostase pode se tornar um fator prejudicial, impulsionando uma variedade 

significativa de doenças, é necessário conhecer algumas atividades intrínsecas que 

lhe conferem valor funcional. Um papel da neuroinflamação, mais classicamente 

associado com o sistema imune, é a defesa contra patógenos (Klein; Hunter, 2017). 

Embora crucial para evitar a persistência microbiana, a resposta contra patógenos 

pode ser danosa quando desregulada, levando à neurotoxicidade (Klein et al., 2017; 

Klein; Hunter, 2017).  Apesar de a neuroinflamação ter recebido uma conotação 

majoritariamente negativa ao longo do tempo, diversos estudos demonstram sua 

participação em outros processos que promovem a recuperação do SNC, como a 

neurogênese (Imitola et al., 2004; Ziv et al., 2006; Baron et al., 2008; Lei et al., 2016; 

Yuan et al., 2017), a regeneração axonal (Prewitt et al., 1997; Yin et al., 2006; Barrette 

et al., 2008; Yin et al., 2009; Torres-Espin et al., 2018) e a remielinização (Kotter et al., 

2001; Lampron et al., 2015; Russo; Mcgavern, 2016; Yuan et al., 2017).  

Um dos aspectos mais proeminentes da neuroinflamação é a elevação da 

produção de citocinas, que são mediadores essenciais para a coordenação da 

resposta imune. Citocinas estão no centro das disfunções neuroinflamatórias, estando 

envolvidas tanto em processos de restauração da homeostase, quanto na 

exacerbação dos danos em diversos distúrbios (Liberto et al., 2004; Goverman, 2009; 

Chamorro et al., 2012; Becher et al., 2017; Liddelow et al., 2017; Shinozaki et al., 

2017). Na EM, por exemplo, citocinas pró-inflamatórias oriundas de células da 

periferia alimentam a cascata inflamatória no SNC, causando danos teciduais  

(Goverman, 2009; Becher et al., 2017; Palle et al., 2017). Já em doenças como a DA, 

a elevação na produção de citocinas, em resposta a alterações no microambiente do 

SNC, pode ser importante para a promoção de reparo tecidual e para a eliminação de 
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agregados proteicos. Contudo, a produção crônica de citocinas está relacionada com 

a perda da função normal dos tecidos (He et al., 2007; Chakrabarty et al., 2010; 

Chakrabarty et al., 2011; Wang et al., 2015; Becher et al., 2017; Leng; Edison, 2021). 

Dessa forma, a variedade de efeitos desencadeados por esses mediadores pode ser 

explicada pelo contexto em que são produzidos, bem como pela intensidade e 

duração de sua produção. Ademais, a natureza pleiotrópica das citocinas permite que 

uma mesma molécula gere efeitos distintos, e até mesmo opostos, em diferentes 

células (Becher et al., 2017).  

Uma das citocinas mais relevantes em contextos patológicos é o fator de 

necrose tumoral α (TNF-α), que está envolvido em diversos distúrbios neurológicos 

(Barone et al., 1997; New et al., 1998; Janelsins et al., 2008; Cheng et al., 2010; Amin 

et al., 2022; Gonzalez Caldito, 2023). Os efeitos do TNF-α são exercidos por meio dos 

receptores do fator de necrose tumoral 1 e 2 (TNFR1 e TNFR2), cuja sinalização pode 

culminar em processos antagônicos ou complementares, dependendo do contexto 

(Aggarwal, 2003). O TNFR1 é constitutivamente expresso na maioria dos tipos 

celulares (Hsu et al., 1995; Gough; Myles, 2020) e sua ativação inicia cascatas de 

sinalização que podem promover morte ou sobrevivência celular, bem como respostas 

pro-inflamatórias (Gough; Myles, 2020). Esses efeitos podem ser mediados por 

diversas vias, como as das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), 

incluindo as c-Jun N-terminal quinases (JNKs) e as quinases reguladas por sinais 

extracelulares (ERKs), bem como pelo complexo de proteínas ativadoras-1 (AP-1) e 

pelo fator nuclear-κB (NF-κB) (Wu; Zhou, 2010; Atretkhany et al., 2020; Gough; Myles, 

2020).  Por outro lado, o TNFR2 é expresso de forma mais restrita e não possui o 

domínio de morte celular encontrado no TNFR1 (Medler; Wajant, 2019; Gough; Myles, 

2020). A ativação de TNFR2 está associada com efeitos proinflamatórios, anti-

inflamatórios e citoprotetores mediados pela ativação de vias como as das 

fosfatidilinositol 3-quinase/proteína quinase B (PI3K/Akt) e NF-κB (Fontaine et al., 

2002; Mccoy; Tansey, 2008; Veroni et al., 2010; Medler; Wajant, 2019). É interessante 

observar que tanto TNFR1 quanto TNFR2 podem ativar as mesmas vias, como a via 

de NF-κB e as MAPKs, incluindo JNK e ERK. Os efeitos gerados por TNF-α são, 

então, uma resultante da interação entre a complexa sinalização intracelular iniciada 

por cada um de seus receptores (Gough; Myles, 2020). A sinalização pleiotrópica do 

TNF-α o torna um notável representante da diversidade funcional das citocinas. 
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Mediadores imunes, como o TNF-α, podem ser produzidos por diferentes tipos 

celulares, destacando-se as micróglias e os astrócitos (Yang; Zhou, 2019). 

Micróglias e astrócitos são as principais células fagocíticas do SNC, o que torna 

estas células centrais no processo neuroinflamatório (Galloway et al., 2019; Kono et 

al., 2021). A fagocitose é um evento frequentemente vinculado com a 

neuroinflamação. Além de participar da eliminação de patógenos, a fagocitose 

também é crucial para a remoção de debris celulares (Neumann et al., 2009), 

agregados proteicos (Koistinaho et al., 2004) e para a remodelação sináptica 

(Paolicelli et al., 2011; Chung et al., 2013). A remoção de debris celulares é 

fundamental para processos reparadores como a remielinização (Cantoni et al., 2015; 

Lampron et al., 2015) e a regeneração axonal (Barrette et al., 2008; Rajbhandari et al., 

2014). Já a fagocitose de agregados proteicos é de especial relevância em 

proteopatias como a DA, onde estudos indicam que o desequilíbrio entre a produção 

e a eliminação do peptídeo beta-amiloide (Aβ) resulta em sua acumulação, gerando 

toxicidade (Mawuenyega et al., 2010; Hampel et al., 2021). Em contrapartida, a 

exacerbação da fagocitose pode acarretar prejuízos, como o excesso de poda 

sináptica, ocasionando um desbalanço no turnover de sinapses e perda sináptica, o 

que, consequentemente, prejudica o funcionamento neuronal, culminando em déficit 

cognitivo (Cardozo et al., 2019). Este fenômeno pode ser observado em doenças 

como a DA e a esquizofrenia (Cardozo et al., 2019). 

Desse modo, nota-se que a neuroinflamação é um processo altamente 

complexo que não pode ser simplesmente categorizado como prejudicial. Suas 

diversas atuações, tanto na etiopatogenia de distúrbios neurológicos, quanto como 

potencial instrumento de mitigação desses mesmos distúrbios, devem ser igualmente 

consideradas. Espera-se, portanto, que as células que orquestram o processo 

neuroinflamatório, sendo as principais micróglias e astrócitos, exibam uma 

ambivalência funcional similar (Yang; Zhou, 2019). Em uma tentativa de distinguir e 

elucidar essa ambivalência, fenótipos de micróglias com ações opostas receberam 

uma classificação dicotômica baseada em uma categorização já utilizada no caso de 

macrófagos (Mantovani et al., 2002). Dessa maneira, micróglias M1 com um fenótipo 

pró-inflamatório, seriam neurotóxicas, enquanto micróglias M2 com fenótipo anti-

inflamatório gerariam neuroproteção (Henkel et al., 2009). De acordo com essa 

classificação, a transição para estes fenótipos polarizados é dependente do tipo de 

estímulo recebido por estas células (Loane; Kumar, 2016). Apesar das micróglias 
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serem consideradas as principais células mediadoras do processo neuroinflamatório, 

os astrócitos têm sido cada vez mais reconhecidos por seu papel no início, 

sustentação e propagação de respostas neuroinflamatórias (Lee et al., 2023). 

 

1.1.1 Estrelas da neuroinflamação: a influência multifacetada dos astrócitos 

Astrócitos são uma população celular altamente heterogênea, desempenhando 

uma variedade de funções importantes para a manutenção da homeostasia do SNC 

(Verkhratsky; Nedergaard, 2018). Em condições não patológicas os subtipos de 

astrócitos manifestam diversos perfis genômicos e funcionais, que podem ser 

determinados por sua localização e interação com outras células do SNC (Rouach et 

al., 2008; Ben Haim; Rowitch, 2017; Hasel et al., 2017; Saunders et al., 2018; Zeisel 

et al., 2018; Batiuk et al., 2020; Bayraktar et al., 2020). Os astrócitos fornecem suporte 

metabólico aos neurônios e interagem com vasos sanguíneos, constituindo a barreira 

hematoencefálica e regulando o fluxo sanguíneo local (Rouach et al., 2008; Suzuki et 

al., 2011; Verkhratsky; Nedergaard, 2018; Marina et al., 2020). Ademais, estas células 

são capazes de modular a atividade sináptica e a conectividade neuronal através de 

processos como a liberação de gliotransmissores, a fagocitose de sinapses, a 

produção de moléculas sinaptogênicas e o tamponamento de glutamato (Anderson; 

Swanson, 2000; Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009; Perea et al., 2009; 

Allen et al., 2012; Chung et al., 2013; Singh et al., 2016; Lee et al., 2021). Nos 

distúrbios neurológicos, essas e outras funções podem ser alteradas (Merlini et al., 

2011; Xing et al., 2017; Polyzos et al., 2019; Sinha et al., 2021; Endo et al., 2022). 

Uma das maneiras com que os astrócitos podem responder a estímulos 

patológicos, sejam eles agudos ou crônicos, consiste em um processo denominado 

astrogliose reativa (Escartin et al., 2021; Verkhratsky et al., 2021; Lee et al., 2023). 

Nesse processo, estas células passam por uma remodelação de sua morfologia, 

expressão, metabolismo e função. Notavelmente, essa modulação da resposta 

astrocitária pode resultar em fenótipos celulares com efeitos por vezes opostos e que 

podem contribuir para suprimir ou exacerbar processos neuroinflamatórios, afetando 

o desfecho de diferentes condições patológicas de forma benéfica ou prejudicial 

(figura 1) (Escartin et al., 2021; Lee et al., 2023). Astrócitos reativos podem, por 

exemplo, facilitar a infiltração celular e promover a neuroinflamação na EM e no 

modelo de encefalomielite autoimune experimental (Kim et al., 2014; Prins et al., 2014; 
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Wheeler et al., 2020). Adicionalmente, estas células podem secretar substâncias 

neurotóxicas, causando morte neuronal em modelos de DA, AVC e lesão axonal 

aguda (Guttenplan et al., 2021; Liu et al., 2022; Mi et al., 2023).  Em oposição, os 

astrócitos reativos podem restringir a inflamação ao formar barreiras ao redor de áreas 

lesionadas (Sofroniew, 2015). Há ainda, indícios de que a astrogliose reativa é 

importante para a neurogênese e sobrevivência neuronal em um modelo de DP 

(L'episcopo et al., 2011) e para a produção de moléculas que auxiliam a regeneração 

axonal (Anderson et al., 2016). Além disso, quase todos os astrócitos da matéria 

cinzenta interagem com pelo menos um vaso sanguíneo (Hosli et al., 2022), fazendo 

com que estas células possam responder não somente a alterações no microambiente 

do SNC, mas também a moléculas oriundas da circulação (Rothhammer et al., 2016; 

Lee et al., 2023). Astrócitos reativos também possuem a capacidade de afetar a 

atividade de outras células relevantes para o processo neuroinflamatório. A saber, os 

astrócitos podem modular a resposta transcricional de micróglias, suprimindo sua 

ativação ou induzindo a adoção de um perfil inflamatório, promovendo ou limitando 

alterações patológicas, a depender do contexto analisado (Kim et al., 2011; Mayo et 

al., 2014; Jo et al., 2017; Wheeler et al., 2019; Mcalpine et al., 2021; Kiss et al., 2023; 

Lee et al., 2023; Cameron et al., 2024). 

A influência multifacetada dos astrócitos reativos em contextos patológicos 

suscitou a tentativa de classificação de seus diferentes estados de reatividade. O 

trabalho de Liddelow et al. (2017) propõe a classificação dos padrões de reatividade 

astrocitária em dois fenótipos distintos. Em consonância com a abordagem de 

categorização de micróglias em M1 e M2 (HENKEL; BEERS; ZHAO; APPEL, 2009), 

essa classificação denomina astrócitos com perfil neurotóxico e inflamatório como A1, 

e astrócitos com perfil reparador e anti-inflamatório como A2. Esses dois subtipos 

também diferem quanto ao estímulo capaz de originá-los. Astrócitos do tipo A1 são 

induzidos por estímulos inflamatórios tais como a administração sistêmica de 

lipopolissacarídeo (LPS), já astrócitos do tipo A2 são induzidos por isquemia (Liddelow 

et al., 2017). Embora essa diferenciação seja útil para ilustrar a ambivalência funcional 

dos astrócitos reativos, outros autores contestam essa classificação. Análises de 

sequenciamento de RNA em diferentes contextos patológicos indicam a existência de 

múltiplos perfis transcricionais que não se encaixam na caracterização A1/A2 

(Escartin et al., 2021). 
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Figura 1. Possíveis efeitos da reatividade astrocitária induzida por estímulos 
patológicos. Alterações anormais no microambiente do sistema nervoso central (SNC) 
podem desencadear a reatividade astrocitária. Esta figura ilustra os efeitos potenciais da 
reatividade: processos benéficos (em azul), como a promoção do reparo tecidual, e a 
fagocitose de agregados proteicos; e processos prejudiciais (em vermelho), como a secreção 
de substâncias neurotóxicas e o excesso de poda sináptica. Além disso, existem respostas 
astrocitárias que, dependendo do contexto, podem contribuir tanto para a manutenção quanto 
para a perturbação da homeostase do SNC (em roxo). Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
 

 
Considerando a relevância dos astrócitos reativos para o processo 

neuroinflamatório e sua influência no desfecho de múltiplos distúrbios, vias de 

sinalização envolvidas no controle da atividade dessas células podem ser alvos 

terapêuticos promissores para prevenir ou mitigar a adoção de perfis neurotóxicos. 

Receptores expressos em astrócitos estão envolvidos na detecção e resposta 

astroglial às alterações no microambiente do SNC (D'ascenzo et al., 2007; Rivera et 

al., 2016; Rothhammer et al., 2016; Shinozaki et al., 2017; Verkhratsky; Nedergaard, 

2018). Neste contexto, o receptor metabotrópico de glutamato do tipo 5 (mGluR5) 

apresenta-se como um importante regulador de diversos fatores de transcrição, sendo 

um notável candidato para a modulação da atividade astrocitária (Kumar et al., 2012; 

Wang; Zhuo, 2012; Abd-Elrahman; Ferguson, 2019; De Souza et al., 2020). 
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1.1.2 Lendo o ambiente: o papel do mGluR5 na resposta astrocitária 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do SNC de mamíferos 

(Ribeiro et al., 2017). Os receptores de glutamato podem ser divididos em ionotrópicos 

e metabotrópicos. Os receptores ionotrópicos incluem os receptores de N-metil-D-

aspartato (NMDARs), ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiônico (AMPA) 

e cainato, sendo canais iônicos cuja ligação do glutamato permite o influxo de íons 

para o interior das células (Dingledine et al., 1999). Já os receptores metabotrópicos 

de glutamato (mGluRs) são receptores acoplados à proteína G, sendo divididos em 

três grupos, de acordo com suas vias de sinalização intracelular e similaridade de 

sequência. No grupo 1 estão os receptores mGluR1 e mGluR5, no grupo 2 encontram-

se os receptores mGluR2 e mGluR3, enquanto mGluR4, 6, 7 e 8 fazem parte do grupo 

3 (Nakanishi, 1994; Pin; Duvoisin, 1995; Conn; Pin, 1997; Gerber et al., 2007; Ribeiro 

et al., 2017). 

O mGluR5 é amplamente expresso em diversas regiões do SNC, tanto em 

neurônios, quanto em células da glia (Balazs et al., 1997; Kerner et al., 1997). Como 

ilustrado na figura 2, a ativação do mGluR5 faz com que a proteína Gαq/11 ative a 

fosfolipase C (PLC) que, por sua vez, hidrolisa fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), 

gerando 1,2 diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato (IP3). A ligação de IP3 ao seu 

receptor presente no retículo endoplasmático provoca a liberação de Ca2+, o qual 

coopera com DAG, levando à ativação da proteína quinase C (PKC) (revisado por 

Ribeiro et al., 2017). Essa via culmina na ativação de proteínas essenciais para a 

regulação dos mais diversos processos celulares, como a calcineurina,  e na 

modificação da atividade de receptores como o NMDAR (Lu et al., 1999; Benquet et 

al., 2002; Lim et al., 2023). Em astrócitos, mGluR5 também pode ativar vias não 

canônicas, como a via das MAPKs e a fosfolipase D (PLD) (Peavy; Conn, 1998; 

Servitja et al., 1999). Nessas células, a sinalização via mGluR5 também pode modular 

outros processos essenciais para a neurotransmissão, como o ciclo glutamato/GABA-

glutamina (Dong et al., 2018). 
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Figura 2: Vias de sinalização do mGluR5. A ilustração apresenta uma síntese dos principais 
efeitos da ligação de glutamato no receptor metabotrópico de glutamato do tipo 5 (mGluR5). 
A ativação de mGluR5 aciona a proteína Gαq/11, que ativa a fosfolipase C (PLC). A PLC 
hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), gerando 1,2-diacilglicerol (DAG) e inositol 
1,4,5-trifosfato (IP3). O IP3 se liga a receptores no retículo endoplasmático (RE), induzindo a 

liberação de Ca²⁺, que em conjunto com DAG, ativa a proteína quinase C (PKC). O aumento 

de Ca²⁺ também leva à ativação de proteínas como a calcineurina que participa de vários 
processos celulares. Já a PKC medeia a regulação da atividade de receptores como o 
NMDAR e provoca a ativação de diversas proteínas como a fosfolipase D (PLD) e as proteínas 
quinases ativadas por mitógenos (MAPKs). A PLD e as MAPKs também podem ser ativadas 
por outras vias de sinalização não canônicas. Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
 
 

Embora a expressão do mGluR5 em astrócitos decline após o nascimento (Cai 

et al., 2000; Sun et al., 2013), estudos têm demonstrado uma elevação da expressão 

desse receptor nessas células em vários distúrbios neurológicos, como esclerose 

lateral amiotrófica (ELA) (Aronica et al., 2001), EM (Geurts et al., 2003) e DA 

(Shrivastava et al., 2013), sugerindo um papel relevante do mGluR5 na resposta 

astrocitária a contextos patológicos. Em micróglias, a ativação do mGluR5 produz um 

efeito anti-inflamatório, diminuindo a expressão do TNF-α e a geração de espécies 

reativas de oxigênio (Byrnes et al., 2009; Loane et al., 2009). No entanto, o papel do 

mGluR5 em astrócitos no contexto neuroinflamatório é controverso. Alguns estudos 

indicam que a ativação do mGluR5 astroglial após uma lesão protege células 

próximas, desencadeando a liberação de fatores de crescimento e moléculas 

sinaptogênicas (Fulmer et al., 2014; Saitta et al., 2021), enquanto outro sugere que a 
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ativação do mGluR5 é prejudicial, pois leva à produção exacerbada de mediadores 

inflamatórios (Shah et al., 2012). Especificamente, foi demonstrado que a inibição do 

mGluR5 pelo 2-metil-6(feniletinil) piridina (MPEP) impede o aumento de interleucina-

6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) induzido por metanfetamina em uma linhagem celular 

de astrócitos humanos (Shah et al., 2012). De forma contrária, em astrócitos murinos, 

há indícios de que a ativação do mGluR5 pode suprimir a elevação na expressão da 

interleucina-1 beta (IL-1β) e da proteína quimioatraente de monócitos (MCP-1) 

induzida por um estímulo inflamatório (Kim, H. et al., 2016). Além disso, a ativação do 

mGluR5 pela (S)-3,5-Dihidroxiphenilglicina (DHPG) não tem efeito na expressão de 

IL-6 induzida por IL-1β em astrócitos humanos (Aronica et al., 2005). Em virtude do 

aumento da expressão do mGluR5 em astrócitos em diferentes condições patológicas 

e, considerando as evidências de que o mGluR5 é capaz de alterar a produção de 

citocinas inflamatórias por estas células, nossa hipótese é de que o bloqueio do 

mGluR5 modula a astrogliose reativa, provocando alterações funcionais em resposta 

a um ambiente pró-inflamatório. Para testar essa hipótese, nós utilizamos astrócitos 

derivados de células tronco de pluripotência induzida humanas (hiPSCs) estimulados 

com TNF-α recombinante (rTNF-α). 

 

1.2 Modelo experimental 

Embora modelos murinos sejam úteis por apresentar as interações complexas 

de um organismo, ausentes em modelos in vitro, existem diferenças significativas 

entre astrócitos humanos e murinos. Astrócitos humanos apresentam uma morfologia 

mais complexa, sendo maiores e mais ramificados (Oberheim et al., 2009; Han et al., 

2013). Estas células demonstram também consideráveis diferenças transcricionais e 

funcionais (Han et al., 2013; Zhang et al., 2016; Li et al., 2021). Dentre essas 

diferenças, foi demonstrado que astrócitos apresentam perfis de expressão gênica 

espécie-específicos quando expostos ao TNF-α, sendo que astrócitos humanos 

mostram uma resposta imune mais robusta em comparação aos astrócitos murinos 

(Li et al., 2021). Desse modo, a utilização de modelos constituídos por células 

humanas, é essencial para ajudar a suplantar a frequente inabilidade de transpor 

resultados obtidos em modelos animais para o contexto clínico (Li et al., 2021; Patani 

et al., 2023). Embora astrócitos derivados de tecido post-mortem humano sejam 

utilizados, eles apresentam viabilidade funcional prejudicada (Nolle et al., 2021; Patani 
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et al., 2023). Neste cenário, astrócitos derivados de hiPSCs têm se mostrado uma 

ferramenta útil para preencher essa lacuna, apresentando características moleculares 

e funcionais típicas desse tipo celular (Soubannier et al., 2020). Ademais, estas 

células demonstram a habilidade de responder a estímulos inflamatórios com 

alterações associadas à astrogliose reativa (Soubannier et al., 2020; Trindade et al., 

2020). 

Neste trabalho, optamos por estimular astrócitos derivados de hiPSCs com 

rTNF-α devido à relevância dessa citocina nos mecanismos inflamatórios envolvidos 

em diversos distúrbios neurológicos (Barone et al., 1997; New et al., 1998; Janelsins 

et al., 2008; Cheng et al., 2010; Amin et al., 2022; Gonzalez Caldito, 2023). Para 

modificar a atividade do mGluR5, utilizamos o modulador alostérico negativo (NAM) 

2-cloro-4-((2,5-dimetil-1-(4-(trifluorometoxi)fenil)-1H-imidazol-4-il)etinil)piridina 

(CTEP) e o agonista DHPG. CTEP é um fármaco potente e altamente específico que 

atua como agonista inverso do mGluR5, bloqueando sua atividade constitutiva 

(Lindemann et al., 2011). Já o DHPG é um agonista seletivo para mGluR 1/5 que, ao 

contrário do agonista seletivo do mGluR5, 2-Cloro-5-hidroxifenilglicina (CHPG), 

apresenta alta potência (Ito et al., 1992; Balazs et al., 1997). 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

O objetivo desse trabalho foi investigar o papel do mGluR5 na reatividade e na 

alteração funcional de astrócitos derivados de hiPSCs em resposta ao rTNF-α. 

2.2 Objetivos específicos 

- Analisar a produção de citocinas inflamatórias em astrócitos derivados de hiPSCs 

estimulados com rTNF-α ou veículo e tratados com CTEP, DHPG ou veículo; 

- Investigar a expressão de marcadores de reatividade em astrócitos derivados de 

hiPSCs estimulados com rTNF-α ou veículo e tratados com CTEP, DHPG ou 

veículo; 

- Investigar a existência de alterações no índice de fagocitose de 

sinaptoneurossomos associadas à modulação de mGluR5 em astrócitos derivados 

de hiPSCs estimulados com rTNF-α ou veículo e tratados com CTEP, DHPG ou 

veículo. 

- Investigar a existência de alterações na produção de moléculas sinaptogênicas 

associadas à modulação de mGluR5 em astrócitos derivados de hiPSCs 

estimulados com rTNF-α ou veículo e tratados com CTEP, DHPG ou veículo. 
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3. METODOLOGIA 

 

Figura 3: Desenho experimental. A ilustração apresenta um desenho esquemático dos 

experimentos realizados neste trabalho. Astrócitos diferenciados a partir de células tronco de 

pluripotência induzida humanas (hiPSCs) foram caracterizados pela análise de marcadores 

específicos de astrócitos. Em seguida, estas células foram tratadas com veículo (NT), 10 µM 

de CTEP ou 10 µM de DHPG e estimuladas com 10 ng/mL de rTNF-α por 4h ou 24h. Nos 

tempos de 4h e 24h, foram analisados os níveis proteicos de diversos mediadores imunes, 

além dos níveis de mRNA de citocinas, marcadores de reatividade, receptores astrocíticos 

envolvidos na fagocitose e moléculas sinaptogênicas. Adicionalmente, no tempo de 24h, foi 

realizado um ensaio de fagocitose de sinaptoneurossomos. Fonte: Elaborado pela autora, 

2024. 
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3.1 Cultura de hiPSCs 

A linhagem celular 7889SA foi obtida da New York Stem Cell Foundation 

(NYSCF ID CO0002-01-SV-003) e descrita anteriormente (Kwart et al., 2019). As 

hiPSCs foram mantidas em placas de 6 poços revestidas com Geltrex (Gibco, cat n. 

A1413302) em meio StemFlex (Gibco, cat n. A3349301). Ao atingir 80-90% de 

confluência, as células foram incubadas por 3-4 min. em 500 µM EDTA (Sigma, cat n. 

EDS) em tampão fosfato-salino (PBS), dissociadas, e colocadas em novas placas de 

6 poços revestidas com Geltrex para expansão. O meio foi trocado a cada 48 h. 

 

3.2 Diferenciação de astrócitos humanos 

Astrócitos foram diferenciados a partir das hiPSCs como descrito previamente 

(Trindade et al., 2020). As hiPSCs foram dissociadas em células únicas usando a 

acutase StemPro (Gibco, cat n. A1110501) e foram passadas para placas de 6 poços 

revestidas com Geltrex a uma densidade de 3x104 células/cm2 em meio StemFlex 

suplementado com 10 µM de inibidor da quinase associada a Rho (ROCK) Thiazovivin 

(Sigma Aldrich, cat n. SML1045). Para iniciar a diferenciação (dia 0), o meio foi trocado 

por meio de indução neural de células-tronco pluripotentes contendo meio neurobasal 

(Gibco, cat n. 21103-049), suplemento de indução neural (Gibco, cat n. A1647701) e 

1% de solução de penicilina-estreptomicina (Gibco, cat n. 15410-122). A troca de meio 

foi realizada a cada 48 horas. No dia 7, as células-tronco neurais (NSCs) foram 

dissociadas com Accutase e transferidas a uma densidade de 1×105 células/cm2 para 

placas de 60 mm revestidas com Geltrex em meio de expansão de NSCs contendo 

50% de DMEM/F12 Avançado (Gibco, cat n. 12634010), 50% de meio neurobasal, 

suplemento de indução neural e 1% de solução de penicilina-estreptomicina 

suplementada com 10 µM de inibidor de ROCK Thiazovivin. As trocas de meio foram 

realizadas a cada 48 horas. Ao atingirem 90% de confluência, as NSCs foram 

dissociadas com Accutase e plaqueadas a uma densidade de 5 × 104 células/cm2 em 

frascos de cultura de 25 cm2 revestidos com Geltrex em meio de indução de astrócitos 

contendo meio DMEM/F12 (Gibco, cat n. 12400024), suplemento N2 (Gibco, cat n. 

17502048), 1% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, cat n. 12657-029) e 1% de solução 

de antibiótico-antimicótico (Gibco, cat n. 15240112). A troca de meio foi realizada a 

cada 48 horas por 21 dias. Durante este período, ao atingir 100% de confluência, as 

células foram expandidas na proporção de 1:3 usando Accutase para frascos de 

cultura de 75 cm2 revestidos com Geltrex. No final da diferenciação, o meio foi trocado 
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para meio de maturação de astrócitos (MMA) - DMEM/F12, 10% de SFB e 1% de 

solução de antibiótico-antimicótico - por um período adicional de pelo menos 5 

semanas. Durante este período, o meio foi trocado duas vezes por semana e, ao 

atingir 100% de confluência, as células foram dissociadas usando tripsina/EDTA 

0,125% (Gibco, cat n. 25200072) e expandidas para frascos de cultura de 175 cm2 na 

proporção de 1:2 (sem revestimento de Geltrex). As células foram mantidas em 

condições de cultura padrão (95% de umidade relativa e 5% de CO2 a 37°C) e 

testadas rotineiramente quanto à contaminação por micoplasma, conforme descrito 

anteriormente (Molla Kazemiha et al., 2009). 

 

3.3 Tratamento das células 

Após 9 semanas de maturação, ao atingir 100% de confluência em frascos de 

cultura de 175 cm2, os astrócitos derivados de hiPSCs foram dissociados com 

Tripsina/EDTA 0,125% (Gibco, cat n. 25200072) e plaqueados a 1x104 células/cm2 

em placas de 6 poços. Após 5 dias em cultura, as células foram lavadas três vezes 

com PBS e o meio foi substituído por DMEM/F12 sem SFB por 24 horas. 

Posteriormente, as células foram tratadas com CTEP 10 µM (Axon Medchem, cat n. 

Axon 1972), 10 µM DHPG (Tocris, cat no. 0805) ou veículo (Dimetilsulfóxido (DMSO); 

Sigma-Aldrich, cat n. 41639) e subsequentemente estimuladas com 10 ng/mL de 

rTNF-α (BioLegend, cat no. 717904) por 4h ou 24h. Os fármacos foram mantidos no 

meio durante todo o experimento. Após o tratamento, o sobrenadante foi congelado 

rapidamente e armazenado a -80°C até uso posterior. As células foram coletadas com 

1 mL de Reagente TRIzol™ (Invitrogen, cat n. 15596018) e transferidas para tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL sendo, então, congeladas a -80°C. 

 

3.4 RT-PCR quantitativo 

O RNA total foi isolado de acordo com as instruções do fabricante e 

ressuspendido em 12 μL de água livre de nucleases. A concentração e a qualidade 

do RNA foram analisadas por espectrofotômetro (Multiskan® GO, Thermo Scientific). 

Os cDNAs foram preparados a partir de 800 ng de RNA total em uma reação final de 

transcrição reversa de 20 µL. A RT-PCR quantitativa (RT-qPCR) foi realizada com 

cDNA diluído 10x usando o Power SYBR® Green PCR Master Mix na plataforma 

QuantStudio™ 7 Flex real-time PCR system (Applied Biosystems®). Ensaios de RT-

qPCR foram realizado NM_001145775.3s para quantificar os níveis de mRNA dos 
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seguintes genes: TNF (NM_000594.4); CXCL8 (NM_000584.4); IL6 (NM_000600.5) 

C3 (NM_000064.3); C4 (NM_001352000.1)  IPO8 (NM_006390.3); RPLP0 

(NM_001002.3); MERTK (NM_006343.2); MEGF10 (NM_032446.3); AXL 

(NM_001699.6); ITGB5 (NM_001354764.2); ITGAV (NM_001144999.3); LRP1 

(NM_002332.3) SERPINA3 (NM_001085.5); VCAM1 (NM_001078.5); S100A10 

(NM_002966.3); BDNF (NM_170735.6); GPC4 (NM_001448.3); SPARCL1 

(NM_004684.6) THBS1 (NM_003246.4), FKBP5 (NM_001145775.3), SERPING1 

(NM_000062.3), GBP2 (NM_004120.5), NFATC3 (NM_173163.3), NFATC4 

(NM_001198967.3), GRM5 (NM_001384268.1) e GRM1 (NM_001278065.2). Os 

iniciadores foram projetados utilizando o Programa Primer3Plus (Untergasser et al., 

2007). As sequências de primers estão listadas no Quadro 1. 

A verificação prévia de formações secundárias indesejadas ou dímeros entre 

iniciadores foi realizada usando a ferramenta “OligoAnalyser 3.1” (Integrated DNA 

Technologies©), disponível em https://www.idtdna.com/calc/analyzer. Todos os 

primers utilizados neste trabalho foram validados por ensaio de diluição seriada e a 

eficiência da reação foi calculada, compreendendo 90-110% (dados não mostrados). 

As alterações na expressão gênica foram calculadas pelo método 2-ΔCt, utilizando a 

média dos genes housekeeping IPO8 e RPLP0 para normalização. 

 

Quadro 1. Sequências dos iniciadores utilizados no qPCR. 

Alvo Primer foward (5’-3’) Primer reverse (5’-3’) 

C3 CTGCCCAGTTTCGAGGTCAT CGAGCCATCCTCAATCGGAA 

C4 TTCCGCAGTACCCAAGACAC TGGGACTTGAACCCATTCCG 

TNF-α CTGCACTTTGGAGTGATCGG TGAGGGTTTGCTACAACATGGG 

CXCL8 GAGAGTGATTGAGAGTGGAC GAATTCTCAGCCCTCTTCAAA 

IL6 AGAGGCACTGGCAGAAAAC TGCAGGAACTGGATCAGGAC 

IPO8 TCCGAACTATTATCGACAGGACC GTTCAAAGAGCCGAGCTACAA 

RPLP0 TTAAACCCTGCGTGGCAATC ATCTGCTTGGAGCCCACATT 

MERTK TGGCGTAGAGCTATCACTG CTGGCGTGAGGAAGGGATAA 

MEGF10 ACTGGATTGGGACAGCATCA GGATGTGGGTATGACTCTTGC 

AXL GTGGGCAACCCAGGGAATATC GTACTGTCCCGTGTCGGAAAG 

ITGAV AATCTTCCAATTGAGGATATCAC AAAACAGCCAGTAGCAACAAT 
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3.5 Imunofluorescência 

Após 5 semanas de maturação, os astrócitos derivados de hiPSCs foram 

plaqueados em lamínulas de vidro limpas revestidas com 50 µg/mL de poli-D-lisina 

(Sigma, cat n. P6407) em placas de 24 poços a 1x103 células/cm2 em MMA. Após 5 

dias em cultura, as células foram fixadas durante 15 min em paraformaldeído a 4% 

(PFA) (Sigma, cat n. 158127) diluído em PBS. As amostras foram permeabilizadas 

com 0,3% de Triton X-100 (Labsynth, cat n. T2502) diluído em PBS (PBST) por 10 

min e bloqueadas com 2% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma, cat n. A7906) 

diluída em PBST (solução de bloqueio) durante 1 h à temperatura ambiente. Em 

seguida, as células foram lavadas três vezes com PBS e incubadas durante a noite a 

4°C com os seguintes anticorpos primários diluídos em solução bloqueadora: anti-

mGluR5 (1:100, Millipore, cat no. AB5675), anti-S100β (1:200, Abcam, cat n. ab52642) 

e anti-GFAP (1:200, Cell Signaling, cat n. 12389). Após a incubação, as células foram 

lavadas três vezes com PBS e incubadas durante 1 h à temperatura ambiente com o 

seguinte anticorpo secundário e reagentes de coloração diluídos em solução de 

LRP1 CTATCGACGCCCCTAAGACTT CATCGCTGGGCCTTACTCT 

ITGB5 GGAGCCAGAGTGTGGAAACA GAAACTTTGCAAACTCCCTC 

SERPINA3 CCTGAGGCAGAGTTGAGAATGG TCAAGTGGGCTGTTAGGGTG 

VCAM1 CGAACCCAAACAAAGGCAGA ACAGGATTTTCGGAGCAGGA 

S100A10 AACAAAGGAGGACCTGAGAGTAC CTTTGCCATCTCTACACTGGTCC 

BDNF AGTTGGGAGCCTGAAATAGTGG AGGATGCTGGTCCAAGTGGT 

GPC4 GTCAGCGAACAGTGCAATCAT ACATTTCCCACCACGTAGTAAC 

THBS1 GCCAACAAACAGGTGTGCAA GCAGATGATGCCATTGCCAG 

SPARCL1 GACCAACAGGGAAAACCTCA TGCAGGCTCCAAAATAATCC 

FKBP5 AATGGTGAGGAAACGCCGAT GCCTTGATGACTTGGCCTTTG 

SERPING1 AGCAAGAAGTACCCTGTGGC GCTGAGAGCCTGTTCCATGT 

GBP2 AATTAGGGGCCCAGTTGGAAG AAGAGACGGTAACCTCCTGGT 

NFATC3 GCGGCCTGCAGATCTTGAGC TGATGTGGTAAGCAAAGTGGTGTGGT 

NFATC4 CCCCGAGTACAGCAACAAGA CCTCTTTGCAGATCACAGGC 

GRM5 ATGCCGGGTGACATCATTATT TGAATGCCATACTGTTCACGG 

GRM1 CCACAAGCATCGACCTGAGT TCCCCATAATTCCCTTCCGTG 
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bloqueio: anti-Coelho IgG Alexa Fluor 488 (1:400, Invitrogen, cat n. A- 11008), Hoechst 

(1:500, Invitrogen, cat n. H3570) e Alexa Fluor 633 Phalloidin (1:1000, Invitrogen, cat 

n. A22284). As lamínulas foram lavadas três vezes como mencionado acima e 

montadas em lâminas de vidro limpas com DAKO Mounting Medium (Agilent 

Technologies, cat n. S302380-2). Os astrócitos foram fotografados usando um 

microscópio confocal a laser Nikon A1 (CGB, UFMG, Brasil). 

 

3.6 Isolamento e marcação de sinaptoneurossomos 

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA nº 

120/2017). Um camundongo C57BL/6 do tipo selvagem, macho, com 12 meses de 

idade, foi obtido no Biotério Central da UFMG. O cérebro do camundongo foi 

dissecado, pesado e cortado em seções de aproximadamente 100 mg que foram 

transferidas individualmente para um homogeneizador Dounce estéril resfriado com 1 

mL de tampão de isolamento de sinaptoneurossomos (SIB) (HEPES 10 mM, EDTA 1 

mM, EGTA 2 mM, DTT 0,5 mM e inibidores de protease, pH 7,0; filtrado estéril) 

(Villasana et al., 2006). O tecido foi quebrado por 10 movimentos lentos de sobe e 

desce e os homogeneizados foram transferidos para tubos cônicos de microcentrífuga 

de 1,5 mL e centrifugados a 1200 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido 

para novos tubos de microcentrífuga de 1,5 mL e centrifugado a 15.000 g por 20 min 

a 4°C. A fração de debris em pellet e uma pequena alíquota do sobrenadante 

(homogeneizado sinaptoneurossômico) foram coletados em SIB e armazenados a -

80°C para validação posterior. O sobrenadante (fração citosólica) foi coletado em 

novos tubos de microcentrífuga de 1,5 mL e congelado a -80°C e o pellet de 

sinaptoneurossomos foi ressuspenso em SIB + 5% DMSO (Sigma, cat n. D8418), 

aliquotado e congelado a -80°C até uso posterior. 

No dia do ensaio de fagocitose, as alíquotas de sinaptoneurossomos foram 

descongeladas e a sua concentração proteica determinada através do Ensaio de 

Proteína de Bradford (Bio-rad, cat n. 5000205). Os sinaptoneurossomos foram 

centrifugados a 15.000 g durante 20 min a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet foi ressuspendido em solução Vybrant CM-Dil 2 µM (Invitrogen, cat n. V22888) 

diluída em PBS estéril à temperatura ambiente. A marcação foi realizada de acordo 

com as instruções do fabricante. Os sinaptoneurossomos marcados com CM-Dil foram 

centrifugados como descrito acima, lavados duas vezes com PBS gelado para 
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remover o excesso de corante fluorescente e ressuspendidos em PBS gelado, 

ajustando sua concentração para 0,25 µg/µL. Eles foram mantidos em gelo e 

protegidos da luz até a sua utilização no referido ensaio. Todos os procedimentos 

foram realizados em condições estéreis. 

 

3.7 Ensaio de fagocitose de sinaptoneurossomos 

Astrócitos derivados de hiPSCs foram plaqueados em lamínulas de vidro limpas 

revestidas com 50 µg/mL de poli-D-lisina em placas de 24 poços a 5,5x103 células/cm2 

em MMA. Após 5 dias em cultura, as células foram lavadas três vezes com PBS e 

coradas com corante CellTracker Blue CMF2HC 10 µM (Invitrogen, cat n. C12881) 

diluído em DMEM/F12 sem SFB e incubadas durante 45 min na incubadora de cultura 

celular. A solução corante foi removida, foi acrescentado DMEM/F12 fresco e os 

astrócitos foram carenciados por 22 h. No dia seguinte, as células foram pré-tratadas 

durante 1 h com CTEP 10 µM, DHPG 10 µM ou veículo (DMSO) e subsequentemente 

estimuladas com 10 ng/mL de rTNF-α durante mais uma hora. Em seguida, 1,875 µg 

(7,5 µL) de sinaptoneurossomos marcados com CM-Dil foram adicionados a cada 

poço e incubados durante 24 h. Após a incubação, as células foram lavadas duas 

vezes com PBS à temperatura ambiente para remover o material não fagocitado e 

fixadas durante 15 min com solução de paraformaldeído (PFA) a 4% diluída em PBS. 

As lamínulas foram lavadas três vezes, como mencionado acima, e montadas em 

lâminas de vidro limpas com DAKO Mounting Medium. As imagens foram adquiridas 

usando um microscópio confocal a laser Nikon A1. Todos os ensaios foram realizados 

em duplicata e duas vezes de forma independente. 

As imagens foram analisadas utilizando os programas FIJI (v. 1.53t) e 

CellProfiler (v. 4.2.5). Resumidamente, os canais correspondentes aos astrócitos 

marcados com CellTracker e dos sinaptoneurossomos marcados com CM-Dil foram 

divididos e as imagens pré-processadas usando macros no FIJI, respectivamente, 

salvas e exportadas no formato .tif. Arquivos .tif pré-processados foram importados 

para o CellProfiler e analisados. O Índice de Fagocitose (IF) foi calculado para cada 

célula usando a fórmula abaixo: 

IF = 
Área de sinaptoneurossomos fagocitados (µm2) 

Área celular total (µm2)
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Projeções ortogonais e renderização 3D (Figura 11) de z-stacks foram geradas 

usando FIJI e FluoRender (v. 2.29.2), respectivamente. 

3.8 Immunoblotting 

A concentração de proteínas nas frações da preparação sinaptoneurossomal 

(resíduos em pellet, homogeneizado sinaptoneurossômico, fração citosólica e 

sinaptoneurossomos isolados) foi medida utilizando o ensaio de Bradford. 25 µg de 

cada fração foram diluídos em tampão de amostra Laemmli, fervidos a 95°C por 5 

minutos e separados em gel SDS-PAGE a 10%. As amostras foram transferidas para 

uma membrana de nitrocelulose de 0,45 µm (Bio-Rad, cat n. 1620115), bloqueadas 

com 5% de BSA e 0,1% de Tween-20 (Labsynth, cat n. T1028) diluído em TBS (TBST) 

por 1 h à temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi incubada durante a 

noite a 4°C com os seguintes anticorpos primários em solução de 3% de BSA diluída 

em TBST: anti-sintaxina1 (1:200, Santa Cruz, cat no. sc-12736), anti-Homer (1:500, 

Santa Cruz, sc-8921) e anti-vinculina (1:10000, Abcam, ab129002). Após a incubação, 

os anticorpos primários foram removidos, as membranas foram lavadas três vezes 

com TBST e incubadas por 1 h à temperatura ambiente com os seguintes anticorpos 

secundários em 3% de leite desnatado diluído em TBST: IgG anti-rato conjugado com 

HRP (1:2500, Millipore, cat n. AP308P), IgG anti-coelho conjugado com HRP (1:2500, 

Bio-Rad, cat n. 1706515) e IgG anti-cabra conjugado com HRP (1:2500, Santa Cruz, 

sc-2354). Posteriormente, as membranas foram lavadas três vezes conforme descrito 

anteriormente e incubadas por 5 min com o Reagente de Detecção ECL Prime 

Western Blot (Cytiva, cat n. RPN2232) para detecção por quimioluminescência 

utilizando a plataforma ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). 

 

3.9 Quantificação de citocinas 

As citocinas foram quantificadas nos sobrenadantes de cultura celular por 

citometria de fluxo utilizando o Kit de Citocinas Inflamatórias Humanas BD Cytometric 

Bead Array (CBA) (Becton, Dickinson and Company - BD Biosciences, cat n. 551811) 

de acordo com as instruções do fabricante. Em resumo, quantidades iguais de cada 

esfera de captura para IL-8, IL-1β, IL-6, interleucina-10 (IL-10), TNF-α e interleucina-

12p70 (IL-12p70) foram misturadas em um único tubo. 50 µL da mistura de esferas de 

captura foram adicionados aos tubos de ensaio, seguidos pela adição de 50 µL dos 

sobrenadantes de cultura celular ou diluições para montagem da curva padrão. Em 
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seguida, 50 µL do reagente de detecção PE foram adicionados, e os tubos de ensaio 

foram incubados protegidos da luz por 3 horas à temperatura ambiente. Após a 

incubação, as amostras foram lavadas com 1 mL de tampão de lavagem e os tubos 

foram centrifugados a 200 g por 5 minutos. Os sobrenadantes foram aspirados e 

descartados, e os pellets de esferas foram ressuspendidos em 300 µL de tampão de 

lavagem. A aquisição de dados foi realizada no FACS Aria Fusion (BD Biosciences). 

O software de análise de CBA (BD Biosciences) foi utilizado para análise de dados 

com base em curvas de concentração padrão, e os resultados foram expressos em 

pg/mL. 

 

3.10 Análise estatística 

A análise estatística e a montagem de gráficos foram feitas com o auxílio do 

software GraphPad Prism versão 8.0.1. Foi assumida distribuição normal, e foram 

utilizados em todos os experimentos (exceto os explicitados de outra forma) two-way 

ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, com um nível de confiança definido em 

0,95 (α = 0,05) como o limite mínimo aceitável. Para o ensaio de fagocitose de 

sinaptoneurossomos, o teste de Kolmogorov-Smirnov foi realizado, indicando que os 

dados seguiam uma distribuição log-normal. Dessa forma, um modelo linear 

generalizado ajustado à distribuição log-normal, seguido pelo pós-teste de Sidak, com 

um nível de confiança definido em 0,99 (α = 0,01) como o limite mínimo aceitável, foi 

empregado. Esses dados foram analisados utilizando o software STATA (v. 14.0). 
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4. RESULTADOS 

4.1 A inibição do mGluR5 é capaz de modular a resposta inflamatória induzida por 

rTNF-α em astrócitos humanos 

 

Figura 4. Caracterização de astrócitos derivados de células-tronco de pluripotência 
induzida humanas (hiPSCs). (A) Micrografias confocais de varredura a laser representativas 
de astrócitos derivados de hiPSCs imunomarcados para Hoechst (azul), GFAP (verde) e 
faloidina (magenta). (B) Micrografias confocais de varredura a laser representativas de 
astrócitos derivados de hiPSCs imunomarcados para Hoechst (azul), S100β (verde) e 
faloidina (magenta). (C) Micrografias confocais de varredura a laser representativas de 
astrócitos derivados de hiPSCs imunomarcados para Hoechst (azul), mGluR5 (verde) e 
faloidina (magenta). Escala = 200 μm. 

 

A função do mGluR5 na modulação da resposta de astrócitos humanos à 

inflamação ainda é muito pouco conhecida. Para elucidar a influência deste receptor 

metabotrópico em astrócitos sob condições pró-inflamatórias, hiPSCs foram 

diferenciadas em astrócitos por quatro semanas e passaram pelo processo de 

maturação por pelo menos cinco semanas. Para avaliar a eficácia da diferenciação, 

astrócitos com cinco semanas de maturação foram caracterizados, empregando 
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marcadores específicos para essas células, nomeadamente GFAP e S100β. 

Conforme observado na figura 4, as células foram positivas para ambos os 

marcadores (em verde), confirmando a diferenciação bem-sucedida das hiPSCs em 

astrócitos. Verificou-se, também, que estas células expressam mGluR5 (figura 4 C e 

figura 5 A e B). Adicionalmente, foram analisados os níveis de mRNA do mGluR5 em 

astrócitos estimulados com 10 ng/mL de rTNF-α ou veículo, e tratados com 10 µM de 

CTEP, 10 µM de DHPG ou veículo (DMSO). Os dados indicaram que nenhum dos 

tratamentos alterou a expressão do mGluR5 nos astrócitos (figura 5 A e B). Visto que, 

mGluR1 é um dos alvos do agonista DHPG (Wisniewski; Car, 2002), os níveis de 

mRNA desse receptor também foram analisados. Os dados mostraram que os 

astrócitos expressam mGluR1 em níveis reduzidos (figura 5 C-D). Também é possível 

notar que rTNF-α, CTEP e DHPG não alteraram a expressão deste receptor. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Astrócitos derivados de hiPSCs expressam mGluR5 e mGluR1.  Os gráficos 
mostram os níveis de mRNA do mGluR5 (GRM5 - A e B) e mGluR1 (GRM1 - C e D) em 
astrócitos derivados de hiPSCs não estimulados (NS) ou estimulados com rTNF-α (10 ng/ml) 
e tratados com veículo (NT), CTEP (10 µM) ou DHPG (10 μM) por 4 h (A e C) ou 24 h (B e 
D).  Os níveis de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, que foi realizado em triplicatas e 
normalizado pela média dos níveis de mRNA de RPLP0 e IPO8.  Os dados representam as 
médias ± SEM, n=4-6. 
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Para verificar se a estimulação com rTNF-α foi capaz de induzir uma resposta 

inflamatória, analisou-se os níveis proteicos de IL-1β, IL-10, IL-12p70, TNF-α, IL-6 e 

IL-8 no sobrenadante dos astrócitos estimulados com rTNF-α ou veículo, e tratados 

com CTEP, DHPG ou veículo. A produção de IL-1β, IL-10, IL-12p70 não foi detectada. 

Por outro lado, como observado na figura 6 (A-F), o tratamento com rTNF-α induziu 

um aumento nos níveis TNF-α, IL-6 e IL-8, tanto após 4h quanto após 24h. Os níveis 

proteicos de IL-6 e IL-8 aumentaram ligeiramente no tempo de 4h, com uma elevação 

expressiva no tempo de 24h. O tratamento com CTEP provocou uma redução nos 

níveis de TNF-α e IL-6 após 4h (figura 6 A e C). Já com 24h, a inibição do mGluR5 

não causou diminuição dos níveis dessas citocinas (figura 6 B e D). Em oposição, o 

DHPG não foi capaz de modular os níveis de TNF-α, IL-6 e IL-8 em nenhum dos 

tempos analisados (figura 6 A-F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 6. CTEP reduz a expressão de fatores inflamatórios induzida por rTNF-α. Os 
gráficos mostram a quantificação dos níveis proteicos de TNF-α (A e B), IL-6 (C e D) e IL-8 
(E e F) no sobrenadante de astrócitos derivados de hiPSCs não estimulados (NS) ou 
estimulados com rTNF-α (10 ng/mL) e tratados com veículo (NT), CTEP (10 µM) ou DHPG 
(10 µM) por 4 h (A, C e E) ou 24h (B, D e F). Os níveis proteicos foram avaliados por CBA, 
realizado em duplicatas. Os dados representam as médias ± SEM, n=4-6. * (p<0,05) indica 
diferenças estatisticamente significativas. 
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Os níveis de mRNA de TNF-α, IL-6 e IL-8 também foram analisados. A 

estimulação com rTNF-α induziu um aumento do mRNA dessas citocinas inflamatórias 

tanto após 4h quanto após 24h (figura 7 A-F). A inibição do mGluR5 com CTEP 

resultou na redução dos níveis de TNF-α após 24h em relação ao grupo não tratado 

(NT) (figura 7 B). Além disso, CTEP levou a uma diminuição nos níveis de mRNA de 

IL-6 após 4h, em comparação com o grupo tratado com DHPG (figura 7 C). Observou-

se também uma redução nos níveis de mRNA de IL-8 após 4h no grupo tratado com 

CTEP (figura 7 E). De maneira interessante, após 24h, houve um aumento de IL-6 e 

IL-8 nos grupos tratados com CTEP, indicando que o efeito anti-inflamatório desse 

tratamento pode ser transitório (figura 7 D e F). Por sua vez, DHPG não alterou os 

níveis dessas citocinas em nenhuma das condições analisadas. Estes dados indicam 

que a inibição da sinalização do mGluR5 reduz transitoriamente a produção de 

citocinas pró-inflamatórias por astrócitos humanos estimulados com rTNF-α. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 7. CTEP modula os níveis de mRNA de mediadores inflamatórios em astrócitos 
estimulados com rTNF-α. Os gráficos mostram os níveis de mRNA de TNF-α  (A e B), IL-6 
(C e D) e IL-8 (E e F) em astrócitos derivados de hiPSCs não estimulados (NS) ou estimulados 
com rTNF-α (10 ng/mL) e tratados com veículo (NT), CTEP (10 μM) ou DHPG (10 μM) por 4 
h (A, C e E) ou 24h (B, D e F).Os níveis de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizado 
em triplicatas e normalizado pela média dos níveis de mRNA de RPLP0 e IPO8. Os dados 
representam as médias ± SEM, n=3-6. * (p<0,05) indica diferenças estatisticamente 
significativas. 
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4.2 A inibição do mGluR5 modula a expressão do marcador de astrócitos reativos 

SERPINA3 em astrócitos humanos 

A fim de dar continuidade à avaliação da reatividade astrocitária, os níveis de 

mRNA de marcadores de astrócitos reativos foram quantificados. Considerando a 

proposta de distinção entre os perfis de reatividade astrocitária A1 e A2 (Zamanian 

et al., 2012; Liddelow et al., 2017), foram avaliados os níveis de mRNA dos 

marcadores gerais de reatividade membro 3 da família serpina A (SERPINA3), fator 

nuclear de células T ativadas 3 e 4 (NFATC3 e NFATC4); dos marcadores de 

astrócitos reativos do tipo A1 complemento C3 (C3), complemento C4 (C4), molécula 

1 de adesão celular vascular (VCAM-1), proteína de ligação ao guanilato 2 (GBP2), 

FKBP prolil isomerase 5 (FKBP5) e membro 1 da família serpina G (SERPING1); e 

do marcador do fenótipo A2 proteína A10 de ligação ao cálcio S100 (S100A10) 

(Zamanian et al., 2012; Liddelow et al., 2017; Clarke et al., 2018; Escartin et al., 2021; 

Leng et al., 2022). 

O estímulo inflamatório rTNF-α causou um aumento nos níveis de mRNA de 

SERPINA3, C3, VCAM-1 e GBP2, tanto após 4h quanto após 24h (figura 8 A-H), 

enquanto os níveis de NFATC3, NFATC4, C4, FKBP5, SERPING1 E S100A10 

permaneceram inalterados (figura 9 A-L). Interessantemente, CTEP promoveu um 

aumento adicional na expressão do marcador geral de reatividade SERPINA3 em 

todos os tempos analisados (figura 8 A e B). Por outro lado, DHPG aumentou a 

expressão de SERPINA3 apenas no tempo de 4h (figura 8 A). Os dados indicam que 

a inibição do mGluR5 resulta em um aumento persistente dos níveis de mRNA do 

marcador de reatividade SERPINA3 em condições pró-inflamatórias, sem afetar a 

expressão dos marcadores associados aos fenótipos reativos A1 e A2. 
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Figura 8. mGluR5 modula a expressão do marcador geral de astrócitos reativos 
SERPINA3. Os gráficos mostram os níveis de mRNA de SERPINA3 (A e B), C3 (C e D), 
VCAM-1 (E e F) e GBP2 (G e H) em astrócitos derivados de hiPSCs não estimulados (NS) ou 
estimulados com rTNF-α (10 ng/mL) e tratados com veículo (NT), CTEP (10 µM) ou DHPG 
(10 µM) por 4 h (A, C, E e G) ou 24 h (B, D, F e H). Os níveis de mRNA foram avaliados por 
RT-qPCR, realizado em triplicatas e normalizado pela média dos níveis de mRNA de RPLP0 
e IPO8. Os dados representam as médias ± SEM, n=4-6. * (p<0,05) indica diferenças 
estatisticamente significativas. 
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Figura 9. Expressão de marcadores de reatividade por astrócitos derivados de hiPSCs. 
Os gráficos mostram os níveis de mRNA de NFATC3 (A e B), NFATC4 (C e D), C4 (E e F), 
FKBP5 (G e H), SERPING1 (I e J), e S100A10 (K e L) em astrócitos derivados de hiPSCs  
não estimulados (NS) ou estimulados com rTNF-α (10 ng/mL) e tratados com veículo (NT), 
CTEP 10 µM ou DHPG (10 µM) por 4 h (A, C, E, G, I e K) ou 24h (B, D, F, H, J e L). Os níveis 
de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizado em triplicatas e normalizado pela média 
dos níveis de mRNA de RPLP0 e IPO8. Os dados representam as médias ± SEM, N=4-6. * 
(p<0,05) indica diferenças estatisticamente significativas. 
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4.3 A inibição do mGluR5 aumenta a fagocitose de material sináptico em astrócitos 

humanos 

Visto que a astrogliose reativa também se traduz em modificações funcionais, 

incluindo alterações na habilidade de fagocitar material sináptico (Liddelow et al., 

2017), os níveis de fagocitose de astrócitos derivados de hiPSCs submetidos aos 

diferentes tratamentos foram examinados por meio de um ensaio de fagocitose de 

sinaptoneurossomos. Para isso, sinaptoneurossomos foram isolados a partir do 

cérebro de camundongos. Posteriormente, a eficácia do processo de isolamento foi 

avaliada através da quantificação de proteínas pré e pós-sinápticas. Conforme 

ilustrado na figura 10, a proteína pré-sináptica sintaxina-1 e a proteína pós-sináptica 

Homer foram enriquecidas na fração de sinaptoneurossomos, enquanto a vinculina, 

uma proteína do citoesqueleto, apresentou-se predominantemente no compartimento 

citosólico. Em seguida, foi verificado se os astrócitos derivados de hiPSCs seriam 

capazes de fagocitar sinaptoneurossomos com marcação fluorescente. Os dados 

mostraram que os astrócitos humanos foram capazes de engolfar material sináptico, 

conforme evidenciado pela presença de vários pontos vermelhos, correspondentes 

aos sinaptoneurossomos com marcação fluorescente, observados dentro do corpo 

celular dos astrócitos (figura 11 A e B). 

Como ilustrado na figura 12, a estimulação com rTNF-α aumentou a fagocitose 

de sinaptoneurossomos em comparação com as células não estimuladas. 

Curiosamente, astrócitos tratados com CTEP ou DHPG demonstraram um aumento 

no índice de fagocitose em comparação com o grupo não tratado (figura 12 G). 

Notavelmente, astrócitos tratados com CTEP e estimulados com rTNF-α 

apresentaram índice de fagocitose mais alto do que aqueles tratados com veículo ou 

DHPG (figura 12 G). Ademais, astrócitos tratados com CTEP, tanto no grupo não 

estimulado quanto no grupo estimulado com rTNF-α, exibiram níveis semelhantes de 

fagocitose de sinaptoneurossomos (figura 12 G). Esses resultados indicam que o 

bloqueio do mGluR5 é suficiente para aumentar a fagocitose de material sináptico, 

independentemente da presença do estímulo pró-inflamatório. 
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Figura 10. Sinaptoneurossomos isolados do cérebro de camundongos são 
enriquecidos em marcadores pré e pós-sinápticos. São mostrados imunoblots para 
vinculina (painel superior), Homer (painel intermediário) e sintaxina-1 (painel inferior) em 
frações de preparação de sinaptoneurossomos, incluindo pellet, homogenato (Homo), fração 
citosólica (Cit) e sinaptoneurossomos (SNS). 

 

 

 

 

 

Figura 11. Astrócitos derivados de hiPSCs são capazes de fagocitar 
sinaptoneurossomos. São mostradas projeções ortogonais de séries Z (A) e a renderização 
3D (B) do astrócito destacado em (A) de micrografias confocais de astrócitos derivados de 
hiPSCs marcados com CellTracker blue (azul) e sinaptoneurossomos marcados com Vybrant 
CM-Dil (vermelho). Escala= 200 µm em (A) e 50 µm em (B). 
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Figura 12. CTEP e rTNF-α aumentam o índice de fagocitose de astrócitos derivados de 
hiPSCs. As imagens mostram micrografias confocais de varredura a laser representativas de 
astrócitos derivados de hiPSCs marcados com CellTracker blue (azul) e sinaptoneurossomos 
(SNS) marcados com Vybrant CM-Dil (vermelho). Os astrócitos derivados de hiPSCs foram 
não estimulados (NS) e tratados com veículo (NT) (A), CTEP (10 μM) (B) ou DHPG (10 μM) 
(C), ou estimulados com rTNF-α (10 ng/mL) e tratados com veículo (NT) (D), CTEP (10 μM) 
(E) ou DHPG (10 μM) (F) por 24 h. Escala = 200 μm. (G) O gráfico apresenta o índice de 
fagocitose de astrócitos derivados de hiPSCs não estimulados (NS) ou estimulados com 
rTNF-α (10 ng/mL) e tratados com veículo (NT), DHPG (10 μM) ou CTEP (10 μM) por 24 h. A 
linha tracejada representa a mediana e as linhas pontilhadas representam o intervalo 
interquartil, n=258-414. * (p<0,01) indica diferenças estatisticamente significativas. 
 

 Visto que foi demonstrado que os receptores de fagocitose tirosina quinase, 
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2013; Lee et al., 2021), foram analisados os níveis de mRNA desses receptores para 

verificar se alterações em sua expressão poderiam explicar as diferenças encontradas 

na atividade fagocítica dos astrócitos. A estimulação com rTNF-α reduziu os níveis de 

MERTK após 4 h e 24h (figura 13 A e B). Por outro lado, os tratamentos com CTEP e 

DHPG não influenciaram os níveis de mRNA desse receptor. Adicionalmente, os 

dados demonstraram que nenhum dos tratamentos alterou os níveis de mRNA de 

MEGF10 nos astrócitos (figura 13 C e D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. rTNF-α diminui a expressão de MERTK em astrócitos derivados de hiPSCs. 
Os gráficos mostram os níveis de mRNA de MERTK (A e B) e MEGF10 (C e D) em astrócitos 
derivados de hiPSCs que não foram estimulados (NS) ou foram estimulados com rTNF-α (10 
ng/mL) e tratados com veículo (NT), CTEP (10 µM) ou DHPG (10 µM) por 4 h (A e C) ou 24 h 
(B e D). Os níveis de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizado em triplicatas e 
normalizado pela média dos níveis de mRNA de RPLP0 e IPO8. Os dados representam as 
médias ± SEM. * (p<0,05) indica diferenças estatisticamente significativas. 
 

Uma vez que os níveis de mRNA de MERTK e MEGF10 não explicaram as 

alterações no índice de fagocitose de sinaptoneurossomos induzidas pelos diferentes 

tratamentos administrados, os níveis de mRNA de outros receptores astrocitários 

envolvidos na fagocitose de diferentes estruturas foram investigados, nomeadamente 

o receptor tirosina quinase  AXL (AXL), a subunidade αV (ITGAV) e a subunidade β 5 

(ITGB5) da integrina αVβ3/5 e a proteína 1 relacionada ao receptor de lipoproteína de 

baixa densidade (LRP1) (Konishi et al., 2022). 
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Figura 14. CTEP e rTNF-α podem modular os níveis de mRNA de receptores de 
fagocitose em astrócitos. Os gráficos mostram os níveis de mRNA de AXL (A e B), ITGAV 
(C e D), ITGB5 (E e F) e LPR1 (G e H) em astrócitos derivados de hiPSCs que não foram 
estimulados (NS) ou foram estimulados com rTNF-α (10 ng/mL) e tratados com veículo (NT), 
CTEP (10 µM) ou DHPG (10 µM) por 4 h (A, C, E e G) ou 24 h (B, D, F e H). Os níveis de 
mRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizado em triplicatas e normalizado pela média dos 
níveis de mRNA de RPLP0 e IPO8. Os dados representam as médias ± SEM. * (p<0,05) indica 
diferenças estatisticamente significativas. 
 

Os resultados indicaram que a estimulação com rTNF-α levou à diminuição dos 

níveis de mRNA de AXL apenas após 24h (figura 14 B). Embora as diferenças não 

tenham sido estatisticamente significativas, observou-se uma tendência de redução 

ao comparar o grupo não estimulado tratado com veículo (NS/NT) com o grupo 
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estimulado com rTNF-α tratado com veículo (TNF-α/NT) (p=0,0610) (figura 14 B). 

Além disso, o estímulo rTNF-α elevou os níveis de mRNA de ITGAV tanto após 4h 

quanto após 24h (figura 14 C e D). Surpreendentemente, CTEP diminuiu os níveis de 

mRNA de ITGB5, que também compõe a integrina αVβ3/5, no grupo estimulado com 

rTNF-α após 4h (figura 14 E). Já após 24h, somente o tratamento com rTNF-α 

provocou essa redução (figura 14 F). A expressão de LRP1 não foi afetada por 

nenhum dos tratamentos nos tempos analisados (figura 14 G e H). Portanto, diferentes 

receptores podem estar envolvidos na fagocitose induzida por rTNF-α e mGluR5 em 

astrócitos, com a integrina αVβ3/5 possivelmente desempenhando um papel na 

fagocitose induzida por rTNF-α. 

 

4.4 O tratamento com rTNF-α e a inibição do mGluR5 reduzem a expressão de 

moléculas sinaptogênicas em astrócitos humanos 

A fim de prosseguir com a identificação de alterações funcionais possivelmente 

associadas à reatividade astrocitária, foram quantificados os níveis de mRNA de 

moléculas sinaptogênicas, uma vez que pesquisas anteriores demonstraram que o 

mGluR5 pode induzir a expressão dessas moléculas em astrócitos e promover a 

remodelação sináptica (Kim, S. K. et al., 2016; Saitta et al., 2021; Danjo et al., 2022). 

Constatou-se que rTNF-α reduziu os níveis de mRNA de BDNF e de glipican-4 (GPC4) 

tanto após 4h quanto após 24h (figura 15 A-D), enquanto os níveis de mRNA de 

trombospondina-1 (TSP1) e da proteína 1 semelhante à SPARC (SPARCL1) 

permaneceram inalterados diante deste estímulo inflamatório (figura 15 E-H). Em 

contrapartida, o tratamento com CTEP diminuiu os níveis de mRNA de BDNF após 4h 

apenas no grupo não estimulado (figura 15 A). A administração de CTEP também 

reduziu os níveis de TSP1 após 24h no grupo que não foi estimulado com rTNF-α, 

com uma forte tendência de redução observada no grupo estimulado com rTNF-α 

(p=0,0611) (figura 15 F). O tratamento com DHPG, por sua vez, não alterou os níveis 

de mRNA das proteínas sinaptogênicas em nenhum dos tempos e condições 

analisadas (figura 15 A-H). Esses dados sugerem que tanto o estímulo pró-

inflamatório administrado quando a inibição da sinalização do mGluR5 podem 

comprometer a produção de moléculas sinaptogênicas, tendo o potencial de contribuir 

para a perda sináptica comumente observada em doenças neurodegenerativas 

(Cardozo et al., 2019; De Souza et al., 2022). 
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Figura 15. CTEP e rTNF-α diminuem a expressão de moléculas sinaptogênicas. Os 
gráficos mostram os níveis de mRNA de BDNF (A e B), glipican-4 (GPC4) (C e D), 
trombospondina-1 (TSP1) (E e F) e proteína 1 semelhante à SPARC (SPARCL1) (G e H) em 
astrócitos derivados de hiPSCs que não foram estimulados (NS) ou foram estimulados com 
rTNF-α (10 ng/mL) e tratados com veículo (NT), CTEP (10 µM) ou DHPG (10 µM) por 4 h (A, 
C, E e G) ou 24 h (B, D, F e H). Os níveis de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizado 
em triplicatas e normalizado pela média dos níveis de mRNA de RPLP0 e IPO8. Os dados 
representam as médias ± SEM, n=4-6. * (p<0,05) indica diferenças estatisticamente 
significativas. 
 
 

0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

0.0020

0.0025

         NS                              TNF-  (24 h)

N
ív

e
is

 d
e
 m

R
N

A
 d

e
 S

P
A

R
C

L
1

(r
e
la

ti
v
o

s
 a

 I
P

O
8
 e

 R
P

L
P

0
)

NT CTEP DHPG NT CTEP DHPG

G

0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

0.0020

0.0025

         NS                              TNF-  (24 h)

N
ív

e
is

 d
e
 m

R
N

A
 d

e
 S

P
A

R
C

L
1

(r
e
la

ti
v
o

s
 a

 I
P

O
8
 e

 R
P

L
P

0
)

NT CTEP DHPG NT CTEP DHPG

H

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

        NS                               TNF-  (4 h)

N
ív

e
is

 d
e
 m

R
N

A
 d

e
 B

D
N

F

(r
e
la

ti
v
o

s
 a

 I
P

O
8
 e

 R
P

L
P

0
)

NT CTEP DHPG NT CTEP DHPG

✱ ✱

✱

A

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

         NS                              TNF-  (24 h)

N
ív

e
is

 d
e
 m

R
N

A
 d

e
 B

D
N

F

(r
e
la

ti
v
o

s
 a

 I
P

O
8
 e

 R
P

L
P

0
)

NT CTEP DHPG NT CTEP DHPG

✱

B

0.00

0.05

0.10

0.15

        NS                               TNF-  (4 h)

N
ív

e
is

 d
e
 m

R
N

A
 d

e
 G

P
C

4

(r
e
la

ti
v
o

s
 a

 I
P

O
8
 e

 R
P

L
P

0
)

NT CTEP DHPG NT CTEP DHPG

✱

C

0.00

0.05

0.10

0.15

         NS                              TNF-  (24 h)

N
ív

e
is

 d
e
 m

R
N

A
 d

e
 G

P
C

4

(r
e
la

ti
v
o

s
 a

 I
P

O
8
 e

 R
P

L
P

0
)

NT CTEP DHPG NT CTEP DHPG

✱

D

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

        NS                               TNF-  (4 h)

N
ív

e
is

 d
e
 m

R
N

A
 d

e
 T

S
P

1

(r
e
la

ti
v
o

s
 a

 I
P

O
8
 e

 R
P

L
P

0
)

NT CTEP DHPG NT CTEP DHPG

E

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

         NS                              TNF-  (24 h)

N
ív

e
is

 d
e
 m

R
N

A
 d

e
 T

S
P

1

(r
e
la

ti
v
o

s
 a

 I
P

O
8
 e

 R
P

L
P

0
)

NT CTEP DHPG NT CTEP DHPG

✱

✱

p = 0,0611

p = 0,0564

F



51 
 

5. DISCUSSÃO 

Processos inflamatórios têm sido associados com a etiopatologia de diversos 

distúrbios neurológicos, sendo continuamente identificados como fatores 

preponderantes inclusive em doenças que não são tradicionalmente consideradas de 

origem neuroinflamatória (Gilhus; Deuschl, 2019). O mGluR5 está envolvido em 

processos neuroinflamatórios e neurodegenerativos, sendo considerado um alvo 

farmacológico promissor para promoção da neuroproteção em distúrbios neurológicos 

(Spampinato et al., 2018). Entretanto o papel do mGluR5 em astrócitos em contextos 

patológicos ainda é pouco estudado, havendo dados conflitantes na literatura, 

sugerindo que a ativação desse receptor pode resultar tanto em efeitos protetores 

quanto tóxicos, dependendo do contexto. Enquanto alguns estudos relataram efeitos 

benéficos da ativação do mGluR5 em astrócitos após lesões, atribuídos à liberação 

de fatores de crescimento e moléculas sinaptogênicas (Fulmer et al., 2014; Saitta et 

al., 2021), outros estudos indicam que a ativação desse receptor pode ser prejudicial, 

levando à produção de mediadores inflamatórios e à degeneração astrocitária (Rossi 

et al., 2008; Shah et al., 2012). De fato, a eficácia de agonistas ou antagonistas do 

mGluR5 pode variar dependendo da condição patológica subjacente. Por exemplo, a 

estimulação do mGluR5 em astrócitos pode promover a liberação de BDNF, que 

promove a síntese de proteínas de mielina em um modelo de desmielinização induzido 

por cuprizona (Saitta et al., 2021). Por outro lado, no caso da DA, a presença de Aβ 

leva ao aumento dos níveis intracelulares de Ca²⁺ nos astrócitos, um efeito 

exacerbado pela expressão aumentada do mGluR5 nessas células (Casley et al., 

2009; Grolla; Fakhfouri; et al., 2013; Grolla; Sim; et al., 2013; Lim et al., 2013; 

Shrivastava et al., 2013). Nesse cenário, o antagonismo do mGluR5 mostrou-se eficaz 

em reverter o aumento de Ca²⁺, prevenindo a disfunção dessa sinalização induzida 

pelo Aβ (Casley et al., 2009; Grolla; Fakhfouri; et al., 2013). Adicionalmente, 

demonstrou-se que o bloqueio do mGluR5 em astrócitos previne a morte celular em 

um modelo de ELA (Rossi et al., 2008). Essas evidências ressaltam o papel dual do 

mGluR5 em diferentes contextos patológicos. 

Os resultados apresentados nesse trabalho podem contribuir para elucidar 

essa ambivalência, já que demonstramos que o bloqueio do mGluR5 por CTEP 

diminuiu os níveis de TNF-α e IL-6 após estimulação curta por rTNF-α, observando-

se a perda da intensidade desse efeito em 24 horas. Estes achados corroboram 
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estudos anteriores, mostrando que o antagonismo do mGluR5 previne a secreção de 

fatores inflamatórios em uma linhagem celular de astrócitos (Shah et al., 2012). O 

mGluR5 pode mediar a ativação de vias envolvidas na produção de fatores 

inflamatórios, tais como NF-κB, JNKs e o fator de transcrição dependente de 

calcineurina NFAT (Wang; Zhuo, 2012; Furman; Norris, 2014; Abd-Elrahman; 

Ferguson, 2022). Dessa forma, a modulação dessas vias pode estar envolvida na 

redução da produção de citocinas observada diante da inibição de mGluR5 por CTEP. 

Experimentos envolvendo a avaliação da translocação nuclear de NF-κB, a 

quantificação da fosforilação de proteínas envolvidas nessas vias e o uso de fármacos 

para inibição da atividade dessas proteínas são essenciais para verificar essa 

hipótese. Uma possível limitação da análise conduzida é que a presença de rTNF-α 

residual poderia interferir na detecção do TNF-α secretado. No entanto, a avaliação 

dos transcritos de mRNA de TNF-α demonstrou um aumento na expressão desse 

gene após a estimulação com rTNF-α, corroborando os achados da quantificação 

proteica. É importante distinguir os componentes utilizados para as análises proteicas 

e de mRNA. Enquanto as análises proteicas foram feitas utilizando o sobrenadante 

das células tratadas, as análises de qPCR foram feitas a partir da extração do RNA 

total da monocamada celular, o que explica as diferenças encontradas entre os dados 

obtidos nessas análises. Embora o CTEP tenha reduzido a secreção de citocinas, é 

interessante notar que ele aumentou a expressão gênica de SERPINA3, que é um 

marcador de astrócitos reativos. 

A fagocitose desempenha um papel fundamental na remoção de células mortas 

tanto em condições fisiológicas quanto patológicas no SNC. Esse processo também 

é crucial para a eliminação de sinapses, refinando as redes neurais durante o 

desenvolvimento e na vida adulta (Trachtenberg et al., 2002; Paolicelli et al., 2011). 

No entanto, a fagocitose aberrante de sinapses por micróglias tem sido implicada 

como um mecanismo central na perda sináptica observada na DA (Hong et al., 2016). 

Embora as micróglias sejam amplamente conhecidas por sua capacidade fagocítica, 

os astrócitos também podem fagocitar sinapses no cérebro em desenvolvimento e 

remover agregados proteicos extracelulares, como o Aβ (Koistinaho et al., 2004; 

Chung et al., 2013). Notavelmente, descobertas recentes indicam que as sinapses 

hipocampais são preferencialmente fagocitadas por astrócitos (Lee et al., 2021). 

Ademais, observou-se, em um modelo murino da DA, que astrócitos associados ao 

Aβ fagocitam sinapses disfuncionais, enquanto as micróglias não desempenham essa 
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função (Gomez-Arboledas et al., 2018). Contudo, essa atividade benéfica é limitada, 

já que, à medida que o Aβ se acumula, a capacidade dos astrócitos de fagocitar 

sinapses distróficas é prejudicada e a expressão dos receptores fagocíticos MERTK 

e MEGF10 diminui (Iram et al., 2016; Sanchez-Mico et al., 2021). Embora as sinapses 

saudáveis devam ser preservadas, esse acúmulo de sinapses defeituosas pode criar 

um ambiente sináptico disfuncional, levando ao agravamento da condição patológica 

(Sanchez-Mico et al., 2021). Os resultados apresentados no presente estudo 

demonstraram que rTNF-α aumentou o índice de fagocitose dos astrócitos. O 

tratamento com esse estímulo inflamatório também aumentou a expressão da cadeia 

αV, codificada por ITGAV e parte do receptor fagocítico integrina αVβ3/5, enquanto a 

expressão de MERTK foi reduzida. De modo interessante, a estimulação com rTNF-α 

diminuiu a expressão da subunidade β5 da integrina αVβ3/5, codificada por ITGB5, 

indicando que o aumento na fagocitose pode ser mediado pelo heterodímero formado 

pela cadeia α e a cadeia β3. Em oposição, um trabalho anterior mostrou que astrócitos 

A1 murinos quando expostos a estímulos inflamatórios (IL-1α, TNF-α e C1q) exibem 

uma atividade fagocítica reduzida para sinapses e mielina e uma redução na 

expressão dos receptores fagocíticos MERTK e MEGF10 (Liddelow et al., 2017). 

Assim, esses resultados indicam que diferentes combinações de fatores inflamatórios 

podem modular a atividade fagocítica dos astrócitos de maneiras distintas. Esses 

dados evidenciam, portanto, que a classificação simplificada de astrócitos em subtipos 

A1 e A2 pode não capturar plenamente a complexidade dos fenótipos astrocitários 

que parecem ser tão diversos quanto os estímulos capazes de induzir reatividade  

(Escartin et al., 2021). 

Poucos estudos têm explorado o papel do mGluR5 na fagocitose mediada por 

astrócitos. Um estudo recente demonstrou que um modulador alostérico silencioso do 

mGluR5 impede a localização sináptica do componente 1q do complemento  (C1q) e 

a fagocitose dessas terminações por astrócitos em um modelo murino da DA (Spurrier 

et al., 2022). Os resultados do presente trabalho demonstraram que o tratamento com 

CTEP aumentou a fagocitose tanto na presença quanto na ausência de rTNF-α. É 

intrigante que o DHPG tenha produzido um efeito semelhante ao CTEP na fagocitose 

astrocitária. De fato, tanto o DHPG quanto o CTEP aumentaram a expressão gênica 

de SERPINA3. É importante mencionar que DHPG ativa tanto o mGluR5 quanto o 

mGluR1, enquanto CTEP é um agonista inverso que bloqueia especificamente o 

mGluR5 (Lindemann et al., 2011). Embora a expressão de mGluR5 em astrócitos 
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diminua após o nascimento e o mGluR1 normalmente não seja expresso por estas 

células, ambos os receptores têm a expressão aumentada em resposta a lesões 

(Aronica et al., 2001; Geurts et al., 2003; Gwak; Hulsebosch, 2005; Shrivastava et al., 

2013; Iyer et al., 2014). Adicionalmente, nossos dados confirmaram que os astrócitos 

derivados de hiPSCs expressam tanto mGluR1 quanto mGluR5. Assim, é possível 

que o aumento na fagocitose e as alterações nos níveis de SERPINA3 induzidos pelo 

DHPG se devam à ativação do mGluR1 e que esses dois mGluRs do grupo I tenham 

funções opostas nos astrócitos. Outra possibilidade é a de que o tratamento com o 

DHPG tenha causado a dessensibilização do mGluR5, mediada por quinases, seja 

por internalização desse receptor ou pelo desacoplamento da ativação de proteínas 

por sua porção C-terminal. Isso explicaria porque os efeitos da ativação de mGluR5 

pelo DHPG seguiram a mesma direção de sua inibição por CTEP (Gereau; 

Heinemann, 1998; Suh et al., 2018).  O fato de o DHPG não apresentar esse mesmo 

efeito no grupo estimulado com TNF-α poderia ser explicado por uma elevação da 

produção de glutamato provocada por esse mediador imune (Olmos; Llado, 2014). A 

presença do glutamato pode causar a ativação de receptores do tipo NMDAR nessas 

células, revertendo a dessensibilização de mGluR5 (Alagarsamy et al., 1999). No 

entanto, experimentos adicionais são cruciais para esclarecer esses mecanismos, tais 

como a avaliação dos níveis de glutamato, a análise da atividade de transportadores 

desse neurotransmissor e ensaios de biotinilação para verificar alterações no tráfego 

de mGluR5 da membrana celular. Os dados atuais ilustram a complexidade da 

sinalização dos mGluRs em contextos patológicos. Esses resultados indicam que 

CTEP tem um efeito significativo na indução da fagocitose, independentemente da 

presença do estímulo inflamatório. Considerando que a diminuição da fagocitose por 

micróglias e astrócitos está associada à doenças neurológicas, incluindo a DA (Iram 

et al., 2016; Thomas et al., 2022), o CTEP poderia ser uma opção terapêutica para 

compensar o prejuízo na remoção fagocítica de Aβ e sinapses distróficas nessa e em 

outras proteopatias. 

Astrócitos desempenham papéis cruciais na sobrevivência neuronal e na 

remodelação sináptica, secretando fatores tróficos e sinaptogênicos, incluindo BDNF 

(Gomez-Casati et al., 2010), GPC4 (Allen et al., 2012), SPARCL1 (Kucukdereli et al., 

2011) e TSP (Christopherson et al., 2005). Nossos dados mostraram que a 

estimulação com rTNF-α diminuiu os níveis de BDNF e GPC4, sem modificar os níveis 

de mRNA de TSP1. Um estudo anterior demonstrou que astrócitos A1 murinos, sob 
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diferentes estímulos inflamatórios (IL-1α, TNF-α e C1q), apresentaram níveis elevados 

de GPC4 e TSP1/2 (Liddelow et al., 2017). Embora esses resultados contrastantes 

possam ser explicados por diferenças nos estímulos inflamatórios utilizados, também 

é possível que astrócitos derivados de hiPSCs e astrócitos murinos respondam de 

maneira diferente à inflamação, destacando a importância do uso de modelos 

celulares relevantes para humanos. Notavelmente, embora o CTEP tenha tido um 

efeito anti-inflamatório, a inibição do mGluR5 não resultou em um aumento na 

expressão dos fatores sinaptogênicos. Na verdade, o CTEP diminuiu os níveis de 

expressão de BDNF e TSP1. Esses resultados eram esperados, uma vez que foi 

demonstrado que o mGluR5 astroglial está envolvido na secreção de GPC4, BDNF e 

TSP1 (Kim, S. K. et al., 2016; Saitta et al., 2021; Danjo et al., 2022). A ativação do 

mGluR5 também promove a expressão de BDNF por meio do aumento da fosforilação 

de CREB (Mao; Wang, 2003; Wang; Zhuo, 2012; Doria et al., 2015; Doria et al., 2018). 

Além disso, dados anteriores de nosso laboratório mostraram que a ablação genética 

do mGluR5 resulta na redução do número de espinhas dendríticas em um modelo 

murino de doença de Huntington (De Souza et al., 2022), enquanto a modulação 

alostérica positiva do mGluR5 é capaz de reverter esse fenótipo (Doria et al., 2018), 

indicando que a estimulação do mGluR5 promove a sinaptogênese. Assim, tanto o 

rTNF-α quanto a inibição do mGluR5 podem prejudicar a sinaptogênese e estudos 

futuros serão cruciais para determinar se o meio condicionado de astrócitos ou a co-

cultura desses astrócitos com neurônios levariam a uma redução no número de 

sinapses em células humanas. Além da utilização de modelos que contenham outros 

tipos celulares, a quantificação da morte celular em cada grupo, bem como a medição 

da liberação de cálcio, são experimentos essenciais para elucidar as vias moleculares 

subjacentes às alterações observadas nesse trabalho em resposta aos tratamentos e 

estímulos administrados. 
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6. CONCLUSÃO 
 

Em conclusão, a inibição do mGluR5 por CTEP atenua a secreção de fatores 

inflamatórios induzida por rTNF-α, embora esse efeito diminua ao longo do tempo. 

Paralelamente, o tratamento com CTEP não altera a expressão de marcadores de 

reatividade característicos dos fenótipos A1 ou A2, enquanto a estimulação com rTNF-

α resulta em uma elevação da expressão dos marcadores do fenótipo A1. Tanto o 

tratamento com CTEP quanto com rTNF-α aumentam a expressão de SERPINA3 e a 

fagocitose pelos astrócitos, enquanto a expressão de fatores sinaptogênicos é 

reduzida. Portanto, o tratamento com CTEP pode ser uma opção quando se deseja o 

aumento da fagocitose, embora isso possa levar a um aumento na poda sináptica e à 

diminuição da sinaptogênese. Esses dados ilustram a complexidade da farmacologia 

do mGluR5 e mostram que a classificação simplificada de astrócitos reativos em A1 e 

A2 não é suficientemente abrangente para capturar sua diversidade fenotípica. 

Portanto, é imperativa a investigação da reatividade astrocitária em diferentes 

condições para identificar as propriedades das diversas populações de astrócitos 

reativos e desenvolver terapias que considerem essa diversidade. 

 

 
 
Figura 16. Efeitos do CTEP em astrócitos derivados de hiPSCs sob condição não 
inflamatória e pró-inflamatória. A ilustração apresenta um resumo dos efeitos da inibição 
da sinalização de mGluR5 por CTEP em astrócitos derivados de hiPSCs, estimulados ou não 
com rTNF-α. Na ausência deste estímulo inflamatório a administração de CTEP diminui os 
níveis de BDNF. Já na presença de rTNF-α, CTEP provoca uma diminuição transitória nos 
níveis de IL-6 e TNF-α, enquanto aumenta os níveis do marcador de reatividade geral 
SERPINA3. CTEP promove a diminuição dos níveis de TSP1 e o aumento da fagocitose, 
independentemente da presença de rTNF-α. Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
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