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Resumo 

Estudos nos últimos vinte anos verificam uma interacção complexa entre o sistema 

imune, inflamação sistémica e o cérebro, que conduzem a mudanças de humor, cognição e 

comportamento. A evidência de alterações nas células e na produção de citocinas inflamatórias 

ao nível do sistema imunitário periférico na esquizofrenia parece clara, no entanto, os 

mecanismos envolvidos na interacção entre o sistema nervoso central e a periferia mantém-se 

por elucidar. A maioria dos estudos efectuados nesta doença incidem sobre os mecanismos 

patológicos ao nível do SNC, com activação das céulas imunitárias do cérebro. Contudo, o estado 

de neuroinflamação descrito poderá também activar sistemas inflamatórios periféricos, 

activando o sistema imunitário. Os monócitos e as células dendríticas são importantes 

constituintes da imunidade inata, desempenhando funções cruciais na activação do sistema 

imunitário. Estas células apresentadoras de antigénios são versáteis, regulando o processo 

inflamatório e induzindo imunidade.  

O principal objectivo desta tese foi quantificar e analisar fenotípica e funcionalmente as 

diferentes subpopulações de monócitos (clássicos, intermédios, não clássicos e que expressam 

o FcεRI) e as populações de células dendríticas (mielóides e plasmacitóides), num grupo 

controlo, num grupo de doentes após um episódio de surto psicótico, e em doentes numa fase 

inicial da doença (Psicose Aguda e Transitória) fora de um episódio de surto, de modo a verificar 

se essas populações se encontram alteradas, podendo desta forma constituírem um bom alvo 

de estudo para a monitorização da evolução da doença. 

Para o estudo foram recrutados, com médias de idades semelhantes entre os grupos de 

estudo (±3 anos), 10 controlos, 17 doentes em fase de surto e 6 doentes em psicose inicial sob 

influência de tratamento com antipsicóticos, diagnosticados utilizando o critério ICD-10 da 

Organização Mundial de Saúde. A análise das diferentes sobpopulações de monócitos e de 

células dendríticas foi efectuada através de citometria de fluxo, e após activação in vitro com 

LPS e IFN-γ quantificou-se a frequência de células produtoras de citocinas (IL-6 e TNF-), bem 

como, a produção destas citocinas por célula. Para a análise da expressão génica de BDNF e 

CCL11 após o cell sorting de todas as células que expressavam fortemente CD33, que engloba 

todas as subpopulações de monócitos e as células dendríticas mielóides, bem como após 

extracção de RNA e transcrição reversa, foi efectuada uma reacção em cadeia da polimerase em 

tempo real.  

Observou-se, no grupo de surto psicótico, um aumento da frequência de monócitos não 

clássicos produtores de IL-6, bem como, um aumento da quantidade desta citocina intracelular, 

em todas as subpopulações de monócitos e células dendríticas mielóides, indicando que estas 
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células poderão ser responsáveis pelo estado de inflamação aguda que parece verificar-se nesta 

fase da doença. Em oposição à IL-6, a frequência de monócitos não clássicos produtores de TNF-

α, e a quantidade de citocina por célula, está aumentada em doentes que se encontram fora de 

surto, que em associação ao aumento de expressão de HLA-DR, sugere um perfil de activação 

destas células diferente dos doentes em surto. A descoberta de um aumento da expressão da 

IgE ligado ao seu receptor de alta afinidade traduz um aumento da IgE sérica nestes doentes, 

associado ao fenótipo de activação observado nas células dendríticas mielóides nos doentes em 

surto. 

  Estes resultados demonstram que ocorrem alterações fenotípicas e funcionais nos 

monócitos e células dendríticas na doença, salientando-se claramente os monócitos não 

clássicos, sugerindo que deve ser aprofundado o seu estudo na doença de forma a poderem 

constituir-se bons marcadores biológicos na esquizofrenia. 
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Abstract 
 

Studies in the last two decades identified a complex interaction between immune system, 

systemic inflammation and the brain, leading to humour, cognition and behaviour dysfunctions. 

While evidence of alterations in immune cells and production of cytokines in peripheral immune 

system in schizophrenia becomes clear, the mechanisms involved in central nervous system and 

periphery needs to be elucidate. The majory of studies in this disease rely on patological 

mechanisms in the CNS, with activation of brain immune cells. However, this state of 

neuroinflammation could lead to activation of peripheral inflammatory systems activating 

immune system. Monocytes and dendritic cells are very important cells in innate immunity, 

having crucial function in activation of immune system. These antingen presenting cells are 

versatile and regulate the inflammatory process and induce immunity. 

The aim of this study was the quantification and analysis, phenotypical and functionally, 

different subpopulations of monocytes (classical, intermediate, non-classical, and high 

expressed FcεRI receptor) and dendritic cells (myeloid and plasmacytoid) in a healthy group, a 

frist episode psychosis group, and early stage group, to understand if these populations are 

altered in schizophrenia, becoming a potential target of monitorization of the course of this 

psiquiatric disease. 

Three aged-matched subject groups (± 3 years) were recruited: 10 healthy controls, 17 

patients in a psychotic episode and 6 patients in an early stage SCZ under antipsychotic 

treatment diagnosed by ICD 10 criteria from World Health Organization. The analysis of the 

different subpopulations of monocytes and dendritic cells were performed by flow cytometry, 

and after in vitro activation with LPS and IFN-γ, the frequency of cells that produced cytokines 

were evaluated, as well as the production of cytokine per cell. For BDNF and CCL11 gene 

expression analysis a cell sorting was performed by sorting cells expressing high levels of CD33, 

monocytes and dendritic cells, and after RNA extraction and reverse transcription, was 

performed a real time polymerase chain reaction. 

In psychotic episode, our results showed an increased frequency of non classical monocytes 

production of IL-6, as well as an increased production of this intracellular cytokine per cell in all 

monocytes subsets and myeloid dendritic cells suggesting that these cells may be responsible 

for the acute state of inflammation present in this fase of the disease. In contrast to IL-6, we 

observed in early stage patients an increased of cell production TNF-α frequency which in 

association with an increased of HLA-DR expression, suggests an inflammatory profile of these 

cells in this grupo of patients. The finding in the increased expression of IgE binding his high 
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affinity receptor inidicates an increased serum IgE in SCZ patients, associated to the observed 

activation phenotype in myeloid dendritic cels in a psychotic episode patients.  

Taken together, our findings demonstrate phenotypical and functional alterations in monocytes 

in SCZ, namely non classical monocytes, suggesting the need to study these findings for a greater 

knowledge of these cells as potential target for monitorization of biomakers in SCZ.  
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1. A esquizofrenia e o seu impacto 

A Esquizofrenia caracteriza-se como uma doença psiquiátrica que afecta cerca de 1% da 

população mundial (1,2). A característica mais evidente de um esquizofrénico passa pela 

incapacidade de distinguir a realidade da sua imaginação. Os doentes apresentam uma grave 

desestruturação psíquica, perdendo a capacidade de integrar as emoções, os sentimentos e os 

pensamentos, conduzindo a delírios e alucinações. Segundo a Organização Mundial de Saúde, 

dentro das várias doenças mentais, a esquizofrenia é a terceira principal causa de perda de 

qualidade de vida entre os 15 e os 44 anos. Apesar de a doença não ter cura, com um tratamento 

adequado a pessoa pode recuperar e voltar a viver a sua vida normalmente. A SCZ, na maioria 

dos casos, tem início na fase da adolescência e de jovem adulto, sendo que nos homens é mais 

precoce, entre os 15 e os 25 anos, nas mulheres, entre os 25 e 35 anos. Esta discrepância 

acredita-se ter origem na implicação de factores hormonais e na diferença dos estados de 

desenvolvimento cerebral (3). Cerca de 50% dos doentes com esquizofrenia tentam o suicídio, 

e dentro desses, 15% são bem sucedidos (4). O impacto da doença não se centra apenas na vida 

do doente, afectando também a sua relação com o mundo, família e amigos, sendo capaz de 

destruir as relações pessoais devido a severidade de alguns sintomas. Várias descobertas actuais 

permitem uma identificação precoce da doença e um tratamento mais rápido e eficaz, que tem 

como obejctivo a estabilização do doente, melhorando a sua qualidade de vida. Contudo, o 

conhecimento insuficiente dos mecanismos moleculares que lhe dão origem e o modo da sua 

progressão mantém-se um desafio. 

 

1.1 Sintomas 

 

A doença apresenta um vasto espectro de sintomas que variam consoante o estado da 

doença (5). Os sintomas positivos estão directamente relacionados com o surto psicótico: 

estado mental agudo, com elevada desorganização psíquica. Estes caracterizam-se por 

alucinações (visuais, auditivas e tácteis) e fenómenos delirantes que levam à perda do sentido 

da realidade. Os sintomas positivos podem não ocorrer em todos os casos de SCZ e, mesmo 

presentes, a sua intensidade pode variar, bem como a qualidade. Há doentes que não têm 

alucinações, havendo outros com uma maior desorganização psíquica e comportamentos 

delirantes. Os sintomas negativos, por sua vez, estão relacionados com a fase crónica da doença, 

estendem-se por mais tempo e estão presentes a longo prazo. A falta de vontade e iniciativa 
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própria, desinteresse e indiferença nas actividades do quotidiano ou pelas que anteriormente 

davam prazer, com preferência pelas actividades mais passivas, são alguns do sintomas desta 

categoria. Muitos doentes também têm dificuldade em expressar sentimentos, o que não quer 

dizer que não os sintam. Algumas funções mentais podem estar implicadas, como o 

pensamento, as ideias e a fala, estando desconectados e lentos. Por último, o défice cognitivo, 

onde os doentes revelam reduzida capacidade de escrita, aprendizagem, leitura e memória. De 

certo modo, a cognição encontra-se comprometida, revelando falta de atenção e capacidade de 

concentração, sendo facilmente distraídos de qualquer actividade.  

Como a SCZ é um transtorno com uma apresentação muito heterogénea, com quadros 

clínicos muito distintos, existem doentes com maior ou menor grau de comportamento que 

variam consoante a fase da doença.  

 

1.1 Genética 

 

A SCZ é de causa multifactorial, envolvendo tanto factores genéticos como ambientais. 

Existem genes descritos na literatura que poderão estar relacionados com a doença, envolvidos 

em funções importantes que regulam várias etapas do neurodesenvolvimento, assim como a 

produção de neurotransmissores. Em teoria, esses genes são activados devido a factores 

ambientais de risco, desencadeando uma cascata de eventos que conduzem ao 

condicionamento do neurodesenvolvimento das redes de neurónios. Estudos de associação de 

genoma (GWAS) indicam também a prevalência de genes imunes como principais nos factores 

de risco da doença. De facto, Shi et al 2009 demonstram que existe relação entre os genes 

envolvidos na regulação do sistema imunitário e o aumento do risco de SCZ (6).  

1.2 Tratamentos 
 

A medicação da esquizofrenia baseia-se no controlo dos sintomas mais exacerbantes, 

como os positivos, que envolvem os anti-depressivos e os antipsicóticos. Estes medicamentos 

originam um efeito calmante, actuando sobre os receptores de neurotransmissores, diminuindo 

os sintomas. A Clorpromazina e o haloperidol são os antipsicóticos de primeira geração mais 

utilizados, já que apresentam maior afinidade para os receptores de dopamina. No entanto, em 

alguns doentes, verificou-se a existência de efeitos secundários, como o parkinsionismo, 

levando à utilização de antipsicóticos de segunda geração, que actuam não apenas no bloqueio 

dos receptores de dopamina mas também da serotonina (5HT), tais como, a clozapina e a 

olanzapina 
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2. Fisiopatologia da Esquizofrenia 

2.1 Alterações estruturais 

 

Diversos estudos feitos até ao momento verificaram alterações estruturais nas espinhas 

das dendrites de neurónios do córtex pré-frontal (PFC), hipocampo e amígdala (7), 

nomeadamente ao nível da sua densidade, onde se encontram ancorados receptores de 

neurotransmissores, peptídeos, microtúbulos de actina, entre outros, que têm, no seu conjunto, 

a função de regular a passagem do impulso nervoso, geralmente, excitatório. As dendrites dos 

neurónios encontram-se em constante desenvolvimento durante a infância e a adolescência, 

estabilizando apenas quando é atingida a idade adulta. No entanto, esta estabilização não é um 

processo estático, ocorrendo uma constante renovação da actina e dos microtúbulos (8), de 

modo a que a integridade da densidade das espinhas seja mantida. Sendo um dos principais 

locais onde ocorrem os “inputs” excitatórios para o neurónio, ao haver alterações na sua 

estrutura ocorrem perdas ou ganhos na neurotransmissão destes impulsos excitatórios, 

resultando na desregulação da estabilidade neuronal (9).   

 

 

Alguns estudos demonstraram a presença de cérebros mais pequenos nos doentes com 

esquizofrenia, explicando esse facto pela diminuição do volume de massa cinzenta, sendo mais 

acentuado em doentes com idade mais avançada. De certa forma, a perda de massa cinzenta 

em doentes mais velhos sugere uma perda progressiva do volume cerebral de massa cinzenta 

com o avanço da doença, revelando a existência de um processo degenerativo (10).  

Figura 1 Densidade das espinhas dendríticas em controlo e em doentes com SCZ no PFC em modelos 

de ratos. (schizophrenia bull 36, 301-313 [2010]) 
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Outros estudos indicam que tanto o factor neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), 

importante para o crescimento e sobrevivência dos neurónios em desenvolvimento, como o 

óxido nítrico (NO), factor importante para o desenvolvimento de sinapses excitatórias, ao 

promoverem o crescimento das espinhas dendríticas, encontram-se diminuídos na 

esquizofrenia (11,12).  

Estes resultados sugerem que alterações na estrutura das dendrites, perda de massa 

cinzenta, diminuição da expressão de BDNF e NO, são factores evidentes em doentes com 

esquizofrenia que poderão constituir uma das causas para o aparecimento da doença ou uma 

consequência que conduz à sua progressão. 

2.2 Da hipótese dopaminérgica à transmissão glutamatérgica e gabaérgica 

 

Apesar dos mecanismos da doença se encontrarem por elucidar, têm sido colocadas 

algumas teorias a fim de explicar os resultados de alguns estudos. A hipótese do envolvimento 

da via dopaminérgica surge quando comparados os sintomas da esquizofrenia aos sintomas 

observados após a administração de anfetamina. Esta molécula, sendo um agonista indirecto 

dos receptores de dopamina, produz comportamentos semelhantes à doença, e quando 

administrada em doentes, esses sintomas são exacerbados (13). Contudo, os tratamentos que 

modulam a via dopaminérgica não conseguem controlar todos os sintomas da doença, o que 

sugere que outras alterações estão envolvidas ao nível do sistema nervoso central (SNC).  

Uma das vias de transmissão dopaminérgica ocorre para o PFC, activando-o, e deste 

ocorrem projecções glutamatérgicas para as diversas zonas do cérebro que controlam as 

emoções, movimentos e pensamentos. Além da dopamina, o PFC recebe também projecções 

glutamatérgicas da amígdala e do hipocampo, e destas três zonas são enviadas projecções para 

o núcleo accumbens (NAc). Por sua vez, no NAc, o glutamato activa a transmissão gabaérgica, 

resultando na inibição da actividade neuronal do pallidum ventral, promovendo a activação no 

tálamo dorsomedial (14). A activação deste circuito resulta na activação do PFC, indicando que 

a esquizofrenia não se deve apenas a uma hiperactividade da dopamina no mesmo, mas sim dos 

contributos da actividade glutametérgica e gabaérgica no seu conjunto, que têm como 

consequência um desequilíbrio entre a transmissão excitatória e a inibitória. 

O PFC, ao regular a atenção, a emoção, a motivação, o controlo e a cognição, leva a 

querer que a doença se centraliza em alterações na função do mesmo, conduzindo aos sintomas 

da doença (15). De facto, o PFC constitui uma das zonas do cérebro onde ocorre plasticidade 

sináptica, já que as experiências, lesões, estimulantes e aprendizagem culminam numa alteração 

da expressão de receptores de N-metil D-aspartato (NMDA) e de α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
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isoxazolepropiónico (AMPA) ao nível do mesmo. Estas alterações não ocorrem apenas ao nível 

do terminal nervoso, nem das espinhas dendríticas, mas também ao nível das conexões e 

rearranjos dos neurónios (16).  

 

2.2.1 Relação dos receptores N-metil D-aspartato e a esquizofrenia 

 

Originalmente pensava-se que as deficiências na via dopaminérgica, nomeadamente a 

sua hiperactividade, poderia estar na origem da SQZ. No entanto, a sua desregulação não é 

comum a todos os doentes esquizofrénicos, corroborando a teoria da influência das vias 

glutamatérgicas e gabaérgicas no circuito. A sinalização glutamatérgica e dopaminérgica está 

intrinsecamente ligada, onde a dopamina activa as vias glutamatérgicas, e, consequentemente, 

os receptores NMDA, que por sua vez podem aumentar ou inibir a activadade dopaminérgica 

(17). O antagonismo de receptores de NMDA resulta na hipofunção da transmissão 

glutamatérgica, o que diminui a activação da via gabaérgica, levando a um desequilíbrio na 

inibição da transmissão. Por sua vez, teremos uma hiperactividade da via dopaminérgica que 

poderá estar envolvida, e ser a causa, dos sintomas psicóticos e do défice cognitivo em SCZ. 

Pomarol-Clotet et al 2006 referem que o uso de Ketamina como bloqueante dos receptores 

NMDA em controlos tem como resultado o aparecimento de sintomas psicóticos, tais como a 

paranóia e a desorganização do pensamento (18). A envolvência dos receptores de NMDA está 

associada a diversos casos de psicoses, podendo também relacionar-se com a fisiopatologia da 

SQZ. Autoanticorpos contra receptores NMDA foram reportados em casos de psicoses (19–21), 

e segundo Zandi et al 2014 ao eliminar estes autoanticorpos por imunoterapia os sintomas 

psicóticos são melhorados em alguns casos de ocorrência do primeiro surto psicótico (22).  

Para compreender melhor o papel dos receptores de NMDA na doença, teremos que 

olhar para a Via das Quinureninas, e de que modo estas antagonizam estes receptores, dando 

origem aos sintomas da doença. O triptofano é um aminoácido essencial que serve de percursor 

para a produção da serotonina, um importante neurotransmissor que se acreditava ter uma 

grande influência na doença, até ser descoberta a importância da via dopaminérgica. Contudo, 

não se coloca de parte a importância da serotonina na doença, já que tratamentos recorrendo 

a bloqueadores dos receptores desta molécula, em conjunto com antagonistas dos receptores 

dopaminérgicos, têm melhores efeitos no controlo dos sintomas positivos da doença (23). 
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Perante uma inflamação a via das quinureninas fica activada (24). O triptofano é 

convertido em quirunenina (KYN), e esta pode dar origem ao ácido quinurénico (KYNA) ou, 

seguir outra via, convertendo-se em ácido quinólinico (QUIN) ou ácido picolínico (PIC). Enquanto 

o PIC possui propriedades neuroprotectoras (25), o QUIN é produzido por monócitos activados 

(26). Já o KYNA é sintetizado por astrócitos no SNC (27). Tanto o KYNA como o QUIN, produzidos 

pelos astrócitos e monócitos, repectivamente, aumentam em caso de inflamação, tendo 

particular relevância na esquizofrenia devido à sua capacidade de modular os receptores NMDA. 

A interleucina-6 (IL-6), bem como outras citocinas pró-inflamatórias activam a enzima 

indolamina 2,3 dioxigenase  (IDO), que por sua vez faz a conversão do triptofano em KYN, 

conduzindo ao aumento KYNA, antagonista natural dos receptores de NMDA (28), e aumento 

do QUI, agonista dos receptores NMDA e neurotóxico. 

Figura 2 Esquema da Via das Quinureninas. Alguns factores exteriores à via podem alterar o balanço 

dos metabolitos e a actividade das enzimas. (Schizophrenia Research Elsevier, 07-018 [2014]) (41) 
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Acredita-se que os receptores de NMDA possam estar intrinsecamente envolvidos nas 

vias afectadas pela doença, relacionando também a activação das células da glia do SNC e a 

activação da via das quinureninas. A figura 4 mostra como essa relação pode influenciar a 

hiperactividade da via dopaminérgica, envolvendo as vias glutamatérgicas e gabaérgicas. 

 

Figura 3 Esquema das alterações que ocorrem nas vias da quinureninas na activação do neurónio. O 

bloqueio do NMDAR pelo ácido KYNA (Basic Neurochemistry, Chapter 39. Elsevier [2012]) (124) 

Figura 4 Teoria da interacção que ocorre entre a via das quinureninas e os receptores de 

NMDA dando origem à disfunção da via dopaminérgica característica da Esquizofrenia. 

(Schizophrenia research Elsevier, 07-018 [2014]) (41) 



27 
 

2.3 Neuroinflamação 

  

Existem algumas dificuldades em distinguir eventos primários e secundários na doença, 

de forma a que seja elaborada uma cascata de acontecimentos. Nesta luta de pensamento pode 

afirmar-se com toda a certeza que a inflamação se encontra associada a mecanismos patológicos 

na via da dopamina, no entanto, não se sabe se serão a causa ou consequência secundária de 

um percurso de neurogeneração. Existem evidências claras da activação de vias inflamatórias 

importantes, uma vez que estudos post-mortem efectuados em cérebros de doentes 

esquizofrénicos revelam a existência de neuroinflamação (29), ocorrendo maioritariamente pela 

activação da microglia, com consequente libertação de citocinas pró-inflamatórias. Fármacos 

dopaminérgicos são eficientes no controlo da alucinação e outros sintomas positivos, no entanto 

revelam-se ineficazes no controlo dos negativos e do défice cognitivo. Contudo, a Minociclinam, 

agente anti-inflamatório tetracíclico, melhora os sintomas negativos e funções cognitivas em 

SCZ (30).  

O cérebro possui o seu próprio sistema imune, constituído por células da glia que se 

assemelham aos macrófagos no sistema imunitário periférico, sendo que os astrócitos também 

desempenham funções importantes, quer pró, quer anti-inflamatórias. Em caso de lesão 

neuronal ocorre libertação de proteínas pró-inflamatórios, como o factor de necrose tumoral α 

(TNF-α) e o interferão γ (IFN-γ), e a microglia torna-se reactiva, libertando citocinas inflamatórias 

(31), tais como a interleucina 1β (IL-1β), a interleucina 6 (IL-6), o IFN-γ, o  ligando da quimiocina 

1 (CCL1) e a ciclo-oxigenase 2 (COX 2). Estudos post-mortem mostram alterações na estrutura 

das células da glia (32), com um aumento considerável do número de microglia reactivas quando 

comparado com controlos (1,33). A libertação de IL-1β pela activação da microglia induz a 

activação de astrócitos que por sua vez produzem igualmente citocinas inflamatórias, tais como, 

o TNF-α e a IL-1β (34), bem como a proteína glial ácida fibrilar (GFAP) (35). A presença destas 

proteínas inflamatórias noutras células da glia, bem como a activação de cascatas de sinalização 

e das caspases, levam à ocorrência de lesão neuronal, conduzindo, por sua vez, à desregulação 

dos sistemas dopaminérgico e glutamatérgico. De igual modo, o aumento da função dos 

astrócitos aumenta a recaptação de glutamato, alterando a via metabólica que dá origem à 

glutamina. 

A activação das céulas imunitárias do SNC devido à doença poderá também activar 

sistemas inflamatórios periféricos no doente, activando o sistema imunitário. Alguns estudos 

mostram um aumento de IL-6 no plasma sanguíneo (36,37), bem como de IL-1β e TNF-α. 

Contudo esta relação entre a esquizofrenia e a inflamação periférica não se encontra totalmente 
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elucidada. Para melhor se compreender este efeito da inflamação, foi administrada uma terapia 

combinada com anti-inflamatórios não esteróides (NSAID), verificando-se uma diminuição 

acentuada dos sintomas da doença (38–40) em alguns casos, mas nenhuma alteração em outros. 

 

2.3.1 O Stress oxidativo e as espécies reactivas 

 

O sistema inato produz espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), 

contribuindo para a morte dos agentes patogénicos fagocitados. A activação de microglia, na 

presença de IL-6 e TNF- α, conduz à activação da produção de ROS que induzem mecanismos de 

apoptose celular.  

Uma outra via que promove o stress oxidativo (OS) na SCZ ocorre no metabolismo do 

glutamato ao activar os receptores de NMDA. Em circunstâncias não patológicas, o glutamato é 

recaptado pelos astrócitos e convertido em glutamina. No entanto, um maior do número de 

astrócitos activados conduz ao aumento do uptake de glutamato e a sua conversão em 

glutamina no sistema nervoso, aumentando o fluxo de cálcio que entra nos neurónios que 

promove a excitação e, consequentemente, a neurotransmissão. Estes mecanismos contribuem 

para uma desregulação e disfunção da sinapse, verificando a excitotoxicicidade nos neurónios, 

que caracteriza a esquizofrenia e os surtos psicóticos (41) 

Denes et al defendem que existe uma sequência de processos inflamatórios no SNC que 

estão presentes não só na esquizofrenia, mas em todas as doenças neurológicas que envolvem 

a neurodegeneração. Em primeiro lugar, temos a produção de citocinas pró-inflamatórias, com 

consequente activação da glia, libertando por sua vez citocinas inflamatórias que activam 

caspases e promovem a produção de espécies reactivas. Este processo inflamatório contínuo, 

sem resolução, promove falhas na integridade da barreira hematoencefálica (BBB), aumentando 

a sua permeabilidade. Ocorre a infiltração de células imunes periféricas, conduzindo 

posteriormente à morte celular dos neurónios (42). 

 

2.4 Inflamação periférica e a Esquizofrenia 

 

A possível associação entre a SCZ e o sistema imunitário foi proposta há mais de um século 

atrás, e é suportado por diversos estudos epidemiológicos e genéticos que apontam para a 

ligação entre a infecção e a inflamação, sugerindo a hipótese do envolvimento de processos 

inflamatórios como pontos-chaves para a fisiopatologia (43). Contrariamente à tradicional 

forma de encarar o SNC como um órgão imunopreviligiado, protegido pelo sistema periférico, 
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estudos nos últimos vinte anos notaram uma interacção complexa entre o sistema imune, a 

inflamação sistémica e o cérebro, que conduzem a alterações de humor, cognição e 

comportamento. 

Como vimos até agora é evidente a existência de neuroinflamação, com uma elevada 

activação da microglia, produção de citocinas pró-inflamatórias e alterações nas via da 

quinureninas que, consequentemente alteram a neurotransmissão das vias glutamatérgicas e 

dopaminérgicas. Contudo, existe uma rede de comunicação entre várias células do SNC, a 

barreira hematoencefálica e a periferia (44). Esta comunicação é efectuada através de uma 

família de mediadores que são finamente regulados: catecolaminas, quimiocinas, citocinas, 

prostaglandinas e factores tróficos, que têm como funções reconhecer, inibir e amplificar 

diferentes sinais em todas as direcções.  

Em casos de inflamação ocorrem processos neurodegenerativos, conduzindo a uma 

desregulação das funções cerebrais importantes tais como o equilíbrio da transmissão inibitória 

e excitatória, stress, plasticidade sináptica e apoptose (45). Estes processos poderão estar na 

origem de diversas doenças psiquiátricas, nomeadamente a SQZ. Hanson and Guttesman em 

2005 verificaram que existe um aumento da permeabilidade da BBB em doentes de SQZ, dando 

origem à entrada de mediadores inflamatórios da periferia e à sua saída (46). Torna-se evidente 

a existência de uma relação entre os processos inflamatórios que ocorrem no cérebro e a sua 

influência sobre o sistema imune periférico, e vice-versa. Ao determinar alterações periféricas, 

nomeadamente moleculares relacionadas com a inflamação em pessoas com alterações 

psicóticas poderão ser úteis para monitorização do percurso normal da doença, revelando de 

forma mais clara os seus processos fisiopatológicos.  

Vários estudos são levados a cabo de modo a compreender melhor a relação existente 

entre o SNC e o sistema periférico em patologias que ainda não se compreendem claramente. 

Na SCZ, ocorre o aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias no sangue (37), o aumento 

da expressão de genes inflamatórios em monócitos (47,48), bem como, alterações nas funções 

de alguns linfócitos T (49). As citocinas plasmáticas na SCZ tem sido associadas a determinados 

sintomas clínicos, tais como o défice cognitivo, a perda de volume cerebral (50,51) e sintomas 

negativos (52–54). Harris et al 2012, comparou as mesmas citocinas que se encontravam no 

plasma e no tecido nervoso post mortem, quer em controlos, quer em SCZ, encontrando as 

mesmas alterações, mostrando a possibilidade de existirem biomarcadores periféricos (55).   

Durante a adolescência e na fase jovem adulto, o neurodesenvolvimento passa por 

diversos processos de maturação, tais como a mielinazação das fibras dos axónios, bem como 

de outras estruturas centrais dos diferentes neurónios das várias vias. Desta forma, uma 

activação prematura do sistema imune causa a activação da microglia conduzindo a processos 
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inflamatórios no SNC (56,57). Dados epidemiológicos revelam a existência de uma relação entre 

uma infecção, “falhas” ou “activação” do sistema imune, e a SQZ. Noll, em 2004, verificou que 

uma mesma infecção ocorrida num grupo em estudo, originou em todos alterações de humor 

e, em determinados casos, disfunção cognitiva, tal como na SQZ (58). Menninger, em 1926, 

descreveu 200 casos de psicose após uma epidemia por uma infecção viral (59). A esquizofrenia 

é constantemente associada a um aumento da prevalência de várias infecções que incluem o 

vírus herpes (60,61) e parasitas intracelulares (62), e mesmo crianças com doenças atópicas tais 

como asma, equizemas, entre outras, apresentam sintomas psicóticos na adolescência (63). 

Tendo em conta os resultados até agora disponíveis verifica-se que a SCZ poderá estar 

associada a alterações nas componentes de comunicação entre o cérebro e o sistema imune 

periférico. As citocinas periféricas têm a capacidade de comunicar com o cérebro através de três 

vias: neuronal, hormonal e celular, que activam a microglia. Na via neuronal, as células do 

sistema imunitário inato reconhecem as PAMPs e libertam citocinas que activam os nervos 

vagos aferentes. O estímulo chega às projecções primárias e secundárias atingido o nucleus 

tractus solitarius e subsequentemente o núcleo hipotalâmico (64). Na via humoral, além das 

citocinas libertadas pelos monócitos, os órgãos circunventriculares (CVOs) dão acesso directo 

aos PAMPs, que induzem produção local de citocinas pró-inflamatórias pelas células da glia. 

Desta forma, teremos uma maior quantidade de citocinas a atingir o cérebro que na via neuronal 

(65). A via celular conduz à produção da proteína quimioatractante monocítica (MCP-1) pela 

célula da glia activada pelo TNF-α, responsável por atrair monócitos ao cérebro (66). Os 

monócitos uma vez no cérebro conduzem à libertação de proteínas pró inflamatórias, citocinas, 

quimiocinas e proteases. 

 

Figura 5 Vias de comunicação entre o sistema imune periférico e o SNC. 

(Psychopharmacology Review Springer, 1559-1573 [2015]) (125) 
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 Na figura 6 vemos um exemplo da interacção do sistema periférico com o SNC através 

de um macrófago, contribuindo dessa forma para a fisiopatologia da doença. A activação da 

enzima IDO por citocinas pro-inflamatórias (ex: IL-6) produzidas por células imunitárias 

periféricas (por exemplo macrófagos ou células dendríticas) conduzem à produção de 

quinurenina, que se converte em ácido quinurénico pelos astrócitos ou em ácido quinólico na 

microglia. Como vimos anteriormente, ambos têm efeitos negativos no SNC, promovendo a sua 

disfunção, stress oxidativo e, consequentemente, a sua neurodegeneração.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Relação entre a Inflamação patológica do SNC causada pela 

KYN produzida pelo macrófago, célula imune 

periférica.(Neuropsychopharmacology, 137-62 [2012]) (126) 
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3 Sistema Imunitário  

3.1 Resposta Imune 

 

A inflamação é um mecanismo biológico bastante complexo, sendo considerado um 

evento da imunidade inata com a finalidade de proteger o nosso organismo. Contudo, se o 

processo se tornar demasiado intenso (hiperactividade dos mediadores) ou se se prolongar 

(resolução ineficiente), torna-se prejudicial.  

O sistema imune é dividido em inato e adaptativo. A imunidade inata não possui 

especificidade na resposta imune, ocorrendo essencialmente a digestão de mircroorganismos e 

substâncias estranhas ao organismo. As principais células envolvidas nesta resposta são os 

monócitos/macrófagos, as células dendríticas, as células Natural Killer (NK) e os neutrófilos. Por 

outro lado, a imunidade adquirida é específica para um dado antigénio, envolvendo a formação 

de memória por parte das células que actuam neste tipo de resposta, os linfócitos B e T.  

No início de uma resposta imune por ocorrência de uma lesão no tecido ou infecção, os 

receptores PRRs (do inglês pattern recognition receptor; receptor de reconhecimento de 

padrões), das células da imunidade inata, tais como os “Toll like receptors” (TLRs), reconhecem 

pequenas moléculas, padrões moleculares, quer associados a patogénios, os PAMPs, quer 

associados a perigo (danger associated molecular patterns: DAMPs) (67). Após o 

reconhecimento destes sinais, as células libertam mediadores inflamatórios que recrutam 

leucócitos ao local da ocorrência da lesão, activando o sistema do complemento, dando início 

ao processo de inflamação aguda. Através do recrutamento de monócitos, que se diferenciam 

em macrófagos ao chegarem ao local da lesão, e de outros granulócitos polimorfonucleares, 

ocorre desgranulação e libertação de factores inflamatórios, assim como citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas pelas células imunes locais. Este processo conduz ao recrutamento 

de mais células ao local da inflamação.  

A ligação entre a imunidade inata e adquirida é efectuada pelas células dendríticas, as 

quais captam o antigénio e o levam até aos órgãos linfóides secundários onde podem 

desencadear respostas antigénio-específicas. A migração e maturação destas células é 

dependente de moléculas como as de Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC) de classe 

I e II, de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80 e CD86) e da produção de citocinas. Todas 

estas moléculas permitem uma óptima interacção entre as células dendríticas (CDs) e as células 

T auxiliares (Th) naive e T citotóxicas. Paralelamente à ocorrência e activação destes processos 

pró-inflamatórios, ocorre também a libertação de mediadores anti-inflamatórios. O balanço 

entre os processos anti e pró inflamatórios são cruciais para equilibrar a inflamação local aguda. 
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Após a apresentação de antigénios, os mediadores anti-inflamatórios aumentam, promovendo 

a libertação de outros mediadores que sinalizam a reparação e cicatrização dos tecidos (68). 

Contrariamente às células do sistema inato, os linfócitos reconhecem padrões 

específicos. Deste modo, ao ocorrer o recrutamento de mais linfócitos B e T aumentam a sua 

especificidade para reconhecer antigénios específicos da lesão ocorrida. Este processo pode 

ocorrer durante vários dias durante os quais a inflamação persiste. A ocorrência de inflamação 

durante mais de 6 semanas é designada de inflamação crónica, processo biológico em que os 

mecanismos de inflamação e reparação ocorrem em paralelo sem nenhum destes cessar (69). 

Na inflamação crónica não ocorre resolução da inflamação devido a uma falha no sistema anti-

inflamatório endógeno, permanecendo os mecanismos pró-inflamatórios e as células do sistema 

imune constantemente activados (70). 

3.2. Monócitos e Células Dendríticas 

 

Os monócitos e as células dendríticas são importantes constituintes da imunidade inata, 

desempenhando funções cruciais na activação do sistema imunitário. Estas células 

apresentadoras de antigénio, versáteis que, ao defenderem o organismo, regulam o processo 

inflamatório e induzem imunidade (71). 

Na medula óssea, os monócitos são leucócitos que derivam das células progenitoras 

mielo-monocíticas que dão origem a percursores como os monoblastos e os promonócitos. Esta 

população está presente em todos os vertebrados, constituindo cerca de 3% das células 

nucleadas da medula óssea e caracteriza-se pela sua capacidade fagocítica, produção de 

citocinas e apresentação de antigénios. A diferenciação e maturação ocorre entre 50 a 60 horas, 

permanecendo no sangue entre 8h-72h. Estão em maior quantidade no fígado e nos pulmões, 

sendo rapidamente mobilizados se necessário. Quando em circulação, os monócitos são 

recrutados aos locais de inflamação onde são activados, diferenciando-se em macrófagos. Estas 

células perdem as características de monócitos, tornam-se células de maiores dimensões, 

especialistas em fagocitar, e consequentemente na apresentação antigénica. Os 

monócitos/macrófagos são multifuncionais, desempenhando funções na homeostasia, resposta 

imune e reparação de tecidos, contribuem também para a angiogénese e arteriogénese (72) e 

expressam um transcriptoma muito diverso (73). Sob efeito de stress oue exercício físico o 

número de monócitos em circulação aumenta em poucos minutos, regressando ao nível basal 

de forma igualmente rápida. 
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Inicialmente, os monócitos eram identificados pela sua função e morfologia. 

Actualmente utilizam-se marcadores de superfície celular, de modo a identificar com maior 

precisão os monócitos e as suas diferentes subpopulações, como por exemplo, o CD14 (74). Mais 

recentemente, e com base na expressão diferencial de CD14 e CD16, é possível identificar, 

definir, enumerar e isolar diferentes populações de monócitos como mostra a figura 8. 

A maior população de monócitos, constituindo 90-95%, apresenta-se como CD16-, 

CD14high, produzem MCP-1/CCL 2 e expressam CCR2 (importante na migração), designando-se 

de monócitos clássicos. A população CD16+ CD14- é caracterizada pela expressão elevada de 

moléculas de MHC classe II e produção elevada de TNF-a quando activadas através de TLRs e 

são designadas de monócitos não-clássicos. Estes são mais pequenos em tamanho e 

complexidade, mobilizando-se facilmente. A terceira população de monócitos apresenta uma 

expressão intermédia de CD16+ e é CD14+ e são denominados de monócitos intermédios. Apesar 

de se encontrarem numa frequência baixa, esta subpopulação apresenta características únicas, 

expandindo em função da presença de algumas citocinas e em inflamação (75–77). Os 

monócitos não clássicos e os intermédios constituem cerca 5-10% da população de monócitos 

em condições não patológicas. Os monócitos CD16+ expandem durante infecções, doenças 

autoimunes e em determinados tumores, tais como do cólon, gástrico e mama (78). Estudos 

evidenciam a eficácia do CD16, sob activação por IFN-γ ou DAMPs, na mediação da actividade 

ADCC (citoxicidade celular dependente de anticorpos), contra uma grande variedade de células. 

A capacidade fagocítica é maior nos monócitos clássicos e nos intermédios (79).   

Existem, no entanto, outras populações de monócitos que vão surgindo, em diferentes 

estudos, estando uma delas relacionada com o receptor de alta afinidade para a IgE. O FcεRI é 

expresso constitutivamente em mastócitos, basófilos, células dendríticas plasmacitóides e 

Figura 7 Nomenclatura dos monócitos no sangue. As três subpopulações apresentam diferentes 

símbolos, representando receptores próprios dessas populações. O gancho azul representa o 

CD14; A bandeira laranja o CD16. (Blood Journal, vol 116, number 6, 74-78 [2010])(84) 
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células dendríticas mielóides, sendo capaz de se ligar à IgE. Quando formado o complexo FcεRI 

/IgE é activada uma série de cascatas de sinalização que resultam na libertação de mediadores 

inflamatórios, como a histamina. A expressão de FcεRI em monócitos foi primeiramente 

caracterizada numa pequena subpopulação CD2+ e CD16-, representando apenas 5% da 

população total de monócitos no sangue periférico (80). Estudos demonstraram que os 

monócitos CD2+ obtidos em cultura apresentavam características semelhantes às das CDs dos 

tecidos periféricos (81,82). Desta forma especula-se que a subpopulação de monócitos que 

expressa FcεRI sejam os precursores periféricos das DCs. As diferentes subpopulações de 

monócitos descritas estão representadas na figura 8, bem como as células dendríticas. 

 

As células dendríticas foram primeiramente descritas por Steinman and Cohn. Estas 

células fazem a ponte entre o sistema inato e adaptativo, sendo altamente imunogénicas sob 

condições inflamatórias.  À semelhança dos monócitos, as células dendríticas são células 

apresentadoras de antigénios profissionais, especializadas na sua captura, processamento e 

apresentação às células T, conduzindo a diferentes tipos de respostas imunes. Durante estes 

anos, foi discutido se estas células pertenciam à linhagem mielóide ou se faziam parte do 

sistema mononuclear fagocítico devido à sua heterogeneidade. As diversas subpopulações de 

DCs distinguem-se pelas suas propriedades funcionais e fenotípicas (83). São frequentemente 

descritas 3 subpopulações de células dendríticas: as plasmacitóides, que se caracterizam pela 

forte expressão de CD123+, possuindo uma grande capacidade de produção de IFN-em 

resposta a vírus, bem como de outras citocinas inflamatórias, e duas subpopulações mielóides: 

CD1c + e CD141+ já que ambas apresentam marcadores de linha mielóide, como o CD33 e CD13 

(84).  

A B 

Figura 8 Ilustração da estratégia utilizada na definição das diferentes populações de 

monócitos e células dendríticas em humanos, baseada na expressão relativa de CD16 e CD14 

em A e IgE e CD14. A azul temos as CDs; cor de rosa monócitos clássicos, laranja os monócitos 

não clássicos, a verde monócitos intermédios e a vermelho os monócitos com expressão de 

IgE. 
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3.3 Alterações funcionais e fenotípicas de Monócitos e células dendríticas em 

doenças do SNC e autoimunes 

 

A investigação de alterações no sistema imunitário em SCZ, apesar de existir há décadas, 

começou a ter maior interesse devido aos estudos recentes que indicam uma 

correlação/interação entre o sistema imunitário e o cérebro em diversas doenças mentais 

crónicas.  

Na doença de Parkinson, com base no transcriptoma, verificou-se que os monócitos 

apresentam uma predisposição para a inflamação, ocorrendo uma desregulação pró-

inflamatória nas diversas subpopulações. Funcionalmente, estes comportam-se de maneira 

diferente, apresentando, nomeadamente, alterações na sua função fagocítica. Sabendo que os 

macrófagos, derivados de monócitos no SNC são responsáveis pela resolução da 

neuroinflamação através da fagocitose de componentes celulares mortos, a redução da sua 

capacidade fagotocítica torna-se problemática, contribuindo para a fisiopatologia da doença. 

Num estudo efectuado, verificou-se que os monócitos se encontravam permanentemente 

activados, produzindo citocinas que contribuem para a inflamação verificada, sendo que, 

mesmo após estimulação, os mesmos respondem, tornando-se hiperactivados, contribuindo 

para uma maior severidade da doença (85). Ainda ao nível do SNC na doença de Alzheimer, 

ocorre um estado de inflamação intenso, levando a um aumento de citocinas quer no SNC quer 

a nível periférico. Também se verifica um aumento da população de monócitos no sangue 

periférico, em doentes, quando comparados com controlos, bem como da frequência destas 

Figura 9 Nomenclatura das células dendríticas no sangue. As três subpopulações apresentam 

diferentes símbolos, representando receptores próprios dessas populações. A verde o CD303; a azul 

o CD1c a vermelho o CD141. (BloodJournal, vol 116, number 6, 74-78 [2010])(84) 
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células a produzir citocinas, tais como, IL-6, IL-1β, IL-12 e TNF-α, reforçando a existência de um 

estado de inflamação crónica na doença (86). Estudos efectuados em esclerose múltipla 

revelaram um aumento da produção de IL-12 e IL-6 pelos monócitos do sangue periférico dos 

doentes, comparando com controlos, podendo desta forma contribuir para a perpetuação da 

inflamação verificada na EM (87). 
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4. Objectivos 

 

A pesquisa de biomarcadores periféricos em determinadas doenças torna-se uma 

ferramenta potente, de modo a potenciar a sua prevenção, antecipar o diagnóstico e melhorar 

a eficácia do tratamento. Existem evidências claras da desregulação do sistema imune periférico 

em doenças neurodegenerativas, que apesar de ainda não estar completamente documentada 

na esquizofrenia, parece também assumir um papel importante. A maioria dos estudos 

efectuados nesta doença, incidem sobre os mecanismos patológicos ao nível do SNC, sendo 

inegável a importância da microglia, dos astrócitos e dos neurónios, nomeadamente pela 

produção de citocinas.  

O principal objectivo desta tese é quantificar e analisar fenotípica e funcionalmente as 

diferentes subpopulações de monócitos (clássicos, intermédios, não clássicos e que expressam 

o FcεRI) e as populações de células dendríticas (mielóides e plasmacitóides), num grupo 

controlo, num grupo de doentes com esquizofrenia em fase aguda, após um episódio de surto 

psicótico, e numa fase inicial da doença (Psicose Aguda e Transitória), de modo a verificar se 

essas populações se encontram alteradas, podendo desta forma constituirem um bom alvo de 

estudo para a monitorização da evolução da doença.  
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5. Material e Métodos 

5.1 Grupos de estudo 

 

O objectivo do estudo consiste na caracterização de populações celulares do sangue 

periférico na doença de SCZ. Para tal, foram constituídos dois grupos de doentes no estudo. Um 

grupo de indivíduos em psicose aguda, após um surto psicótico, sem qualquer influência de 

tratamento e um grupo com psicose inicial (Aguda e Transitória), que corresponde aos mesmos 

doentes mas num segundo momento, sob influência de tratamento, nomeadamente 

antipsicóticos. Foi também constituído um grupo controlo (CTR), com uma média de idades 

semelhante aos doentes em estudo, mas sem evidência de processo inflamatório e sem história 

de doença auto-imune, alérgica e neoplásica, bem como, sujeitos a medicação que pudesse 

alterar as variáveis do estudo. A caracterização da doença foi efectuada segundo o ICD-10 

(International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problem 10th Revision, 

version 2016, Health Word Organization).  

 

Tabela 1 Características clínicas dos doentes no estudo e dos controlos 

 

 

 

 

 

 

 CTR 
(n=10) 

Média Desvio 
Padrão 

Surto 
Psicótico 

(n=17) 

Médi
a 

Desvio 
Padrão 

Psicose 
Inicial 
(n=6) 

 

Médi
a 

Desvio 
Padrão 

Género 
Feminino 
Masculino 

 
3 
7 

   
3 

14 

   
2 
4 

  

Idade  30 ±2  27 ±2  26 ±2 

Tratamento 

Antipsicóticos 

Risperidona 

Paliperidona 

Olanzapina 

Clozapina 

Estabilizador de Humor 

Valproato 

Benzodiazepina 

Lorazepam 

Diazepam 

Alprazolam 

       

6 

3 

2 

1 

1 

1 

1 

3 

1 

1 

1 
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5.2 Ética 

 

O estudo foi aprovado pelo Comité de Ética dos CHUC. Todos os participantes leram e 

assinaram o consentimento informado, tendo sido respeitados todos os princípios da 

“Declaração de Helsínquia”. 

5.3 Recolha das amostras 

 

A recolha das amostras foi assegurada pelo Hospital Universitário de Coimbra e pelo 

Hospital do Sobral Cid sob a coordenação da equipa do serviço de psiquiatria. 

Com o objectivo de estudar as células do sistema imune periférico foram recolhidos 

15mL de sangue a cada indivíduo, sendo que 9mL foram colocados num tubo de 

etilenodiaminotetracético dipotássio (K2E K2EDTA), e os restantes 6mL para um tubo de 

heparina-litio (LH). 

5.4 Citometria de Fluxo 

 

A citometria de fluxo é uma técnica capaz de analisar de forma rápida e eficiente 

múltiplos parâmetros em células individuais. Ao longo dos anos tornou-se numa ferramenta 

fundamental para o diagnóstico clínico, e bastante útil na investigação biomédica. 

A citometria de fluxo consiste na passagem de um feixe de luz por milhares de células 

por segundo, onde a luz emitida por cada célula é capturada. Os resultados obtidos são 

analisados por um software próprio, onde se determinam as diferentes características celulares: 

tamanho, complexidade e a expressão de diferentes proteínas na membrana, citoplasma ou no 

núcleo, entre outras.  

 

5.4.1 Quantificação das diferentes populações de monócitos e de células 

dendríticas 

 

Com o objectivo de quantificar e caracterizar fenotipicamente as diferentes populações 

de monócitos e células dendríticas do sangue periférico, efectuou-se a marcação directa, 

utilizando anticorpos monoclonais, de acordo com o seguinte procedimento. Pipetou-se 100μL 

de sangue periférico (aproximadamente 2x106 células). De seguida procedeu-se à incubação 

com os vários anticorpos monoclonais cujo volume e fluorescência usado se encontra descrito 

na tabela 2. Incubou-se 10 minutos à temperatura ambiente no escuro. Efectou-se a lise dos 
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eritrócitos com 2mL de FACS Lysing Solution, previamente diluída a 1:10 (Becton Dickinson 

Biosciences, U.S.A.) com água destilada. Centrifugou-se a 540xg durante 5minutos e decantou-

se o sobrenadante. Por fim adicionou-se 1 mL de PBS, um tampão fosfato salino, (GIBCO, U.S.A.), 

previamente diluído a 1:10 em água destilada. Centrifugou-se a 540xg durante 5minutos. 

Decantou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se com 250μL de PBS (1x). Por fim adquiriram-se 

as amostras no citómetro de fluxo BD FACSCanto II (BD Bioscienses, San jose, CA. U.S.A.). 

 

Tabela 2 Combinação de anticorpos utilizados na marcação do tubo 1 de citometria e respectiva 

informação de fluorescência, clone e volume 

 

 

5.4.2 Quantificação da frequência de monócitos e células dendríticas 

produtoras de TNF-α e IL-6  

 

Para quantificar a frequência de monócitos e células dendríticas produtoras de TNF-α e 

IL-6, bem como a quantidade dessas citocinas intracelulares, em doentes e controlos, efectuou-

se a activação in vitro com LPS ( do inglês lipopolysaccharide) e IFN-γ recombinante, segundo o 

seguinte procedimento. Efectou-se a diluição de 1/1 de 500 μL amostra de sangue periférico em 

500 μL de meio RPMI-1640. A esta solução pipetou-se Brefeldina A (10 μg/ml) (Sigma), a fim de 

prevenir a libertação de citocinas produzidas durante a cultura pelas células, estimulando com 

LPS (100 ng/ml) de Escherichia coli (serotype 055:B5, Sigma), e IFN-γ recombinante (100 U/ml, 

Promega, Madison, USA). Homogeneizando bem a amostra, colocou-se a incubar durante 6h, à 

temperatura de 37°C, 5% de CO2  

Após o período de incubação procedeu-se à análise imunofenotípica dos monócitos e 

mCDs activados. Efectuou-se a marcação directa, utilizando 2 combinações de 6 e 7 anticorpos 

monoclonais, de acordo com o seguinte procedimento. Pipetou-se 300μL da amostra 

(aproximadamente 3x106 células) para cada tubo de citometria. De seguida procedeu-se à 

incubação das amostras com os vários anticorpos monoclonais que reconhecem proteínas da 

 V450 

 

V500 

 

PE 

(Ficoeritrina) 

 

PE-cy 7 

(Ficoeritrina 

Cianina 7) 

APC 

(Aloficocianina) 

APC-H7 

(Aloficocianina 

H7) 

Tubo 1 

Clone 

Volume 

HLA-DR  

L243 

 2μL 

CD45  

2D1 

2μL 

IgE  

BE5 

2 μL 

CD16 

3G8 

 2 μL 

CD33  

P67.6 

2,5 μL 

CD14 

MϕP9 

 2,5 μL 
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membrana celular, cujo volume e fluorescência usado se encontra descrito na tabela 3. Incubou-

se 10 minutos à temperatura ambiente no escuro. Após a incubação, adicionou-se 1mL de PBS 

e centrifugou-se a 540xg durante 5minutos. Decantou-se o sobrenadante e efectuou-se a 

permeabilização e fixação da amostra, recorrendo à solução A e B, respectivamente, do Kit Fix 

and Perm Cell Permeabilization (Life Technologies Corp. frederick MD 21704, U.S.A.). Entre as 

duas soluções fez-se uma lavagem com 1mL de PBS, com posterior centrifugação 540xg durante 

5minutos e decantação. Após colocada a solução B, adicionaram-se os anticorpos monoclonais 

anti-TFN-α e IL-6 (sinalizados com * como sendo os anticorpos intracelulares na tabela 3), 

deixando a incubar durante 15 minutos. Por fim adicionou-se 1mL de PBS, centrifugou-se a 

540xg durante 5minutos e decantou-se o sobrenadante. Repetiu-se novamente este último 

passo e após a decantação do sobrenadante, ressuspendeu-se com 250μL de PBS (1x). Por fim 

adquiriram-se as amostras no citómetro de fluxo.  

 

Tabela 3 Combinação de anticorpos utilizados na marcação dos tubos 2 e 3 de citometria e respectiva informação 

de fluorescência, clone e volume. 

 
 

5.4.3 Aquisição de dados por citometria de fluxo e análise 

 

Aquisição de dados foi realizada no citómetro de fluxo, usando o software BD FACSDiva 

V8.0.1 (Becton Dickinson; 2016). Os eventos foram adquiridos até se esgotar a amostra. 

Para análise dos resultados obtidos por citometria de fluxo utilizou-se o software 

Infinicyt 1.7 ( Cytognos, Salamanca, Espanha). A produção de TNF-α  e IL-6 foi avaliada com base 

na frequência (%) de células positivas para estes anticorpos em cada subpopulação do estudo, 

e a sua respectiva expressão foi determinada pela Média de Intensidade de Fluorescência (MIF).  

 Durante a estimulação por LPS o CD16 é perdido, como já foi reportado noutros artigos 

(89,90)  desta forma a identificação das subpopulações de monócitos foi efectuada com base 

 V450 
 

V500 
 

PE 
(Ficoeritrina) 

 

PE-cy 7 
(Ficoeritrina Cianina 7) 
 

APC 
(Aloficocianina) 

 

APC-H7 
(Aloficocianina H7) 

 

FITC 
(Isotinocianato) 

Tubo 2 

Clone 

Volume 

HLA-DR 

L243 

2μL 

CD45  

2D1 

 2μL 

IgE  

BE5 

2 Μl 

CD16 

3G8 

 2 μL 

CD33  

P67.6 

2,5 μL 

CD14 

MϕP9 

 2,5 μL 

TNF-α * 

Mab11 

1,5 μL 

 

Tubo 3 

Clone 

Volume 

HLA-DR  

L243 

 2μL 

CD45 

 2D1 

 2μL 

IL-6* 

MФ2-6ª3 

 10 μL 

CD16 

3G8 

 2 μL 

CD33  

P67.6 

2,5 μL 

CD14 

MϕP9 

 2,5 μL 
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nos marcadores CD33, HLA-DR e CD14 e IgE, uma vez que estes se mantém intactos durante o 

período de estimulação. Utilizando os anticorpos CD16, CD14, CD33, HLA DR e CD45 é possível 

distinguir as populações de monócitos clássicos, não clássicos e intermédios, como mostra a 

figura apresentada em baixo (91). Por sua vez, o anticorpo IgE, permite distinguir a 

subpopulação de monócitos que expressam o seu receptor de alta afinidade FcεRI e as de células 

dendríticas mielóides (mCDs) e as células dendríticas plasmacitóides (pCDs). 

 

 

Os valores absolutos foram calculados utilizando uma dupla metodologia: citometria de 

fluxo e contador hematológico. 

5.4.4 Cell Sorting 

 

Para o cell sorting de monócitos por amostra foi seguido o seguinte procedimento. 

Pipetou-se 5mL de sangue periférico do tubo de heparina e lítio para um falcon de 50mL. De 

Figura 10 Estratégia para a identificação das diferentes subpopulações de monócitos e de 

células dendríticas mielóides. Os monócitos e as células dendríticas são selecionados a partir 

do gate do forward scatter (FSC), side scatter (SSC), CD33 e CD45 (a-c). No d temos o gate 

convencional que permite identificar as diferentes populações através da expressão de CD16 

e CD14. Após a activação o CD16 perde-se, pelo que se usa a combinação de CD33 com CD14 

de modo a distinguir os monócitos clássicos e não-clássicos (f). A população de intermédios 

por sua vez é mais difícil de identificar aquando da estimulação. A vermelho temos os 

monócitos não clássicos; verde os monócitos clássicos; azul os monócitos intermédios; rosa 

os monócitos IgE; amarelo em A,B e C e castanho escuro em D, E e F as células dendríticas 

mielóides. 
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seguida perfez-se o volume do falcon com a solução de NH₄Cl (Sigma, San Luis, Califórnia) para 

lise dos glóbulos vermelhos. Após 20 minutos de incubação, centrifugou-se a 540xg durante 

5minutos e recorrendo a uma pipeta de pasteur extraiu-se o sobrenadante, deixando o pellet 

no fundo do tubo para marcação com anticorpos. A incubação das amostras com os vários 

anticorpos monoclonais, cujo volume e fluorescência usado se encontra na tabela X, foi 

efectuada à temperatura ambiente no escuro durante 20 minutos. Por fim adicionou-se 50 mL 

de PBS, um tampão fosfato salino, (Phosphate Buffer Saline – PBS, pH=7.4, 10x, GIBCO, U.S.A.), 

previamente diluído a 1:10 em água destilada e centrifugou-se a 540xg durante 5minutos. 

Decantou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se com 250μL de PBS. Todos os anticorpos são da 

BD Bioscienses, San jose, CA. U.S.A; excepto IgE, da Exbio pharma, República Checa. 

Para o sorting de monócitos recorreu-se ao citómetro FACSAria II flow cytometer (BD), 

usando o software FACSDiva (BD Biosciences). 

 

Tabela 4 Anticorpos usados na análise para o cell sorting e a respectiva empresa, volume e 

fluorescência.  

 

 

 

 

 

 

 

Às populações purificadas foram adicionados 350μL de solução buffer RLT (RNeasy 

Micro Kit, Quiagen, Germany) e armazenadas a -20°C. 

5.5 Avaliação da expressão génica de BDNF e CCL11 

 

O gene de referência (Housekeeping) utilizado foi glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH), para os monócitos foi avaliada a expressão do gene BDNF e CCL11. Os 

conjuntos de primers que permitiram a expressão dos genes estão representados na Tabela 5.  

5.5.1 Extracção de mRNA e Transcrição Reversa 

 

Para a extração de mRNA total foi realizado o protocolo do RNeasy Micro Kit (Quiagen, 

Germany), seguindo as instruções do fabricante. Após a extracção a amostra foi armazenada a -

 V500 PE 

(Ficoeritrina) 

Tubo 1 

Clone 

Volume 

CD45  

2D1 

2μL 

CD33  

D3HL60.251 

10 μL 
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80°C. Por sua vez, a transcrição reversa do mRNA foi efectuada segundo o protocolo do KIT High-

Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, USA). 

 

 

5.5.2 PCR em tempo real 

 

A quantificação relativa da expressão génica por PCR em tempo real (qRT-PCR) foi 

realizada no Bio-Rad CFX Manager (CFX96 Real Time System C100 Thermal Cycler, California). 

Para as reações de qRT-PCR utilizou-se a Supermix SsoFastTM EvaGreen® (Bio-rad Laboratories, 

California), 300nM de primer e 2µL de amostra de cDN. A reação de qRT-PCR está representada 

na Tabela 6.  

Tabela 5 Conjunto de primers (Forward e Reverse) e temperaturas de annealing 

utilizadas para a expressão dos genes GAPDH, BDNF e CCL11 

 

 

Tabela 6 Perfil da reação de qRT-PCR utilizado para a expressão dos genes em estudo. 

 

Foram efectuadas diluições de uma mesma amostra de modo a obter uma curva de 

calibração para cada gene, retirando o valor do declive da recta, bem como a equação da 

reacção. A validação do processo foi garantida através de valores de eficiência semelhantes 

Gene Primers Temperatura  
de Annealing 

(ºC) 

GAPDH Forward  
5’AAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC3’ 

Reverse  
5’CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT3’ 

60 

BDNF Forward  
5’GATGCTGCAAACATGTCCATGA3’ 

Reverse 
5’TAATACTGTCACACACGCTCAGCTC’ 

62.2 

CCL11 Forward  
5’CCCTTCAGCGACTAGAGAGC3’ 

Reverse 
5’CTTGAAGATCACAGCTTTCTGGGG3’ 

58 

Etapa Ativação da 
polimerase  

PCR 

 
Aquecimento 

50 Ciclos 
Desnaturação Annealing/ 

Extensão 
Temperatura 95ºC 95ºC Dependente dos 

primers 
Tempo 2 Min. 15 Seg. 1 Min. 
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entre a expressão de gene GAPDH e os genes de interesse (BDNF e CCL11). Os resultados obtidos 

foram calculados usando o método de comparação de Ct (ΔΔCT). 

Estes dados foram usados para a análise dos resultados de PCR dos genes alvo nas 

amostras em questão.  

 
 

5.6 Análise Estatística 
 

Os resultados obtidos foram apresentados graficamente recorrendo ao software 

GraphPad Prism, Versão 6.0, e para as análises estatísticas descritivas e inferenciais foi utilizado 

o softaware de análise IBM SPSS Statistics, versão 23.0 (Statistical Package for Social Sciences 

IBM, Armonk, NY. USA). Para o estudo da IL-6 foram usadas apenas 15 amostras, pela existência 

de dois valores omissos nessa variável (11.8%), os quais foram substituídos pela respetiva média 

distribucional (num estudo de simulação este procedimento revelou-se adequado na presença 

de 10.% de valores omissos (92)). 

Quer nos resultados obtidos por citometria de fluxo, quer nos resultados obtidos pela 

expressão génica, a normalidade, para cada variável dependente, foi testada através do teste 

de Shapiro-Wilk, e para a homocedasticidade foi usado o teste de Levenne. Nem todas as 

amostras apresentam uma distribuição normal, contudo já se demonstrou que os testes 

paramétricos são bastantes robustos à violação destes pressupostos (5), tais como o teste de 

ANOVA. Desta forma, considerando a reduzida dimensão da amostra e algumas violações à 

distribuição normal da amostra (teste de Shapiro-Wilk, p<.059), foi efectuado o teste F de Fisher-

Snedecor através da opção Modelo Geral Linear no SPSS para obter a magnitude de efeito e a 

potência estatística observada do teste, e na ocorrência de heterocedasticidade (teste de 

Levenne p<0.05) , foi usada a ANOVA de Welch. Para as seis amostras emprelhadas foi efectuada 

uma análise posterior, utilizando o teste de Wilcoxon, a fim de comparar estes doentes nos dois 

momentos diferentes do estudo: surto psicótico (sem influência de tratamento) e na fase inicial 

da psicose inicial (sob tratamento de antipsicóticos). Os resultados com valores de ρ<0.05 foram 

considerados indicativos de diferenças estatisticamente significativas.  
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6 Resultados 

6.1 Avaliação da percentagem e valores absolutos das diferentes populações de 

monócitos e células dendríticas 

Procedeu-se à quantificação das diferentes populações de monócitos e células 

dendríticas do sangue periférico nos diferentes grupos em estudo. Avaliou-se a percentagem de 

cada população celular estudada relativa à celularidade global da amostra (dentro de todos os 

leucócitos); a percentagem de cada subpopulação de monócitos relativa à população total de 

monócitos, procedendo-se também à quantificação dos valores absolutos para todas as 

populações estudadas (número de células por microlitro de sangue periférico).  

Parece ocorrer uma diminuição da percentagem de monócitos não clássicos e um 

aumento dos monócitos com IgE ligada ao seu receptor de alta afinidade nos grupos de 

esquizofrenia, embora ambos sem significado estatístico. Ocorre um aumento estatisticamente 

significativo da frequência de células dendríticas plasmacitóides no grupo em psicose inicial e 

não se verificam alterações nas restantes células do estudo (Figura 11) 

Figura 11 Percentagem de monócitos clássicos (A); de monócitos intermédios, não clássicos e que 

expressam FcεR (B); de células dendríticas mielóides (C) e de células dendríticas plasmacitóides (D) do 

sangue periférico nos diferentes grupos de estudo. As diferenças estatisticamente significativas p<0.05 

são representadas por um *. 
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Nos valores absolutos, verificou-se um aumento estatisticamente significativo dos 

monócitos clássicos e intermédios nos doentes em surto psicótico e, ainda que não sejam 

estatisticamente significativos, observou-se um aumento dos monócitos com IgE ligada ao seu 

receptor de alta afinidade. De forma similar ao observado para a percentagem ocorre um 

aumento do valor absoluto das células dendríticas plasmacitóides no grupo psicose inicial, 

embora sem significado estatístico (Figura 12).  

 

 

À semelhança do que se tinha observado na percentagem em relação à celularidade 

global, os monócitos não clássicos apresentam uma diminuição da percentagem obtida dentro 

da população de monócitos totais (Figura 13), desta vez com significado estatístico entre os 

grupos controlo e psicose inicial.  

 

Figura 12 Valores absolutos (número de células por microlitro de sangue) de monócitos clássicos (A); 

monócitos intermédios, não clássicos e que expressam FcεR (B); células dendríticas mielóides (C) e 

células dendríticas plasmacitóides (D) nos diferentes grupos de estudo. As diferenças estatisticamente 

significativas p<0.05 são representadas por um *. 
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6.2 Expressão de HLA-DR 

 

Na expressão HLA-DR (dada pela MIF) verificou-se um aumento desta nas diferentes 

subpopulações de monócitos e nas células dendríticas plasmacitóides nos grupo de doentes em 

psicose incial, atingindo significado estatístico nos monócitos intermédios e não clássicos. 

Figura 13 Percentagem total das diferentes subopulações de monócitos: clássicos (A), intermédios, não 

clássicos e IgE (B) nos diferentes grupos em estudo. Os resultados estão expressos em percentagem 

total de células (%) relativamente à percentagem de monócitos  no sangue periférico. As diferenças 

estatisticamente significativas p<0.05 são representadas por um *. 

Figura 14 Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) de HLA-DR  pelas diferentes 

populações de monócitos, células dendríticas mielóides e células dendríticas 

plasmacitóides. Os resultados estão expressos em intensidade média de fluorescência. As 

diferenças estatisticamente significativas p<0.05 são representadas por um *. 



53 
 

De modo a compreender melhor os resultados da expressão de HLA-DR, verificámos a 

relação existente entre as amostras emparelhadas, entre o grupos de doentes em surto e o 

grupo de doentes em psicose inicial (sem estarem em surto) (n=5)  (Figura 115). De facto, 

observa-se um aumento da expressão de HLA-DR, nos doentes fora do surto, nos monócitos 

intermédios e não clássicos em 3 dos 5 dos casos estudados.  

 

6.3 Frequência de IgE ligada ao seu receptor de alta afinidade nos monócitos que 

expressam FcεRI, mCDs e pCDs 

 

Verifica-se um aumento estatisticamente significativo da expressão de IgE ligada ao seu 

receptor de alta afinidade em SCZ quando comparado com controlos (Figura 16), parecendo 

este ser mais acentuado no grupo em psicose inicial, nomeadamente nas células dendríticas 

mielóides. A Figura 17 mostra que esse aumento entre surto e não surto não ocorre em todos 

os doentes (n=6) . 

Figura 115 Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) de HLA-DR  pelas diferentes 

populações de monócitos, monócitos clássicos (A), monócitos intermédios (B), monócitos 

não clássicos (C), monócitos que expressam FcεRI (D) e células dendríticas mielóides (E), 

células dendríticas plasmacitóides (F)  expressos em percentagem de células, nas amostras 

emparelhadas entre o grupo de doentes em surto e o grupo de doentes com psicose inicial.  

As diferenças estatisticamente significativas p<0.05 são representadas por um *. 
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6.4 Quantificação da frequência de monócitos e células dendríticas produtoras de 

TNF-α ou IL-6 após activação in vitro 

 

Para quantificar a frequência de monócitos e células dendríticas produtoras de IL-6 ou 

TNF-α, bem como a quantidade dessas citocinas intracelulares ao nível de cada célula, em 

doentes e controlos, efectuou-se a activação in vitro com LPS e IFN-γ recombinante. 

 

 

Figura 17 Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) de IgE nos monócitos que expressam FcεRI (A), 

células dendríticas mielóides (B) e células dendríticas plasmacitóides (C)  expressos em percentagem 

de células, nas amostras emparelhadas entre o grupo de doentes em surto e o grupo de doentes com 

psicose inicial.  As diferenças estatisticamente significativas p<0.05 são representadas por um *. 

Figura 16 Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) de IgE pelas diferentes 

populações de monócitos, células dendríticas mielóides e células dendríticas 

plasmacitóides. Os resultados estão expressos em intensidade média de fluorescencia. 

As diferenças estatisticamente significativas p<0.05 são representadas por um *. 
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6.4.1 Avaliação da frequência de células produtoras de IL-6 e a quantidade de 
citocina produzida 

 

Verifica-se um aumento significativo na frequência de monócitos a produzir IL-6 nos 

monócitos não clássicos (Figura 18) nos doentes em surto psicótico. Também se parece verificar 

o aumento desta frequência nas células dendríticas mielóides, embora não seja estatisticamente 

significativo. De forma interessante essas frequências diminuem para valores próximos do grupo 

controlo quando os doentes se encontram fora do surto psicótico. Relativamente à quantidade 

de IL-6 por célula (dada pela média de intensidade de fluorescência), na Figura 19 , verificou-se 

em todas as populações celulares estudadas um aumento estatisticamente significativo da MIF 

no grupo de doentes em surto, quer quando comparado com o grupo controlo quer com o grupo 

psicose inicial 

 

 

 

 

Figura 18 Frequência de produção de IL-6  pelas diferentes populações de monócitos, monócitos 

clássicos (A), monócitos intermédios (B), monócitos não clássicos (C), e células dendríticas 

mielóides (D),  expressos em percentagem de células.  As diferenças estatisticamente 

significativas p<0.05 são representadas por um *. 
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No sentido de melhor documentar essa diminuição da frequência de células a produzir IL-

6 e da quantidade desta citocina observada quando os doentes não se encontravam em surto 

psicótico, procedeu-se à comparação dos resultados só nos doentes que tinham realizado o 

estudo na altura do surto e fora deste (N=5). Na Figura 20 verificou-se que em 4 dos 5 doentes 

ocorria uma diminuição da frequência de monócitos não clássicos a produzir IL-6 e uma 

diminuição da quantidade de IL-6 ao nível das células dendríticas mielóides nos 5 doentes 

estudados (Figura 21). 

 

Figura 19 Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) de IL-6  pelas diferentes 

populações de monócitos e células dendríticas mielóides. Os resultados estão 

expressos em intensidade média de fluorescência. As diferenças estatisticamente 

significativas p<0.05 são representadas por um *. 
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Figura 20  Frequência de produção de IL-6  pelas diferentes populações de monócitos, monócitos clássicos 

(A), monócitos intermédios (B), monócitos não clássicos (C), e células dendríticas mielóides (D),  

expressos em percentagem de células, nas amostras emparelhadas entre o grupo de doentes em surto e 

o grupo de doentes com psicose inicial. As diferenças estatisticamente significativas p<0.05 são 

representadas por um *. 

Figura 21 Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) de IL-6  pelas diferentes populações de 

monócitos, monócitos clássicos (A), monócitos intermédios (B), monócitos não clássicos (C), e células 

dendríticas mielóides (D),  expressos em percentagem de células, nas amostras emparelhadas entre 

o grupo de doentes em surto e o grupo de doentes com psicose inicial.  As diferenças estatisticamente 

significativas p<0.05 são representadas por um *. 
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 6.4.2 Quantificação da frequência de células produtoras de TNF-α e a 

quantidade de citocina produzida 

 

Os resultados demonstraram, apenas, um aumento estatisticamente significativo da 

frequência de células produtoras de TNF-α nos monócitos não clássicos no grupo de doentes em 

psicose inicial quando comparado com os doentes em surto, embora pareça ocorrer uma 

tendência semelhante para as células dendríticas mielóides (Figura 22). 

 

A quantidade de TNF-α por células está aumentada, no grupo de psicose inicial, em todas 

as subpopulações de monócitos, atingindo significado estatístico na população de monócitos 

não clássicos (Figura 23). Uma vez mais e no sentido de melhor documentar esse aumento da 

frequência de células a produzir TNF-α e da quantidade desta citocina observada quando os 

doentes não se encontravam em surto psicótico, procedeu-se à comparação dos resultados só 

nos doentes que tinham realizado o estudo na altura do surto e fora deste (N=6). De facto, 

observa-se um aumento da frequência de monócitos não clássicos e intermédios a produzir TNF- 

α quando os doentes se encontram fora do surto psicótico (Figura 24). Ao nível da quantidade 

de TNF- α por célula, observa-se uma tendência para o seu aumento em todas as subpopulações 

Figura 22 Frequência de produção de TNFα   pelas diferentes populações de monócitos e células 

dendríticas mielóides,  expressos em percentagem de células. As diferenças estatisticamente 

significativas p<0.05 são representadas por um *. 
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de monócitos quanto os doentes estão fora do surto psicótico em 4 dos 6 doentes estudados 

(Figura 25). 

 

Figura 24 Frequência de produção de TNFα  pelas diferentes populações de monócitos, monócitos clássicos 

(A), monócitos intermédios (B), monócitos não clássicos (C), monócitos que expressam FcεRI (D) e células 

dendríticas mielóides (E),  expressos em percentagem de células, nas amostras emparelhadas entre o 

grupo de doentes em surto e o grupo de doentes com psicose inicial.  As diferenças estatisticamente 

significativas p<0.05 são representadas por um *. 

 

Figura 23 Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) de TNFα pelas diferentes populações de 

monócitos e células dendríticas mielóides. Os resultados estão expressos em intensidade média de 

fluorescência. As diferenças estatisticamente significativas p<0.05 são representadas por um *. 
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6.5 Expressão Génica de BDNF e CCL11 em monócitos e células dendríticas 
isolados por cell sorting 

 

Na análise de expressão de CCL11 não se verificou nenhuma amplificação deste gene 

em qualquer um dos grupos em estudo. Contudo, verificaram-se 3 casos de amplificação do 

gene BDNF em surto psicótico, não se observando expressão deste gene nos grupos controlo e 

psicose inicial. 

 

Tabela 7 Tabela de Expressão relativa do gene BDNF 

 

 

 

 

 

 

 

 

BDNF Percentagem de casos que 
expressam o gene 

CTR 0% (0/10) 

Surto Psicótico 23% (3/13) 

Psicose Inicial 0 (0/6) 

Figura 25 Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) de TNFα  pelas diferentes populações de 

monócitos, monócitos clássicos (A), monócitos intermédios (B), monócitos não clássicos (C), monócitos 

que expressam FcεRI (D) e células dendríticas mielóides (E),  expressos em percentagem de células, nas 

amostras emparelhadas entre o grupo de doentes em surto e o grupo de doentes com psicose inicial.  

As diferenças estatisticamente significativas p<0.05 são representadas por um *. 
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7. Discussão 

Contrariamente à tradicional forma de encarar o SNC como um órgão imunopreviligiado, 

protegido pelo sistema periférico, estudos nos últimos 20 anos notaram uma interacção 

complexa entre o sistema imune, inflamação sistémica e o cérebro, que conduzem a mudanças 

de humor, cognição e comportamento. A evidência de alterações no sistema imune periférico 

na SCZ parece clara, no entanto, os mecanismos envolvidos na interacção entre o SNC e a 

periferia mantém-se por elucidar. Estudos anteriores associaram a doença a polimorfismos em 

genes com funções imunitárias importantes (47,48), a infecções pré-natais que aumentam o 

risco de desenvolvimento da doença (56,57) e a alterações das concentrações de citocinas quer 

ao nível do SNC, do CSF e na periferia, bem como alterações das células do sistema imune em 

circulação. Em resumo, existem diversas vias que poderão estar na origem da doença, onde não 

existe apenas uma causa etiológica que seja responsável por todos os casos, o que pode explicar, 

pelo menos em parte, a elevada heterogeneidade da doença. 

A maioria dos estudos efectuados em SCZ incidem sobre os mecanismos patológicos ao 

nível do SNC, sendo inegável a importância da microglia, dos astrócitos e dos neurónios, 

nomeadamente pela produção de citocinas. Contudo, verificando-se o envolvimento do sistema 

periférico na fisiopatologia da doença, são necessários estudos ao nível das células do sistema 

imunitário, com maior incidência no sistema imunitário inato, como os monócitos, neutrófilos, 

macrófagos e células dendríticas já que são as células de primeira linha de defesa do organismo, 

aumentando o seu número de forma muito rápida bem como a sua capacidade de produção de 

citocinas.  

Com o objectivo de clarificar quais as alterações que ocorrem nas diferentes populações 

de monócitos (clássicos, intermédios, não clássicos e que expressam o FcεRI), das células 

dendríticas mielóides e nas células dendríticas plasmacitóides do sangue periférico de doentes 

disgnosticados com SCZ, quer em surto quer em psicose inicial, procedeu-se à quantificação e 

análise fenotípica e funcional dessas células, de modo a verificar se essas populações se 

encontram alteradas, podendo desta forma constituírem um bom alvo de estudo para a 

monitorização da evolução da doença.  

Parece ocorrer uma diminuição da percentagem de monócitos não clássicos e um 

aumento de monócitos com IgE ligada ao seu receptor de alta afinidade nos grupos de 

esquizofrenia. Ocorre, também, um aumento da frequência de células dendríticas 

plasmacitóides no grupo de psicose inicial. Relativamente aos valores absolutos ocorre um 

aumento dos monócitos clássicos em surto psicótico. O aumento dos monócitos em SCZ já foi 

descrito em alguns estudos embora não tenha sido efectuado o estudo ao nível das diferentes 
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populações de monócitos (9,10). Na doença de Parkinson, os monócitos encontram-se 

permanentemente activados, produzindo citocinas que contribuem para a inflamação verificada 

na doença, sendo que, mesmo após estimulação, os mesmos respondem, tornando-se 

hiperactivados, contribuindo para uma maior severidade da doença (85). Na doença de 

Alzheimer, ocorre um estado de inflamação intenso, levando também a um aumento de 

citocinas quer no SNC quer a nível periférico, verificando-se um aumento da população de 

monócitos no sangue periférico, em doentes, quando comparados com controlos, bem como da 

frequência destas células a produzir citocinas, tais como, IL-6, IL-1β, IL-12 e TNF-α, reforçando a 

existência de um estado de inflamação crónica na doença (86). 

A expressão de HLA-DR nos monócitos e nas células dendríticas tem como principal 

função nos monócitos auxiliá-los na apresentação de antigénios aos linfócitos T,  desencandeado 

respostas inflamatórias. Observou-se um aumento da expressão desta molécula nos monócitos 

intermédios e não clássicos no grupo de doentes com psicose inicial, comprovada quando se 

comparou os doentes que foram avaliados em surto e fora dele. Os monócitos intermédios são 

células que expressam elevados níveis de MHC classe II e produzem grandes quantidades de 

citocinas, nomeadamente o TNF-α. Sabe-se que a modulação da expressão de HLA-DR não é 

igual para as diferentes populações de monócitos aquando de uma inflamação sistémica. De 

facto, em casos de stress (trauma, cirurgias, hemorragias, outros) este receptor encontra-se 

diminuído em monócitos clássicos, não sendo essa diminuição tão acentuada nos monócitos não 

clássicos (93). Não existem estudos que mostrem a variação da expressão deste receptor em 

doenças psiquiátricas, no entanto, há evidências do aumento da expressão de HLA-DR em 

células da microglia no SNC, em doentes esquizofrénicos crónicos sob influência de tratamento 

(94). Desta forma, sugere-se que poderá haver uma relação idêntica entre os monócitos 

intermédios e não clássicos na expressão de HLA-DR em doentes na fase pós-surto, sob 

tratamento (grupo de psicose inicial). 

As citocinas são produzidas por vários tipos de células com o objectivo de regularem a 

proliferação e a diferenciação celular. Tanto a IL-6 como o TNF-α estão elevados em várias, se 

não em todas, as patologias onde ocorrem estados inflamatórios, havendo na actualidade 

terapêuticas com base em anticorpos monoclonais que regulam a atividade destas citocinas. 

Neste trabalho, estudámos a frequência das diferentes subpopulações de monócitos e células 

dendríticas mielóides produtoras de IL-6 e de TNF-α, bem como a quantidade de citocinas 

produzida por célula, após activação com LPS e IFN-γ, a fim de entender qual a sua envolvência 

no estado inflamatório descrito na doença de esquizofrenia. 

A IL-6 é maioritariamente reconhecida pela sua função pró-inflamatória ao estimular o 

sistema imunitário, no entanto, também é descrita como uma citocina anti-inflamatória ou 
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regenerativa. Os resultados evidenciaram um aumento significativo da frequência de monócitos 

não clássicos produtores de IL-6 nos nos doentes em surto psicótico, bem como um aumento da 

produção da citocina por célula na maioria das populações celulares estudadas. Por sua vez, na 

ausência de surto esses valores são similares aos observados no grupo controlo. Estudos 

demonstram que na ocorrência de um primeiro espisódio de surto os doentes encontram-se 

num estado pró-inflamatório, tendo sido descrito uma elevada concentração de IL-6 ao nível do 

plasma (95), não se verificando as mesmas alterações durante os períodos clínicos de 

estabilidade do doente (96,97). No entanto, estes resultados não são concordantes em todos os 

estudos, havendo alguns que reportam um aumento desta citocina na fase crónica da doença 

(98,99). O aumento dos níveis plasmáticos de IL-6, quer em surto quer em fase crónica, não 

explicam a sua origem, podendo ser produzida por várias células (100). Com intuito de 

compreender a origem dos elevados níveis desta citocina em doentes com esquizofrenia, Kayla, 

A. et al (2016) (101) verificou que nos casos em que a IL-6 estava aumentada, os níveis de 

expressão de mRNA nas células mononucleares do sangue periférico encontravam-se também 

aumentados nos doentes com esquizofrenia, sugerindo que estas poderão ser umas das 

principais fontes de IL-6 na doença, o que vai na mesma linha dos resultados observados nesta 

tese. Estes resultados sugerem que a frequência de células produtoras de IL-6 e a quantidade 

desta citocina por célula, poderão constituir-se bons biomarcadores periféricos para a detecção 

precoce de um episódio de surto da doença. 

O TNF-α tornou-se a citocina mais estudada na inflamação crónica, como as doenças 

autoimunes, e nas infecções bacterianas e virusais. Nos resultados obtidos observámos um 

aumento significativo da frequência de TNF-α em psicose incial apenas nos monócitos não 

clássicos, quando comparado com o surto psicótico. Já na quantidade de TNF-α por célula 

verificou-se um aumento em todas as subpopulações de monócitos, também em psicose inicial, 

atingindo significado estatístico nos monócitos não clássicos. Contrariamente ao que ocorre com 

a IL-6, que está aumentada nos doentes em surto, o TNF-α parece ter um aumento nos doentes 

em psicose inicial, os quais já se encontram sob efeito de antipsicóticos. Estudos anteriores 

revelam a existência de muita controvérsia na variação dos níveis de TNF-α em doentes de surto 

e doentes em fase crónica, em alguns estudos verificou-se uma diminuição (102), outros um 

aumento (103), e há casos onde os níveis se mantém inalterados (104-107). Muitas destas 

discrepâncias devem-se também ao tipo de material usado na investigação deste marcador, 

estudos utilizam amostra de CSF, outros de plasma e outros de sangue. Contudo, é comum para 

os vários estudos que na fase aguda da doença, em surto, ocorre um aumento no plasma dos 

níveis de TNF-α (96), mantendo-se estáveis mesmo já em fase de tratamento. Muitos destes 

estudos utilizam doentes em fase crónica, com mais de vinte anos de tratamento, verificando 
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estes níveis sob efeito de tratamento a longo prazo. Os nossos resultados demonstram um 

aumento da TNF-α fora do surto, e em psicose inicial, num estado de early stage sob efeito de 

antipsicóticos de meses, e não de anos.  

De forma interessante, quando se avaliaram os doentes nos quais tínhamos realizado o 

estudo na altura do surto e fora deste, verificámos que em dois dos seis doentes não se observou 

o aumento da quantidade de TNF-α por célula, mas sim uma diminuição. Ao avaliar os dados 

clínicos destes dois doentes verificou-se que ambos estão sob tratamento do antipsicótico 

Paliperidona, e que mais nenhum dos restantes se encontrava sob este tratamento, pelo que 

poderia ser interessante estudar dois grupos com psicose inicial com diferentes protocolos 

terapêuticos. Não existem ainda estudos que demonstrem a relação existente entre a 

paliperidona no efeito anti-inflamatório em doentes com esquizofrenia, nomeadamente ao nível 

da produção de citocinas. Contudo, um estudo demonstrou que a paliperidona previne a 

activação via Toll Like receptor 4 nas células da glia reduzindo, assim a produção de TNF-α no 

SNC, em ratinhos (108). Por sua vez, tanto para o antipsicótico clozapina (mais utilizado no 

tratamento de doentes com esquizofrenia) como para o haloperidol existem evidências da sua 

actividade imunossupressora (109). A frequência de células produtoras de TNF-α, bem como a 

quantidade desta citocina por célula, e contrariamente ao observado para a IL-6, não serão bons 

biomarcadores de ocorrência de surto psicótico, mas poderão vir a revelar-se de interesse na 

monitorização da inflamação crónica fora do surto psicótico.  

Relativamente aos resultados da expressão de IgE ligada ao seu receptor, observou-se 

um aumento da mesma nos monócitos que expressam o FcεRI, nas células dendríticas mielóides 

e nas células dendríticas plasmacitóides em ambos os grupos de SCZ. De facto, existem vários 

estudos que demostram um aumento da IgE sérica em esquizofrenia (114), explicando a 

observação de um aumento da IgE ligada aos receptores de alta afinidade dos monónitos e 

células dendríticas nos nossos resultados.  

A forma como o IgE se liga ao receptor de FcεRI na membrana das CDs e nas outras 

APC’s, como os monócitos, está associada a diferentes mecanismos activados por este receptor. 

Quando as DCs apresentam o antigénio processado às células T-naive, dá-se a activação de vias 

de sinalização pró-inflamatórias ou anti-inflamatórias (dependendo do microambiente de 

citocinas, dos tecidos onde residem e das células vizinhas), que culminam em ambos os casos 

na activação das células TCD4+ efectoras específicas para o antigénio, que podem ser do tipo 

Th2 tal como Sharquie et al. demonstraram no estudo (127). Um dos mecanismos que ocorre 

quando existe uma ligação cruzada do IgE ligado ao antigénio com o seu recprotr FceRI nas DCs, 

é a internalização do complexo IgE-antigénio-FceRI para lisossomas intracelulares, onde os 

antigénios são processados e expostos, sendo depois apresentados através de moléculas do 
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MHC II às células TCD4 + naive, culminando no desenvolvimento de células Th2 efectoras. 

Quando ocorre a formação do complexo FceRI-IgE com o antingénio ligado à IgE ocorre a 

internalização e digestão da mesma forma, apresentando-o através de moléculas do MHC II a 

células TCD4 + específicas para o antigénio, que após o seu reconhecimento entram em 

apoptose, resultando no desenvolvimento de tolerância imunitária (128). Por sua vez, quando 

não existe um antigénio associado à IgE em circulação que se liga ao seu receptor FceRI nas 

APC’s, estas desempenham a tarefa de remoção desta IgE extracelular através da incorporação 

do complexo FceRI-IgE internalizado em vesículas lisossomais, promovendo a sua degradação 

intracelular.  

 A população de monócitos que expressa FcεRI consiste em menos de 5% da população 

total de monócitos, acreditando-se que esta subpopulação pode diferenciar-se em DCs, 

adquirindo rapidamente características das mesmas, supondo assim que os mecanismos 

desencadeados pela ligação do IgE ao receptor FcεRI na presença de antigénio são idênticos. 

Adicionalmente, segundo o estudo de Pyle et al, no caso particular de monócitos que expressam 

FcεRI, a presença de elevadas concentrações séricas de IgE parece influenciar negativamente a 

função fagocítica destas células (129). Sabendo que os macrófagos, derivados de monócitos no 

SNC, são responsáveis pela resolução da neuroinflamação através da fagocitose de 

componentes celulares mortos, a redução da sua capacidade fagotocítica pode tornar-se 

problemática, podendo contribuir para a fisiopatologia da doença. Além disso, as concentrações 

séricas de IgE induzem nos monócitos um processo pró-inflamatório mediado através da 

expressão de citocinas inflamatórias, tais com a IL-6 e TNF-a. Os nossos resultados sugerem que 

a ligação de IgE ao seu receptor de alta afinidade nos monócitos e nas células dendríticas pode 

promover o aumento da inflamação periférica através da produção de diversos mediadores 

inflamatórios. 

O aumento de IgE encontra-se normalmente associado a uma resposta Th2 por parte 

das células T. De facto, existem estudos que associam a esquizofrenia a uma extensa actividade 

das células Th2 (113), ocorrendo o aumento destes linfócitos no sangue e o consequente 

aumento da produção de IgE (114). O desvio da resposta inflamatória para Th2 foi descrito em 

doentes com esquizofrenia, verificando-se um aumento das citocinas capazes de activar estas 

células, como a IL-6, principalmente em doentes que não respondem ao tratamento (115). A 

diminuição da resposta imune induzida por células Th1 foi descrita em esquizofrenia, com 

diminuição dos níveis das citocinas IL-2 e IFN-γ, o que poderá indicar o aumento da resposta 

imunitária mediada pelas Th2 observada em surto (116). Desta forma seria interessante 

quantificar o nível de citocinas no plasma produzidas pelas células Th2, como por exemplo a IL-

4 e IL-13. 
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 Relativamente à expressão génica de BDNF e CCL11, apenas se verificaram amplificações 

de BDNF em monócitos em três doentes no grupo de surto psicótico. O BDNF é uma neutrofina 

com um papel preponderante no desenvolvimento, regeneração, sobrevivência e manutenção 

dos neurónios no SNC (117), sendo o factor neurotrófico mais produzido no cérebro (118). 

Estudos referem que existe uma relação entre o BDNF e a esquizofrenia, podendo estar 

envolvido na fisiopatologia da doença. Tanto em doentes que ainda não iniciaram o tratamento 

(119), como após o início do tratamento (120), verifica-se uma redução dos níveis de BDNF. 

Contudo, esta neurotrofina não é apenas produzida no cérebro, mas também ao nível das 

células da periferia, como as células endoteliais, imunitárias, fibrolastos, entre outras, como 

efeito neuroprotector em resposta a sinais inflamatórios, de forma proporcional aos níveis no 

SNC (121).   

Têm sido descritos baixos níveis de BDNF no sangue periférico em SCZ, o que de alguma 

maneira pode explicar, pelo menos em parte, a ausência de expressão deste gene na maioria 

dos doentes e em todos os controlos. No entanto, verificámos que os monócitos e as células 

dendríticas mielóides parecem estar mais activados em SCZ (aumento de células produtoras de 

citocinas e quantidade de citocina por célula), pelo que se poderia esperar maiores níveis de 

detecção na expressão génica de BDNF. Uma possível explicação pode ser devido à grande parte 

dessas diferenças entre SCZ e o grupo controlo não terem sido observadas nos monócitos 

clássicos, representando estes, a grande maioria das células em estudo. Sendo assim, teria sido 

mais interessante separar todas as populações estudadas para estudo de expressão génica e 

não a globalidade de monócitos em conjunto com as células dendríticas mielóides.  

Também, a produção de BDNF ao nível periférico é inversamente proporcional aos níveis 

de IL-6 e TNF-α (122), o que pode ajudar a explicar a ausência de expressão nestes doentes, uma 

vez que estas citocinas, IL-6 e o TNF-α se encontram aumentadas em SCZ. 

  A CCL11 ou eotaxina é uma quimiocina que se liga ao receptor CCR3 expresso em 

eosinófilos, mastócitos e células Th2 (122). Estudos indicam que ocorre um aumento dos níveis 

de CCL11 no plasma em esquizofrenia (123), que pode ativar as células Th2, que por 

consequência pode induzir um aumento de produção de IgE. Contudo, não se verificou 

amplificação deste gene para nenhum dos grupos em estudo, apesar de estar descrito na 

literatura que os monócitos produzem CCL11. Mais estudos deverão ser efectuados a fim de 

compreender que células são responsáveis pela sua produção em esquizofrenia, se essa 

quimiocina se encontra aumentada no plasma e a sua possível relação com o aumento de IgE 

verificado em SCZ.  

Existem algumas limitações neste estudo que podem influenciar a validação dos 

resultados, nomeadamente a sua significância estatística. A pequena dimensão da amostra não 
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garante a representação de toda a população de doentes em surto e em psicose inicial, não 

tendo sido selecionada de forma aleatória. Cerca de 70% dos doentes que iniciam um 

tratamento/seguimento de consultas após um primeiro surto, não regressam para uma próxima 

consulta, condicionando também o seu acompanhamento neste tipo de estudos explicando a 

redução do número de casos entre o surto psicótico (N=17) e a psicose inicial (N=6). Outra 

limitação passa pelo facto de terem sido apenas estudadas duas citocinas pró-inflamatórias 

(TNF-α e IL-6) e de não terem sido estudadas citocinas anti-inflamatórias, tal como a IL-10, que 

pudessem demonstrar a capacidade anti-inflamatória destes indivíduos antes e depois do início 

do tratamento. Também o estudo de genes pró-inflamatórios e anti-inflamatórios em monócitos 

do sangue periférico e em monócitos activados das diferentes populações poderia ajudar a 

esclarecer algumas evidências verificadas. Ao nível do plasma, a observação dos níveis de 

algumas citocinas/quimiocinas que possam relacionar os nossos resultados com uma via de 

sinalização, promovendo a integração da informarção, e esclarecer alguns mecanismos por onde 

poderá estar envolvida a fisiopatologia da doença.  
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8. Conclusão 
 

Durante o surto psicótico observou-se um aumento da frequência de monócitos não 

clássicos produtores de  IL-6, mas principalmente, um aumento da quantidade desta citocina 

por célula, em todas as subpopulações de monócitos e nas células dendríticas mielóides.De 

forma interessante, estas alterações desaparecem no grupo de doentes fora de surto, sugerindo 

que estas células poderão ser responsáveis pela produção de citocinas pró-inflamtórias e pelo 

estado de inflamação aguda que se verifica nesta fase da doença, podendo constituir-se como 

bons biomarcadores de monitorização/prevenção de um surto psicótico  

Pelo contrário, observou-se um aumento da frequência de monócitos não clássicos 

produtoes de TNF-, bem como da quantidade desta citocina ao nível destas células em doentes 

fora de surto, que associado ao aumento da expressão de HLA-DR, pode traduzir que estas 

células se encontrem activadas nesta fase da doença, assumindo um perfil de produção de 

citocinas pro-inflamatórias diferente do observado em surto (↓TNF-a/IL-6↑ versus ↑TNFa/IL-

6↓).  

Um outro achado relevante deste estudo foi o aumento da expressão da IgE ligado ao 

seu receptor de alta afinidade, traduzindo o aumento de IgE sérica nestes doentes, quer em 

surto quer fora dele, podendo estar associado ao fenótipo de activação observado nas células 

dendríticas mielóides nos doentes em surto. 

A pesquisa de respostas para as doenças psiquiátricas, como a SCZ, entra numa era de 

imunopsiquiatria que mudará o modo como olhamos para as doenças mentais nas quais as 

manifestações clínicas não se restrigem apenas a sintomas mentais, mas também a alterações 

ao nível celular e molecular na periferia. De uma forma global estes resultados, demonstram 

que ocorrem alterações fenotípicas e funcionais nos monócitos e células dendríticas na doença, 

salientando-se claramente os monócitos não clássicos, pelo que um estudo mais aprofundado 

destas células poderia ser um bom ponto de partida para uma melhor compreensão da 

esquizofrenia, constituindo bons biomarcadores de prevenção, diagnóstico e monitorização. 
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