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Rangel, SC. Análise da expressão de Retrovírus Endógenos Humanos em pacientes 

com transtorno bipolar e esquizofrenia [Dissertação]. São Paulo: Universidade Santo 

Amaro; 2023. 

RESUMO 

Introdução: Os retrovírus endógenos foram incorporados ao genoma humano 

durante os últimos milhões de anos por meio de interações destes elementos com 

células germinativas dos nossos ancestrais, e, neste caso, são denominados como 

Retrovirus Endógenos Humanos (HERVs). Os HERVs representam 8% do genoma 

humano e possuem diversos papeis na fisiologia humana, acredita-se que eles 

possam mediar a patogênese de algumas doenças, como as doenças 

neuropsiquiátricas. O transtorno bipolar (TB) e a esquizofrenia (ESQ) são transtornos 

mentais (TM) sem etiologia conhecida, que afeta pessoas no mundo todo. Acredita-

se que estas doenças estejam envolvidas a um perfil inflamatório caracterizado pelo 

aumento de citocinas pró-inflamatórias e há evidências de que possa existir uma 

relação entre a expressão de HERV e a inflamação. Objetivo: Avaliar o perfil de 

expressão de HERV-W-env e o perfil inflamatório em pacientes diagnosticados com 

transtorno bipolar e esquizofrenia. Método: Foram avaliados 48 pacientes 

diagnosticados com transtorno bipolar e esquizofrenia, além de 46 indivíduos para o 

grupo controle saudável. Duas amostras de sangue foram coletadas de cada 

voluntário, uma para a análise de expressão de HERV (RNAm por PCR) e outra para 

análise dos níveis de citocinas pró e anti-inflamatória. Resultados:  A expressão de 

HERV-W-env foi significativamente maior em pacientes com TM (p<0,01). O grupo 

ESQ exibiu maior expressão de HERV-W-env que controles (p<0,01). As proporções 

de TNF-α/IL-4 e TNF-α/IL-10 foram maiores em pacientes com TM, com 

concentrações mais baixas de IFN-γ/IL-10. Correlação positiva entre expressão 

HERV-W-env e razões TNF-α/IL-10 e IFN-γ/IL-10 (r=0,48 p<0,05 e r=0,46 p<0,05, 

respectivamente) e correlação negativa entre HERV-W-env expressão e IL-10 (r=-

0,47 p<0,05) foram encontradas em pacientes com TB. Conclusão: Esses achados 

sugerem uma possível ligação entre a expressão de HERV-W-env e a resposta 

inflamatória em pessoas com TB e ESQ e uma possível regulação deste perfil 

inflamatório em pacientes com TB. 

Palavras-chaves: Retrovírus Endógeno Humano, perfil inflamatório, transtorno 

mental.  
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Rangel, SC. Analysis of Human Endogenous Retrovirus expression in patients with 

bipolar disorder and schizophrenia [Dissertation]. São Paulo: Universidade Santo 

Amaro; 2023. 

ABSTRACT 

Introduction: Endogenous retroviruses have been incorporated into the human 

genome over the last million years through interactions between these elements and 

the germ cells of our ancestors, and in this case they are referred to as Human 

Endogenous Retroviruses (HERVs). HERVs represent 8% of the human genome and 

play various roles in human physiology, and it is believed that they may mediate the 

pathogenesis of some diseases, such as neuropsychiatric disorders. Bipolar disorder 

(BD) and schizophrenia (SQ) are mental disorders (MD) with no known etiology that 

affect people all over the world. These diseases are believed to be involved in an 

inflammatory profile characterized by an increase in pro-inflammatory cytokines and 

there is evidence that there may be a relationship between HERV expression and 

inflammation. Objective: To evaluate the expression profile of HERV-W-env and the 

inflammatory profile in patients diagnosed with bipolar disorder and schizophrenia. 

Method: 48 patients diagnosed with bipolar disorder and schizophrenia were 

evaluated, as well as 46 individuals for the healthy control group. Two blood samples 

were taken from each volunteer, one for analysis of HERV expression (mRNA by PCR) 

and the other for analysis of pro- and anti-inflammatory cytokine levels. Results:  
HERV-W-env expression was significantly higher in TM patients (p<0.01). The ESQ 

group exhibited higher HERV-W-env expression than controls (p<0.01). The 

proportions of TNF-α/IL-4 and TNF-α/IL-10 were higher in TM patients, with lower 

concentrations of IFN-γ/IL-10. Positive correlation between HERV-W-env expression 

and TNF-α/IL-10 and IFN-γ/IL-10 ratios (r=0.48 p<0.05 and r=0.46 p<0.05, 

respectively) and negative correlation between HERV-W-env expression and IL-10 (r=-

0.47 p<0.05) were found in TB patients. Conclusion: These findings suggest a 

possible link between HERV-W-env expression and the inflammatory response in 

people with TB and ESQ and a possible regulation of this inflammatory profile in TB 

patients. 

Keywords: Human Endogenous Retrovirus, inflammatory profile, mental disorder. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 Retrovírus Endógenos Humanos (HERVS) 

O genoma humano é composto por aproximadamente 3,0 bilhões de 

sequências de pares de bases, as quais cerca de 8% são derivadas de elementos 

retrovirais. Os Retrovírus Endógenos foram adquiridos durante os últimos milhões de 

anos por meio de um processo de integração viral de retrovírus exógenos, já extintos, 

nas células germinativas de nossos ancestrais, eles são descritos em todos os 

vertebrados. Quando se refere aos humanos, os Retrovírus Endógenos são 

denominados como Retrovírus Endógenos Humanos (HERVs).1,2 

 O processo de endogenização das diversas famílias de HERVs ocorreu em 

vários e diferentes momentos ao longo da evolução, o que proporcionou a fixação 

destes vírus no genoma em diversos momentos. Sua transmissão, inicialmente, 

ocorreu de diversas maneiras: de forma horizontal, como acontece em um vírus 

infeccioso através de contato direto ou indireto, por retrotransposição, ou seja, 

processos genéticos por quais segmentos de material genético (como sequências de 

DNA ou RNA) são copiados e inseridos em diferentes locais do genoma de um 

organismo, e transmissão hereditária, onde a herança de características genéticas 

são passadas dos progenitores para a prole. Para que ocorresse a sua perpetuação 

de forma endógena, posteriormente, a transmissão não ocorreu de maneira horizontal, 

e sim por via vertical de maneira mendeliana (transmissão hereditária) entre as 

gerações, conforme representação na Figura 1.3,4  

Figura 1 - Integração e transmissão retroviral endógena de primatas e humanos 
ao longo da evolução 

 

Fonte:5 
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Os retrovírus exógenos que deram origem aos HERVs podem ter infectado as 

células germinativas de primatas ou de outros ancestrais como alvo principal, ou 

infectaram esta população por acaso. Independente da origem de infecção desses 

diversos HERVs, a principal forma que favoreceu a endogenização desses vírus se 

deu em virtude da capacidade do ciclo de todos os retrovírus que dependem da 

inserção do genoma viral no genoma do hospedeiro como parte do seu ciclo 

replicativo.6 Esse processo de endogenização foi possível de ser demonstrado por 

meio de ensaios que utilizam ovos fertilizados e infectados com vírus de leucose 

aviária.7  

Mais de 30 famílias de ERVs já foram descritas e o nome de cada família 

considera o sítio de iniciação do primer onde começa a transcrição reversa, um 

exemplo seria o HERV-W, já que é classificado dessa forma pois possui o triptofano 

no sítio de início.8 

Assim como os retrovírus exógenos, os HERVs possuem estrutura proviral 

típica e são classificados como retrovírus simples. Eles possuem duas regiões 

promotoras idênticas denominadas Long Terminal Repeats (LTRs) e uma sequência 

de quatro genes retrovirais básicos: gag, responsável pela codificação das proteínas 

da matriz estrutural (MA), capsídeo (CA) e nucleocapsídeo (NC); pro, responsável 

pelas enzimas envolvidas no ciclo de vida viral, a protease (PR); pol, responsável pela 

codificação das enzimas virais, a transcriptase reversa (RT) e integrase (IN) e env, 

responsável pela codificação das glicoproteínas da superfície do envelope viral (SU) 

e transmembrana (TM), (Figura 2).1,6,9  

Figura 2- Estrutura geral de um provírus HERV. 

 

Adaptado fonte: 6 
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Eles pertencem aos elementos transponíveis (TEs) de classe I do nosso 

genoma, e são conhecidos como retrotransposons, sendo caracterizados por um ciclo 

de transposição que envolve uma etapa de transcrição para RNA e a transcrição 

reversa desse RNA em DNA, sendo inserido em uma nova posição no genoma e 

podendo interagir com fatores celulares. Devido a eventos mutacionais, 

recombinações e deleções durante a evolução, a maioria destes elementos 

encontram-se de forma incompleta ou possuem mutações deletérias, tornando-os 

incapazes de replicar de maneira infectiva, contudo, o vírion ainda pode ser formado 

por meio da expressão independente de suas proteínas virais oriundas de seus genes 

localizados em regiões distintas do genoma humano podendo influenciar certos 

controles genéticos do hospedeiro.7,10 

No entanto, não se conhece o potencial infeccioso dessas partículas virais e 

em virtude da presença no genoma humano e expressão de suas proteínas, é 

esperado que, de fato, esses HERVs possam, de alguma maneira, apresentar papéis 

reguladores em nosso genoma. Esses detalhes serão discutidos a seguir 7,11 

1.1.1 Papel dos HERVs na Fisiologia Humana 

Os HERVs podem atuar na fisiologia humana por ação direta das proteínas 

virais ou por ação promotora de suas LTRs, regulando assim genes adjacentes a ela. 

12 Essas ações serão detalhadas a seguir 

O HERV da família W (HERV-W) possui um papel central no processo de 

placentação, onde o gene envelope viral do HERV-W codifica a proteína Sincitina-1, 

que atua mediando a fusão de trofoblastos em sinciciotrofoblasto durante a formação 

embrionária, tornando-se essencial para a etapa da embriogênese humana. O 

sinciciotrofoblasto é fundamental para a facilitação de transferência de nutrientes, 

produção de hormônios e proteção do feto. O HERV-FRD também contribui na 

regulação negativa da imunidade humana contra o feto, contribuindo para a prevenção 

de possível rejeição.1,4,13 Além disso, em consequência da sua ativação em atividade 

de reparo tecidual, dados indicam que a Sincitina-1 também está envolvida na 

estimulação da fusão celular de mioblastos, onde existe expressão do gene do 

envelope dos HERV, tornando possível a associação entre HERVs e reparo 

muscular.14,15 A atividade fusogênica do en do HERV-W (Sincitina-1) parece ser 
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dinâmica e mostra-se atualmente em outros aspectos também, como no caso da fusão 

de fagócitos mononucleares para formação dos osteoclastos.16 

Além da ação fusogênica da Sincitina-1, as LTRs de HERV também podem 

regular a expressão de vários genes (amilase, endotelina-b, pleiotrofina, 

apolipoproteína-C1), por exemplo, as LTRs de HERV-E, atuam como um 

intensificador para o gene da amilase humana. 17 

A expressão dos HERVs pode, mesmo que indiretamente, interferir 

positivamente no controle de algumas doenças, como é o caso da imunodeficiência 

humana (HIV). Estudos anteriores apontam que linfócitos T CD4+ de indivíduos 

adultos infectados pelo HIV apresentam presença de peptídeos derivados de HERV, 

onde estimulam, resposta de linfócitos T CD8+ a antígenos de HERV, e essas 

respostas são ausentes em indivíduos saudáveis, ou seja, alguns linfócitos T 

específicos para HERVs, conseguem eliminar as células infectadas pelo vírus do HIV 

de maneira indireta.18,19 

No entanto, estudos indicam que os HERVs também são frequentemente 

associados como possíveis agentes etiológicos ou mediadores da patogênese de 

doenças crônicas, autoimunes, câncer, doenças neurológicas e neuropsiquiátricas.1,10 

1.1.2 Os HERVs e seu papel na patogênese de doenças 

Muitos estudos indicam a relação entre a expressão de HERV e doenças 

autoimunes,20,21 pois acredita-se que estes retrovírus endógenos têm a capacidade 

de estimular uma resposta imune e induzir resposta a antígenos próprios, porém o 

mecanismo pelo qual isso pode ocorrer ainda não está totalmente esclarecido. Dentre 

os mecanismos propostos de autoimunidade, temos o mimetismo molecular. Este 

fenômeno é caracterizado quando existem regiões que apresentam alguma 

similaridade entre as moléculas de um patógeno com seu hospedeiro, o que poderia 

resultar em uma construção de resposta imune contra um antígeno do patógeno e 

consequentemente responder de forma cruzada contra um antígeno próprio, assim 

uma proteína de HERV pode ser responsável por ativar uma resposta autoimune.22 

O HERV-W foi identificado pela primeira vez em pesquisas com pessoas 

portadoras de Esclerose Múltipla (EM).1 A EM é uma doença autoimune do sistema 

nervoso central (SNC), é caracterizada pela lesão das bainhas de mielina, porém sua 
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etiologia não é totalmente compreendida.3,23 Outra doença estudada é a artrite 

reumatoide, que também possui etiologia desconhecida, porém apresenta um caráter 

auto-inflamatório das articulações sinoviais, demonstrada por perfil de resposta 

humoral e celular. Pesquisas demonstraram que pessoas portadoras da doença 

apresentaram anticorpos específicos contra proteínas de envelope de alguns HERVs.3  

De fato, estudos prévios que buscaram compreender a patogênese da EM 

revelaram que, existem sítios de similaridade entre a glicoproteína da mielina de 

oligodendrócito (MOG) e a proteína de HERV.24  Quando existe uma ativação anormal 

de alguns HERVs, acredita-se que possam existir efeitos pró-inflamatórios, 

ocasionando a desregulação do sistema imunológico e culminando na resposta 

autoimune.23,25  

De maneira semelhante, a transativação dos HERVs podem ser mediada por 

infecção por vírus exógenos, como vírus da gripe A, vírus da dengue, hepatite B e 

Epstein Barr, também podem desencadear a ativação dos HERVs.26 Outras 

alterações químicas e físicas também podem ativar os HERVs, como alguns 

medicamento e radiação por UV, respectivamente.4 Dessa forma, podemos concluir 

que diversos são os fatores que podem favorecer para que ocorra a expressão desses 

HERVs, e talvez, contribuir de maneira multifatorial para o desenvolvimento dessas 

doenças sem etiologia estabelecida. 

Os HERVs também podem ativar múltiplas vias sinalizadoras oncogênicas. A 

família de HERV-K pode contribuir para algumas doenças, como por exemplo, câncer 

de ovário, mama, próstata, melanoma e câncer de células germinativas.27–29 

 Além disso, os HERVs também podem estar relacionados com doenças 

neuropsiquiátricas, como descrito anteriormente. Estudos apontam que as doenças 

relacionadas a transtornos mentais graves possam ter um nível de expressão maior, 

principalmente da família de HERV-W.10,30 Os detalhes serão discutidos nos tópicos a 

seguir. 

1.2 Transtornos mentais  

Os transtornos mentais (TM) são as principais causas de incapacidade em todo 

o mundo, representando cerca de 37% dos anos de vida saudáveis perdidos por 

doenças.31 A atual classificação dos transtornos mentais de acordo com a American 
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Psychiatric Association (DSM-5, 2014) descreve estes em 21 grupos de transtornos. 

Uma metanálise com estudos internacionais realizado entre os anos de 1980 e 2019 

revelou que o número de casos de transtornos mentais em todo o mundo somente no 

ano de 2019 foi de 970 milhões, neste trabalho destacamos o transtorno bipolar (TB) 

e esquizofrenia (ESQ), (40 e 24 milhões respectivamente).32,33 

Estes transtornos não possuem etiologia definida e geralmente são 

multifatoriais, como por exemplo, genes e histórico familiar, estresse, experiências 

traumáticas, uso de álcool e drogas, exposição da mãe a vírus e produtos tóxicos 

durante a gravidez. Atinge diferentes tipos de pessoas, independente de idade, 

gênero, cultura ou classe social que estão inseridas.34 Nos países de baixa e média 

renda, aproximadamente de 76% a 85% das pessoas com transtornos mentais não 

recebem tratamento adequado, ou nenhum tipo de tratamento para o transtorno. A 

taxa dos transtornos mentais está crescendo com impactos significativos sobre a 

saúde e as consequências sociais e econômicas em todo o mundo. 31  

Dentro dos transtornos mentais, cada um irá se apresentar de uma forma, 

porém, geralmente estão associadas por uma série de pensamentos, percepções, 

emoções e comportamentos diferentes dos esperados, o que pode afetar as relações 

sociais com outras pessoas.33 O tratamento geralmente é feito por meio de uma 

abordagem complementar, entre a administração de fármacos, terapias 

comportamentais e psicoterapias. Estudos indicam que cerca de um terço dessas 

pessoas não respondem ao tratamento medicamentoso de uma maneira eficaz a 

longo prazo.33,35 

1.2.1 Transtorno bipolar 

O TB refere-se a um grupo de transtornos afetivos, caracterizado por episódios 

maníacos ou hipomaníacos, alternando com episódios depressivos recorrentes. Os 

episódios de mania se caracterizam por humores anormais e persistentemente 

elevados, expansivos ou irritáveis, com duração mínima de uma semana, com 

presença de três ou mais sintomas relacionados, como: autoestima elevada ou 

grandiosa, redução da necessidade de sono, indivíduo mais loquaz que o habitual, 

aceleração psicomotora, distraibilidade, agitação psicomotora e comportamento de 

risco. Já os episódios de hipomania são menos intensos que os da mania, por pelo 

menos quatro dias, deve haver três ou mais sintomas bem demarcados de humor 
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persistente elevado, irritado ou expansivo, não pode haver sintomas psicóticos e os 

sintomas não perturbam claramente o funcionamento profissional ou social, não 

havendo necessidade de hospitalização.33 O principal tratamento é o farmacológico, 

através de antipsicóticos, antidepressivos, de acordo com os episódios de humor de 

cada paciente.36 

1.2.2 Esquizofrenia 

A ESQ é um transtorno caracterizado por sintomas positivos (quando há 

sintomas de perda de contato com a realidade, como delírios e alucinações), sintomas 

negativos (quando há motivação prejudicada, redução na fala espontânea e 

retraimento socias) e comprometimento cognitivo (quando há comprometimento no 

processo de pensamentos). Os sintomas positivos tendem a regredir, enquanto os 

negativos e cognitivos tendem a ser crônicos. Pode ainda ser definida a partir de 

alterações de um ou mais dos cinco domínios, sendo eles: delírios, alucinações, 

pensamento (discurso) desorganizado, comportamento motor grosseiramente 

desorganizado ou anormal. Eles são definidos a partir de anormalidades em um ou 

mais dentre os cinco sintomas: delírios, alucinações, discurso desorganizado, 

comportamento grosseiramente desorganizado ou catatônico e sintomas negativos, 

devem estar presentes com duração significativa por, pelo menos, um mês.33 O 

tratamento consiste em grande parte na administração de medicamentos 

antipsicóticos que ajudam a controlar principalmente os sintomas positivos 

combinados com terapias psicóticas.37 

1.3 Resposta inflamatória desencadeada nos transtornos mentais 

O objetivo da resposta inflamatória é estabelecer a homeostase, sendo assim, 

o organismo produz mediadores pró e anti-inflamatórios que pode ser causada tanto 

por fatores exógenos, quanto por fatores endógenos. Durante uma resposta 

inflamatória, as células do sistema imunológico produzem citocinas, que são 

mediadores moleculares responsáveis pela comunicação com outras células do 

sistema imunológico. Estudos indicam que as vias de comunicação entre o sistema 

nervoso central e o periférico são de forma bidirecional, por meio da barreira 

hematoencefálica que pode desempenhar um papel na transmissão de sinais de 

citocinas, seja de forma diretamente por um transporte ativo ou indireta, através de 
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segundos mensageiros. Pesquisas sugerem que pessoas com diferentes tipos de 

transtornos mentais podem ter estas citocinas a nível sérico alterados.38,39 

As respostas inflamatórias crônicas podem ter consequências negativas para a 

saúde física e mental. No TB, é presente elementos pró inflamatórios de elevações 

centrais e periféricas. Podem apresentar algumas variações entre os estudos, mas, 

em geral, o paciente com TB demonstra maiores concentrações séricas de TNF-α, 

receptor 1 de TNF solúvel (sTNF-R1), IL-1β, IL-4, receptor solúvel de IL-2 (sIL- 2R) e 

receptor de IL-6 solúvel (sIL-6R) em comparação com controles saudáveis. A 

elevação nas citocinas pró-inflamatória, em específico a IL-6 durante as fases 

depressivas aumenta a probabilidade de uma transição subsequente para a mania. 

Na fase aguda, as células da micróglia atuam reduzindo danos neurais, porém em 

episódios repetidos de humor, como no transtorno bipolar, tornam essas células 

ativadas, tornando o equilíbrio homeostático sobrecarregado e propenso a um 

ambiente inflamatório constante.40 Evidências sugerem que os pacientes com TB 

apresentam um estado inflamatório crônico de baixo grau, podendo ser aprimorado 

durante episódios agudos de humor e em estados mais avançados da doença, 

podendo exacerbar outros mecanismos patológicos.41 

 Os pacientes com esquizofrenia também apresentam processos inflamatórios 

associados a marcadores pró-inflamatórios periféricos e centrais aumentados, genes 

codificadores do sistema imunológico e infecções associam-se a fatores de risco ao 

desenvolvimento da doença.42 Os fatores genéticos de riscos podem promover a 

inflamação associados por fatores ambientais de estresse e alterações do sistema 

imunológico. As alterações neuromediadoras descritas na esquizofrenia (dopamina, 

serotonina e glutamato) também são descritas na neuroinflamação de baixo grau e 

podem representar os desencadeantes do início dos sintomas da doença. A IL-6 é a 

citocina aumentada que apresenta mais constância em todas as fases da 

esquizofrenia, porém outras citocinas também se encontram em níveis alterados, por 

exemplo, a proteína C reativa, TNF-α e IFN- γ.43 Em um estudo com camundongos foi 

administrado injeção, eles concluíram que altos níveis desta citocina na fêmea durante 

a gestação, causaram sintomas semelhantes à esquizofrenia na prole durante a vida 

adulta, esses sintomas puderam ser revertidos por anticorpos anti-IL-6.44 

 Embora nem todos os indivíduos descritos com os transtornos mentais 

apresentem marcadores da inflamação elevados, é notável que os processos 
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inflamatórios podem contribuir para a etiologia destes transtornos e afetar os padrões 

de respostas aos tratamentos, muitos fármacos anti-inflamatórios têm sido estudados 

para auxiliar nos tratamentos medicamentosos destes transtornos e apresentam 

resultados promissores. Como a barreira hematoencefálica regula o transporte de 

micro e macromoléculas entre o sangue periférico e o SNC, a ruptura desta barreira 

fica associada com condições inflamatórias cerebrais. O papel crescente da 

inflamação e do estresse oxidativo na fisiopatologia dos transtornos mentais pode 

indicar esta associação da ruptura da barreira hematoencefálica com a diminuição da 

proteção do SNC, aumentando a permeabilidade para as citocinas pró-inflamatórias 

do sangue periférico para o cérebro.45,46 

1.4 HERV e transtornos mentais 

Não existem muitos estudos indicando a contribuição desses elementos 

transponíveis para a etiologia dos transtornos mentais ou como parte de seu processo 

patogênico, porém há evidências sobre como a retrotransposição desempenha um 

papel importante na formação do mosaicismo somático que explica a especificação 

funcional das células cerebrais. Alguns estudos indicam que a expressão de algumas 

sequências de HERVs aparecem em pacientes com transtornos mentais, 

especialmente aqueles com esquizofrenia e transtorno bipolar. Respostas imuno-

inflamatórias têm sido associadas com esses tipos de manifestações assim como 

várias infecções exógenas virais podem afetar os riscos dos transtornos mentais.47 

Alguns estudos indicam que o HERV da família W pode estar associado com a 

esquizofrenia, pois seu nível de expressão encontra-se aumentado de forma 

significativa no sangue destes pacientes. A Sincitina-1 pode induzir inflamação com 

efeitos semelhantes aos dos superantígenos, ativando assim o sistema imune inato, 

estudos indicam que este fenômeno pode ativar uma cascata pró-inflamatória e 

autoimune. Outro estudo demonstrou que a proteína c reativa (PCR) pode ser ativada 

pela proteína viral Sincitina-1 o que poderia desencadear o aumento da PCR em 

células gliais em pacientes com esquizofrenia.48,49 A presença de proteínas de HERV-

W em amostras de soro de pacientes com esquizofrenia foi descrita por Perron et al. 

em um estudo onde 23 de 49 indivíduos com esquizofrenia apresentaram antigenemia 

positiva para proteína de envelope de HERV-W, contra o grupo controle saudável 

onde apenas 1 de 30 indivíduos foi positivo, esse dado indicam que talvez a Sincitina-

1 pode estar envolvida no processo de desenvolvimento da esquizofrenia.50 
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  Temos evidências que mostram uma expressão elevada desses retrovírus em 

pacientes com esses transtornos mentais. Além disso, aparentemente a expressão de 

HERV-W pode estar associada com uma redução da densidade neuronal de regiões 

de hipocampo e impacta na morfologia dendrítica dos neurônios de indivíduos com 

esquizofrenia.51 Esses dados apontam que possa haver uma ação direta dos 

retroelementos com alterações morfológicas neuronais de pacientes com transtornos 

mentais. Também, postula-se se há um papel inflamatório na manifestação dos 

quadros psiquiátricos caracterizado pelo aumento de citocinas pro-inflamatórias 

séricas nesses indivíduos. No entanto, não se sabe quais são os elementos que 

contribuem para esse aumento.  

Um estudo realizado com amostras de cérebro humano post mortem em 

pacientes com diagnósticos psiquiátricos (n=111) e controles saudáveis (n=55) 

analisou sequenciamento de RNA para investigar expressão global de HERV. Os 

resultados mostraram que os pacientes com esquizofrenia e transtorno bipolar 

expressaram de forma elevada mais genes de HERV-W em relação aos controles 

saudáveis.52 Alguns estudos já buscaram identificar a presença de HERV em soro de 

pacientes e em comparação com os grupos controles há um aumento na expressão 

de HERV-W em pacientes com esquizofrenia, também foram analisados em células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC), onde a expressão foi aumentada duas 

vezes em comparação com o controle. Acredita-se que a expressão de HERV-W está 

envolvida em cerca de 50% na patogênese dos pacientes com esquizofrenia e 

transtorno bipolar.53 

Os transtornos mentais apresentam um caráter inflamatório e acredita-se que 

a expressão dos HERVs possa estar relacionada com uma potencialização dessa 

resposta inflamatória. 1,45 De fato, o papel dos HERVs em doenças inflamatórias tem 

sido consideravelmente estudado, no entanto não há muitos dados na literatura que 

tentaram buscar se há associação entre as condições inflamatórias e a expressão 

desses HERVs nos transtornos psiquiátricos aqui mencionados. No entanto os dados 

pontuais de resposta humoral anti HERV, expressão elevada desses vírus e a 

condição inflamatória descrita nesses pacientes pode indicar um papel dos HERVs na 

patogênese desses transtornos mentais.  
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2 JUSTIFICATIVA 

Os transtornos mentais representam uma das principais causas de 

incapacidade em todo o mundo, responsáveis por aproximadamente 37% dos anos 

de vida saudável perdidos. As manifestações psiquiátricas apresentam uma série de 

pensamentos, percepções, emoções e comportamentos fora do padrão esperado, o 

que impacta de maneira significativa as relações sociais dos indivíduos, muitas vezes 

as atividades de vida diárias encontram-se comprometidas, o que demanda muitas 

vezes a atenção de cuidadores e familiares. 

 Apesar da importância desses transtornos mentais, as condições etiológicas e 

patogênicas das manifestações psiquiátricas ainda são pouco compreendidas. 

Embora os HERVs sejam estudados em outras doenças imunomediadas, vastas 

evidências apontarem para o possível papel etiológico dos HERVs com essas 

doenças. Ainda são poucos estudos que dedicaram esforços para estudar essa 

associação nas doenças psiquiátricas. Temos algumas evidências que mostram uma 

expressão elevada desses retrovírus em pacientes com esses transtornos mentais. 

Além disso, aparentemente a expressão de HERV-W pode estar associada com uma 

redução da densidade neuronal de regiões de hipocampo e impactar na morfologia 

dendrítica dos neurônios de indivíduos com esquizofrenia. Esses dados apontam que 

talvez possa haver uma ação direta dos retroelementos com alterações morfológicas 

neuronais de pacientes com transtornos mentais.  

Também, postula-se que haja um papel inflamatório na manifestação dos 

quadros psiquiátricos caracterizado pelo aumento de citocinas pro-inflamatórias 

séricas nesses indivíduos. No entanto, não se sabe quais são os elementos que 

contribuem para esse aumento.  

Nesse contexto, investigar a presença, níveis de expressão de HERV-W e 

estudar a concentração de citocinas pró e anti-inflamatória séricas desses pacientes 

poderá trazer dados importantes dessa associação ou correlação e quem sabe 

adicionar peças para compreender o papel desses retroelementos com a patogênese 

da doença, seja por aspecto direto, ou estimulando ou uma possível 

imunopatogenicidade em transtornos mentais de caráter inflamatório. Ainda, e talvez, 

os dados gerados nesta pesquisa também poderão servir como possíveis 

biomarcadores moleculares para os quadros e manifestações da doença. 
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3 OBJETIVOS 
3.1 Objetivo Geral 

Avaliar o perfil de expressão de HERV da família W em pacientes com 

diagnóstico de transtorno bipolar e esquizofrenia. 

3.2 Objetivo Específico 

- Determinar o perfil de concentração de citocinas pró inflamatórias e anti-

inflamatórias em indivíduos com transtorno bipolar, esquizofrenia e grupo 

controle. 

- Correlacionar o perfil de expressão de HERV-W-env com o perfil pró 

inflamatório e anti-inflamatório dos pacientes com transtorno bipolar, 

esquizofrenia e grupo controle.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

Trata-se de um estudo transversal do tipo caso-controle. 

4.1 Casuística 

Os pacientes selecionados para este estudo foram pacientes voluntários já 

diagnosticados com transtorno bipolar e esquizofrenia. Todos os pacientes recrutados 

foram previamente diagnosticados por psiquiatras e são acompanhados no 

ambulatório de psiquiatria da Universidade Santo Amaro – UNISA e Centro de Apoio 

de Atenção Psicossocial (CAPS Adulto III Capela Do Socorro) na região sul de São 

Paulo, durante o período de dezembro/2022 a julho/2023. 

Foram avaliados 94 indivíduos para a pesquisa, nos quais 48 apresentaram 

laudo confirmatório para estes transtornos e disponibilidade para participar da 

pesquisa, além de 46 voluntários, sendo eles colaboradores e estudantes da 

Universidade Santo Amaro (UNISA), sem diagnóstico de transtorno mental, que foram 

pareados por idade para composição do grupo controle (GC). Os pacientes foram 

separados por grupo de acordo com o diagnóstico respectivo do transtorno.  

Os critérios de inclusão para os pacientes voluntários foram: ter idade superior 

a 18 anos, manifestar livre vontade em participar da pesquisa e ter o laudo diagnóstico 

de transtorno mental. Os critérios de exclusão foram: pacientes que apresentaram 

incapacidades por motivos de saúde durante o estudo, doenças respiratórias no 

momento da coleta, doença autoimune ou histórico familiar de doença autoimune.  

Para os voluntários do grupo controle, os critérios de inclusão foram: ter idade 

superior a 18 anos, manifestar livre vontade em participar da pesquisa e não possuir 

laudo diagnóstico para transtornos mentais. Os critérios de exclusão foram: doenças 

respiratórias no momento da coleta, diagnóstico de doenças autoimunes e histórico 

familiar de doença autoimune, estes critérios de exclusão foram utilizados para ambos 

os grupos pois, a coleta sanguínea foi feita ainda em um período de pandemia, há 

estudos que relatam um aumento do nível de expressão para HERV na COVID-1954 

e nas doenças autoimunes.21 Doenças metabólicas não foram utilizadas como um 

critério de exclusão, pois poderiam estar presentes nos dois grupo, também não há 

relatos na literatura de uma relação com o nível de expressão de HERV. 
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O processo de recrutamento e os motivos da desistência encontram-se 

detalhados na Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foi elaborado um termo de consentimento livre e esclarecido – TCLE (ANEXO 

1), no qual o sujeito ficou ciente de todos os riscos e constrangimentos eventuais 

dessa pesquisa. Esse estudo fez parte de um projeto maior e esta pesquisa está 

aprovado no CEP da UNISA sob o parecer 5.469.700 

4.2 Caracterização da amostra 

Foi aplicado um questionário estruturado em 4 componentes para 

caracterização da amostra: (1) Informações gerais: sexo, profissão, número para 

contato; (2) Escolaridade: Ensino fundamental, ensino médio, ensino superior ou pós-

graduação; (3) Histórico de comorbidades: perguntas sobre a presença de doenças 

como hipertensão arterial, diabetes mellitus, distúrbios musculoesqueléticos, 

obesidade ou qualquer outra que estivesse sendo tratada; (4) Medicamentos: quais 

medicamentos para o transtorno mental ou outras doenças o indivíduo estava 

tomando. (ANEXO 2) 

Entre dezembro 2022 e julho 2023 
foram triados 151 pessoas. 

36 não se encaixavam nos critérios de 
inclusão: 

• 33 por possuir outros diagnósticos de 
transtorno mental; 

• 3 por possuírem doença autoimune. 

94 pessoas se encaixaram nos 
critérios de inclusão e participaram do 
estudo (48 pacientes; 46 controles). 

Figura 3 - Processo de recrutamento durante o estudo 

130 pessoas foram entrevistados. 
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4.3 Logística laboratorial 

Foram coletados 2 amostras de sangue de cada voluntário em um único 

momento do estudo. Sendo, 2 tubos com ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 

por ser o melhor anticoagulante para a preservação da morfologia celular, para 

obtenção de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e para a separação 

do plasma.  

As amostras obtidas foram encaminhadas para o laboratório de pesquisa da 

UNISA, URC – Unisa Research Center. Os tubos com EDTA foram centrifugados a 

1.500g e após o tempo de centrifugação, o plasma foi transferido para um microtubo 

e armazenado em -80ºC até a próxima etapa. 

4.4 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico 

Após a centrifugação descrita acima, o sangue foi transferido para tubos 

cônicos tipo Falcon® 15ml, devidamente identificados e acrescidos de Ficoll-Hypaque, 

densidade 1.077 ±0.001 g/ml (+20ºC), (Ficoll Paque Plus, GE Healthcare Bio-Sciences 

AB, Uppsala, Sweden) em proporção 1/1 e centrifugado a 800g, 22⁰C durante 20 

minutos, havendo a separação do PMBC por gradiente de concentração.  

Posteriormente, as células obtidas foram lavadas em PBS (phosphate buffered 

saline) em um novo tubo e submetidas a centrifugação 800g durante 8 minutos. Após 

o descarte do sobrenadante, adicionou durante 2 minutos, em temperatura ambiente, 

3 mL de cloreto de amônio para a lise de hemácias residuais. As células foram lavadas 

novamente com PBS e o sobrenadante foi descartado.  

Utilizando 1 ml de PBS o pellet foi ressuspendido e o material foi transferido 

para um microtubo, onde posteriormente foi centrifugação em 1.500g durante 8 

minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet seco foi armazenado em freezer -

80ºC até a realização das próximas etapas. 

4.5 Extração e purificação do RNA e PCR em tempo real 

As amostras foram submetidas a extração de RNA pelo método de 

Trizol/clorofórmio provenientes do PBMC armazenado. Para esta etapa, adicionou-se 

1000µL de Trizol ao pellet de PBMC, pipetando up/down até a dissolução total das 

células. Em seguida foi adicionado 200µL de clorofórmio a mistura, para ocorrer a 
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separação dos ácidos nucleicos e fase orgânica, que foram levadas ao vórtex por 10 

segundos, centrifugadas a ~10.000g durante 15min a 4°C.  

Em seguida, cerca de 500µL do sobrenadante (fase aquosa) foi transferida para 

um novo microtubo, a precipitação foi realizada adicionando 500µL de isopropanol 

absoluto armazenado em -20ºC, que foram levadas ao vórtex por 10 segundos e 

realizada uma nova centrifugação nos mesmos parâmetros. Foi descartado o 

sobrenadante e adicionado 1000µL de etanol gelado 75%, vórtex por 10 segundos, e 

centrifugado a ~10.000g pelo tempo de 10 minutos. Por fim, descartou-se o 

sobrenadante, o pellet de RNA foi secado a temperatura ambiente e resuspendido em 

40μl de água nuclease free. As amostras foram quantificadas em equipamento 

Nanodrop e armazenadas em freezer -80ºC até a etapa seguinte. 

Após a extração, as amostras foram submetidas à DNase, para remoção do 

DNA residual contido nas amostras, evitando sinal de falso positivo posteriormente no 

PCR em tempo real. Para esta etapa foi utilizado o kit Turbo DNA-free da Thermo 

Fisher Scientific.  

A preparação do mix foi feita de acordo com o número de amostras que iriam 

ser processadas e seguindo as instruções de uso do fabricante. Para isso, foi 

adicionado 10 µL desse mix em cada amostra e passado no vórtex durante 10 

segundos, em seguidas foram incubadas durante 30 minutos a 37ºC em banho seco. 

Após este período, foi adicionado 1 µL da enzima (tubo DNase) em cada amostra e 

incubada pelo mesmo tempo e temperatura. 

 Após o período da segunda incubação, foi adicionado 10 µL do inibidor de 

DNase e deixado em temperatura ambiente durante 5 minutos e as amostras foram 

passadas no vórtex, cerca de 3x durante este tempo. Em seguida as amostras foram 

para a etapa de centrifugação durante 3 minutos a 3.000g em 24ºC, foram feitas 

alíquotas de 40 µL e transferidas para novos microtubos e armazenadas em freezer -

80ºC até a etapa seguinte. 

A sintese do DNA complementar foi realizada através do protocolo de cDNA, 

utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription da Thermo Fisher Scientific. 

O mix foi preparado de acordo com o número de amostras e seguindo as instruções 

de uso do fabricante.  
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Após a montagem do mix, foram adicionados 10 µL dessa mistura as amostras 

e passadas no vórtex durante 10 segundos, em seguida as amostras foram 

submetidas ao termociclador, as etapas de temperaturas foram: 2 horas a 37ºC 

seguida de 5 minutos a 85ºC, após o tempo correspondente, as amostras foram 

armazenadas em freezer -80ºC até a etapa seguinte. 

O PCR em tempo real foi realizado utilizando o sistema de reação Sybr Green, 

kit FastStart SYBR GREEN Master da empresa Sigma-Aldrich, com primers 

complementares ao gene do envelope de HERV-W e como gene endógeno utilizamos 

o primer complementar ao gene endógeno de GAPDH. Os primers utilizados estão 

descritos na Tabela 1: 

Tabela 1: Primers que foram utilizados em ensaios de PCR em tempo real 55–57 

 

As condições de ciclagem para detecção do HERV-W-env e GAPDH foram: 

50ºC durante 2 minutos, 95ºC durante 10 minutos no Holding Stage, seguidos de 40 

ciclos de 95ºC durante 15 segundos e 60ºC durante 1 minuto, para o Cycling Stage, 

e uma etapa final foi adicionada para obter a curva de Melting com 95ºC durante 15 

segundos, 60ºC durante 1 minuto e 95ºC durante 15 segundos no Melting Curve 

Stage.  

A atividade transcricional do HERV foi avaliada de forma qualitativa (ausência 

ou presença) e de forma quantitativa (nível de expressão) através de quantificação 

relativa dos HERVs com relação ao GAPDH do grupo com transtorno mental e a 

relação dos HERVs com o GAPDH do grupo controle, esses dados foram expressos 

através do método de -2ΔΔCt, onde é possível calcular a diferença relativa na 

expressão entre eles. 

A descrição do volume e das concentrações dos reagentes e primers utilizados 

estão descritos na Tabela 2. 

 

 

 

Oligonucleotides Forward (Primer Senso)  Reverse (Primer Antissenso) 
HERV-W CCAATGCATCAGGTGGGTAAC GAGGTACCACAGACAAAAAATATTCCT 
GAPDH ACCCACTCCTCCACCTTTGAC TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT 
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Tabela 2: Volume e concentração dos reagentes utilizados nas reações de PCR 

Reagentes Concentração 
inicial 

Concentração 
final 

Volume 

SYBR Green 2x 1x 12,5 µL 
Água Ultrapura   7,5 µL 
Primer Ford 10pmol 3.2pmol 1 µL 
Primer Reverse 10pmol 3.2pmol 1 µL 
Amostra (RNA) ~50ng ~150ng 3 µL 
Volume Total   25 µL 

 

4.6 Quantificação de citocinas 

Para a quantificação das citocinas séricas, todas as amostras foram 

submetidas a um painel de citocinas, sendo elas: IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ e TNF-α eIL-

10, selecionadas por conveniência. O procedimento foi realizado através do método 

de ELISA utilizando kits comerciais da empresa Thermo Fisher Scientific (Waltham, 

Massachusetts, EUA), seguindo as orientações do fabricante. A detecção foi dada na 

densidade de onda (DO) de 450nm. Esse valor foi utilizado para determinar a 

concentração de cada analito (pg/mL), com base na curva padrão fornecida pelo kit. 

4.7 Análises estatísticas 

O número de amostra foi coletado por conveniência. Foram obtidos dados descritivos 

e, para a comparação das pontuações entre os diferentes grupos, foram utilizados 

testes paramétricos e não paramétricos de acordo com a distribuição normal dos 

dados. Os testes utilizados foram os seguintes: O teste de normalidade foi efetuado 

pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para analisar a 

expressão de HERV entre os grupos, o teste de Kruskal-Wallis para a análise da 

diferença de concentração de citocinas entre os grupos e o teste do coeficiente de 

Pearson para a análise de correlação. Todos os testes foram efetuados sob o 

pressuposto de uma probabilidade de erro de primeiro tipo (alfa) de 5%. 
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Dados demográficos dos indivíduos incluídos no estudo 

Foram entrevistados 130 pessoas e 94 foram incluídas no estudo, 24 no grupo 

de TB, 24 no grupo de ESQ e 46 no GC. Os dados sociodemográficos dos indivíduos 

incluídos no estudo encontra-se descritos na Tabela 3. 

Tabela 3: Dados demográficos dos pacientes incluídos no estudo  

 TB 
(n=24) 

ESQ 
(n=24) 

GC 
(n=46) 

Sexo F/M 21/03 07/17 43/03 
Idade 

(média +/- DP) 41 ± 13,1 42 ± 13,5 41,77 ± 7,2 

Etnia (n/%) 
Branco (9/37,5) 
Negro (5/20,84) 
Pardo (10/41,67) 

Branco (6/25) 
Negro (5/20,84) 
Pardo (13/54,17) 

Branco (18/39,13) 
Negro (6/13,04) 
Pardo (19/41,3) 
Oriental (3/6,52) 

Escolaridade 
(n/%) 

 
Ensino fundamental (5/20,84) 

Ensino médio (12/50) 
Ensino superior (6/25) 

Pós-graduação (1/4,17) 

Ensino fundamental 
(10/41,67) 

Ensino médio (8/33,34) 
Ensino superior (6/25) 

 
Ensino fundamental (3/6,52) 

Ensino médio (6/13,04) 
Ensino superior (20/43,47) 
Pós-graduação (17/36,96) 

 

Trabalha 
atualmente 

(n/%) 

Sim (10/41.6) 
Não (12/50) 

Não informado (2/8,34) 

Sim (01/4.1) 
Não (18/75) 

Não informado (5/20,84) 

Sim (43/93.5) 
Não (03/6.5) 

Medicamentos 
relacionados ao 

transtorno 
mental (n/%) 

Alprazolam (1/4.1) 
Biperideno (1/4.1) 

Carbamazepina (2/8.3) 
Carbonato de lítio (11/45.8) 

Clorpromazina (2/8.3) 
Diazepam (1/4.1) 
Fluoxetina (1/4.1) 
Haloperidol (1/4.1) 
Lurasidona (1/4.1) 
Pregabalina (1/4.1) 
Quetiapina (3/12.5) 
Rispiridona (8/33.3) 

Valproatro de sódio (9/37.5) 

Biperideno (4/16.6) 
Carbonato de lítio (2/8.3) 

Clonazepam (3/12.5) 
Fluoxetina (4/16.6) 

Clorpromazina (3/12.5) 
Clozapina (1/4.1) 

Haloperidol (3/12.5) 
Olanzapina (1/4.1) 
Rispiridona (7/29.1) 

Valproato de sódio (4/16.6) 
 

Não se aplica 

Possui outra 
doença (n/%) 

Não 66,67% (16) 
Hipertensão 25% (06) 

Dislipdemia 8,34% (02) 

Não 75% (18) 
Hipertensão 16,67% (04) 
Hipotensão 4,17% (01) 

Diatebes tipo 2 8,34% (02) 

Não 93,48% (43) 
Osteoporose 8,34% (02) 

Transtorno da 
esclerótica4,17% (01) 

Histórico de TM 
familiar (n/%) 

Sim 58,33% (14) 
Não 41,67% (10) 

Sim 45,33% (11) 
Não 54,16% (13) Não se aplica 

F/M: Feminino/Masculino; DP: Desvio-padrão; TB: Transtorno bipolar; ESQ: Esquizofrenia; 
GC: Grupo controle 
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Dentre os voluntários que participaram do grupo com TB, 21 eram mulheres, 

correspondendo a 87,5%, enquanto três eram homens, correspondendo a 12,5%, a 

idade média foi de 41 anos, cuja amplitude variou dos 19 aos 65 anos. Em relação a 

característica étnica dos participantes, nove se autodeclararam brancos, cinco negros 

e dez pardos, correspondendo a 37,5%, 20,84% e 41,67%, respectivamente. O maior 

grau de escolaridade foi de pós-graduação para uma pessoa, enquanto a metade 

estava no ensino médio (50%). Metade dos participantes deste grupo não trabalham 

atualmente e a análise de presença de outras comorbidades mostrou que a maioria 

das pessoas não apresentava nenhuma outra doença além do TM (66,67%) e apenas 

33,34% possuíam outras doenças, sendo elas: Hipertensão e Dislipdemia. Neste 

grupo 58,33% apresentam histórico familiar de TM, enquanto 41,37% disseram que 

não. Em média, os pacientes tiveram o diagnóstico aos 26 anos de idade (DP: 11,30) 

e estão com um diagnóstico médio há 15 anos (DP: 13,33). Em relação aos 

medicamentos, a maior porcentagem foi de 45,84% para o carbonato de lítio.  

No grupo ESQ, 17 participantes eram homens (70,8%) e sete eram mulheres 

(29,17%), a idade média foi de 42 anos, cuja amplitude variou dos 20 aos 62 anos. 

Em relação a característica étnica dos voluntários, seis se autodeclararam brancos, 

cinco negros e 13 pardos, correspondendo a 25%, 20,8% e 54,17%, respectivamente. 

O maior grau de escolaridade foi de ensino superior, porém a maioria 41,67% 

estudaram até o ensino fundamental. A maioria dos participantes não trabalham 

atualmente (75%) e a análise de presença de outras comorbidades mostrou que a 

maioria das pessoas não apresentava nenhuma outra doença além do TM (75%) e 

apenas 25% possuíram outras doenças, sendo elas: Hipertensão, Hipotensão e 

diabetes tipo 2. Neste grupo 45,33% apresentam histórico familiar de TM, enquanto 

54,16% não apresentaram. Em média os pacientes tiveram o diagnóstico aos 27 anos 

de idade (DP: 10,95), estão com um diagnóstico médio há 15 anos (DP: 10,29). Em 

relação aos medicamentos, a maior porcentagem foi de 29,17% fazem para o 

rispiridona. 

Dentre os voluntários que participaram do GC, 36 eram mulheres e três eram 

homens, correspondendo a 78,2% e 6,5% respectivamente, com idade média de 

41,77 anos, a variação está entre 29 e 62 anos. Em relação as características étnicas, 

18 se autodeclararam brancos, seis negros, 19 pardos e três orientais, 

correspondendo a 39,13%, 13,04%, 41,3% e 6,52%, respectivamente. A maioria 
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apresentou escolaridade com ensino superior (43,47%) e apenas 6,52% não 

trabalham atualmente. A análise de presença de outras comorbidades mostrou que, a 

maioria dos participantes não apresentavam nenhuma doença 93,485% e apenas 

6,52% apresentaram, sendo elas: Osteoporose, Transtorno da esclerótica. 

5.2 Análise de expressão de HERV-W-env 

Para a realização da quantificação relativa da expressão de HERV, foi realizado 

um ensaio de PCR em tempo real para o gene endógeno GAPDH e, todas as amostras 

apresentaram amplificação do gene. Todos os participantes do estudo apresentaram 

expressão para HERV-W-env, contudo, a expressão dos participantes com TM foi em 

média 3,5 vezes maior em relação a mediana do grupo controle, conforme mostra a 

Figura 4 (A), houve diferença significativa entre o GC e ESQ (p<0,01) enquanto GC e 

TB não apresentou diferença estatística (p=0,54). 

 

Figura 4 - Comparação do grupo GC com os grupos ESQ e TB para HERV-W-
env. A expressão de HERV-W-env em pessoas com TM revelou ser diferente 

quando comparada a indivíduos saudáveis(*p<0.01) (A). Houve diferença 
significativa entre o grupo ESQ e GC (*p<0,01) (B), teste Mann Whitney. 

  

 

 Pessoas que possuíam doenças metabólicas foram avaliadas separadamente 

entre os grupos (TB, ESQ e GC) e não foi possível observar diferença significativa 

TM GC

0

5

10

Expressão HERV-W

Fo
ld

  C
ha

ng
e

✱

ESQ TB GC

0

5

10

Expressão HERV-W

Fo
ld

  C
ha

ng
e

✱

A B



36 
 

comparado a quem nao tinha, também nao foi observado um padrão de fold change 

elevado entre estes participantes. 

 Também foi avaliado o nível de expressão de HERV-W-env de acordo com o 

tempo de diagnóstico da doença, conforme a Figura 5. 

 Figura 5- Nível de expressão de HERV-W-env em relação ao tempo de 
diagnósticos dos pacientes com TM. O nível de expressão de HERV-W-env 

mostrou não ter um padrão regular enquanto ao tempo de diagnóstico da doença.TB 
(p=0.87) ESQ (p=0.71) 

 

5.3 Análise da concentração de citocinas  

A quantificação de citocinas anti e pró-inflamatórias foi analisada no plasma de 

pacientes com TM e está descrito cada um deles na Figura 5. Através das análises é 

possível observar que os pacientes com TB apresentam maiores concentrações de 

TNF-α e IL-10 quando comparados ao GC, e de IL-2 quando comparados ao grupo 

ESQ. No grupo ESQ também se observa maiores concentrações de TNF-α e IL-10 

quando comparado ao GC. Curiosamente, o GC apresentou maior nível de 

concentração de IFN-γ do que os pacientes com ESQ. 
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Figura 6 - Panorama geral citocinas pró e anti-inflamatórias. Níveis séricos das 
citocinas IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 (C), IL-10 (D), TNF-α (E) e IFN-y (F) em pacientes 

com transtorno bipolar (TB), esquizofrenia (ESQ) e grupo controle (GC). Legenda: *= 
p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****p<0.0001, teste Mann Whitney. 

 

Além do panorama geral das citocinas, foi avaliada a razão de IL-6/IL-10, 

TNFα/IL-10, IFN-γ/IL-10, TNF-α/IL-4, IFN-γ/IL-4. A finalidade dessa análise é 

compreender como se dá a condição regulatória (entre citocinas pró inflamatórias e 

anti inflamatórias) desses indivíduos. Os dados obtidos através dessa análise permite 

observar o panorama da resposta inflamatória a fim de determinar o real status 

daquele indivíduo, conforme mostrado na Figura 3. É possível observar que, pacientes 

com TB e ESQ apresentaram maior razão de TNF-α/IL-4, TNF-α/IL-10 do que o GC, 

e menor razão para IFN-γ/IL-10. 



38 
 

 

Figura 7- Razão entre citocinas pró inflamatórias e anti-inflamatórias nos 
grupos ESQ, TB e GC. Razão entre as concentrações das citocinas pró-

inflamatórias IL-6 (A), TNF-α (B) e IFN-y (C) e da citocina anti-inflamatória IL-10 e 
razão entre as concentrações das citocinas pró-inflamatórias TNF-α (D), IFN-y (E) e 
a citocina anti-inflamatória IL-4 no plasma de pacientes com transtorno bipolar (TB), 

esquizofrenia (ESQ) e grupo controle (GC). Legenda: *= p<0.05, **=p<0.01, 
***=p<0.001, ****p<0.0001, teste Mann Whitney. 

 

5.4  Análise da correlação entre nível de expressão de HERV-W-env e 
citocinas 

Diante dos dados acima, uma análise adicional foi realizada com o intuito de 

identificar possíveis associações entre a atividade imunológica, demonstrada pelas 

citocinas, e a expressão de HERV-W-env.  

Apesar de não termos observada diferença estatística na expressão de 

HERVW-env para o grupo TB, pudemos observar diferenças significativas na 

correlação, conforme ilustrado na Figura 7. Os dados obtidos nesta análise 

demonstrou que, a concentração de IL-10 está negativamente correlacionada com o 

nível de expressão de HERV-W-env e as razões de TNF-α/IL-10 e IFN-γ/IL-10 está 

positivamente correlacionada com o nível de expressão de HERV-W-env. 
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Figura 8 - Correlação entre nível de expressão de HERV-W-env e citocinas para 
o grupo TB. Correlação entre IL-10 e HERV-W-env (A), correlação entre a razão de 

TNF-α/IL-10 com HERV-W-env (B), correlação entre a razão de IFN-γ/IL-10 com 
HERV-W-env (C). Teste Correlação de Pearson 
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6 DISCUSSÃO 

Os resultados do presente estudo fornecem evidências adicionais que apoiam 

o envolvimento da atividade alterada do HERV-W-env em TM. Houve uma expressão 

significantemente maior deste retroelemento quando comparada a indivíduos 

saudáveis. Embora todos os indivíduos do grupo controle tenham expressado HERV-

W-env, a maioria apresentou níveis basais de expressão, o que é esperado de toda 

população humana. 58 

Para o grupo ESQ, esse aumento representa 3,5 vezes mais que o GC 

(p<0,01), sendo consistente com associações previamente relatadas entre HERV-W-

env e ESQ, onde descrevem níveis mais elevados de expressão de HERV-W-env em 

pacientes com ESQ 59,60. Curiosamente, os pacientes com ESQ apresentaram 

concentrações mais elevadas de TNF-α do que o GC, mas esse achado não foi 

positivamente correlacionado com a expressão de HERV-W-env nem com as razões 

de citocinas pró e anti-inflamatórias (TNF-α/IL-10, IFN-γ/IL-10 e TNF-α/IL-4). Isto pode 

sugerir que a condição inflamatória, embora presente, pode não estar associada 

apenas à expressão do HERV-W-env, mas pode apresentar papéis patogênicos 

distintos na doença. 

Dado isso, achados anteriores apontam um envolvimento direto de 

modificações patológicas neuronais associadas à expressão de HERV-W-env , alguns 

desses achados devem ser destacados: indução de apoptose neuronal 61, 

anormalidades estruturais e funcionais em neurônios dopaminérgicos, estimulando 

substancialmente a produção de dopamina através do receptor de dopamina D2 

(DRD2) e alterando o influxo de sódio e cálcio, o que sugere um papel fundamental 

do HERV-W-env na fisiopatologia neuronal 62e reduzindo a densidade dos neurônios 

do hipocampo, alterando sua morfologia dendrítica e pericária.51 

Por outro lado, os pacientes do grupo TB não apresentaram diferença 

significativa na expressão de HERV-W-env em PBMC quando comparados ao GC 

(p=0,054), contrastando com achados anteriores que relatam níveis significantemente 

mais elevados de expressão de HERV-W-env em sangue de pacientes com TB 63, 

assim como já descritos sendo mais elevados em cérebro também52.  

Existem algumas hipóteses que podem explicar este achado, como por 

exemplo: todos os pacientes com TB estavam em condições eutímicas, o nível de 
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expressão poderia sofrer interferência negativa. Apesar de não existir evidências 

claras de que a expressão do HERV-W-env possa ser diferente de acordo com a 

manifestação clínica do TB, este dado pode variar mesmo que todos estivessem em 

condição eutímica, e embora não tenha sido encontrada diferença significativa, pode-

se observar uma tendência à significância (p=0,54) e talvez essa diferença possa ser 

encontrada em um grupo maior de pacientes com TB no estudo. 

Assim como no grupo ESQ, os níveis de concentração da citocina pró 

inflamatória TNF-α estava mais elevada em relação ao grupo controle e da citocina 

anti-inflamatória IL-10 estava menor em relação ao grupo controle. Curiosamente para 

este grupo (TB), obtivemos diferenças em relação a correlação de citocinas com o 

nível de expressão de HERV-W-env. Os pacientes com TB apresentaram correlação 

positiva entre a expressão de HERV-W-env e as razões TNF-α/IL-10, IFN-γ/IL-10 e 

correlação negativa entre a expressão de HERV-W-env com IL-10, o nível de 

concentração de TNF-α foi significativamente maior em pacientes com TB.  

Existem estudo que sugerem que pode existir alterações nas citocinas de 

acordo com o estado de humor dos pacientes que são acometidos pelo TB, 

principalmente no estado agudo da doença, mas aparentemente o nível de TNF-α não 

parece mudar independente do estado de humor.64,65 Nossos achados podem sugerir 

que o HERV-W-env tem potencial para ser esse mediador, mas esta hipótese requer 

uma investigação mais aprofundada, como por exemplo acompanhamento de 

pacientes no primeiro surto psicótico e ao longo dos próximos anos, antes e após 

tratamento medicamentoso, avaliar estado de humor com escalas de sintomas , um 

painel de citocinas anti e pró-inflamatórias e também o nível de expressão de HERV. 

Descobertas anteriores relatam que tanto os pacientes com ESQ, quanto com 

TB estão associados à desregulação da concentração sistêmica de citocinas. A 

principal hipótese é que esta condição inflamatória poderia interferir principalmente na 

permeabilidade das barreiras sanguíneas e cerebral. 64,66 O perfil pró-inflamatório está 

claramente presente nestes indivíduos, e isto está de acordo com achados 

anteriores.67–69  Embora o quadro inflamatório seja bem conhecido nestes pacientes, 

o que o desencadeia ainda não foi descoberto.70  

Embora a etiologia destes transtornos seja desconhecida, existem muitos 

fatores de riscos que podem contribuir para o desenvolvimento e até agravamento dos 
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quadros clínicos destes transtornos. Acredita-se que tanto na ESQ quanto no TB o 

perfil pró-inflamatório esteja presente e talvez em condição crônica, o que sugere que 

a modificação patológica no SNC pode começar muito antes do início da doença. 

Nesse sentido, a bagagem genética somada aos fatores ambientais fundamentais são 

necessários para desregular o equilíbrio do sistema imunológico.  

Para ambos os grupos houve uma diferença em relação ao sexo quando 

comparado ao GC. Não existe evidências na literatura que demonstre diferenças na 

prevalência entre homens e mulheres para ambas as doenças, porém embora estes 

transtornos seja igualmente comum entre homens e mulheres, a apresentação clínica 

pode ter algumas diferenças importantes. Mulheres com TB podem apresentar um 

padrão sazonal de perturbação de humor com mais frequência que os homens, isto 

pode ocorrer devido a questões hormonais, como por exemplo, período pré-menstrual, 

gravidez e menopausa, neste estudo 87% dos voluntários foram do sexo feminino 

para o grupo TB. No grupo ESQ, a maioria dos voluntários foram do sexo masculino 

(70%), na literatura também não há diferença na prevalência entre os gêneros, porém, 

a apresentação clínica pode variar e apresentar casos mais atenuados em homens, o 

que poderia justificar a presença de mais homens neste grupo, uma vez que os locais 

onde foram realizadas as coletas recebiam pessoas, geralmente, em um quadro mais 

agravante da doença.71,72 

Embora não existam muitos estudos que demonstrem diferenças para o nível 

de expressão de HERV-W-env entre sexos, um estudo demonstrou o nível de 

expressão de HERV-W-env, elevado para mulheres com EM, neste estudo, o grupo 

com maior quantidade de mulheres (TB) não obtivemos diferenças estatística para o 

nível de expressão. Apesar de serem doenças diferentes e de a diferença entre sexos 

para o nível de expressão de HERV-W-env ainda não estarem bem estabelecida, não 

podemos descartar a possibilidade pequenas alterações devido a variedade de 

homens e mulheres entre os grupos.73   

A variação na faixa etária entre os grupos foi mínima, e a etnia predominante 

em todos os grupos foi a parda. Em relação ao grau de escolaridade, as pessoas que 

faziam parte do GC, a maioria apresentava grau de escolaridade de ensino superior e 

estavam em situação de emprego atual, certamente isso ocorre em virtude do local 

onde estes indivíduos foram recrutados, já para as pessoas com TM a escolaridade 

estava entre ensino fundamental e médio e em termos de situação de emprego atual, 
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destaca-se que a maioria dos participantes do grupo TM afirmaram desemprego, isso 

favorece o estigma de que pessoas que enfrentam problemas na saúde mental 

enfrenta maiores dificuldades, afetando aspectos de educação e emprego.74 

Quanto ao uso de medicamento, notou-se uma variabilidade entre os tipos de 

medicações entre os grupos dos pacientes com TM. Existem alguns estudos que 

demonstram um potencial destes medicamentos atuando nos níveis de concentração 

de citocinas destas doenças tanto na ativação inflamatória e anti-inflamatória, porém 

esta atividade não é comum para todos os medicamento e depende da dose que cada 

paciente está utilizando.75 Já para o nível de expressão de HERV, alguns 

medicamentos já foram estudados anteriormente, um estudo identificou que o 

valpoatro de sódio pode aumentar os níveis de expressão de HERV-W-em, porém 

neste estudo apenas 4 participantes estavam fazendo uso desta medicação no grupo 

que obtivemos diferenças estatísticas significantes nos resultados .76  

O papel do HERV-W ainda é pouco conhecido e não se pode afirmar que eles 

desempenham um papel etiológico para estes transtornos, no entanto, sabe-se que 

os HERVs podem estimular o perfil inflamatório tanto em condições fisiológicas como 

patológicas.5,77,78 Poucos estudos investigam a desregulação imunoinflamatória 

associada a retroelementos endógenos entre as doenças neuropsiquiátricas.  

Existem algumas limitações no estudo que devem ser brevemente descritas: 

nenhum dos participantes incluídos no estudo estava sob episódios clínicos de ESQ 

ou TB no momento da coleta sanguínea, o que pode subestimar o nível de expressão 

de HERV-W e a concentração de citocinas nesta pesquisa, todos os pacientes 

estavam expostos a diferentes tipos de medicamentos durante o momento da coleta 

sanguínea, o estilo de vida e tabagismo também podem influenciar os níveis séricos 

de citocinas circulantes nos pacientes e o diagnóstico muitas vezes não eram de forma 

isolada, desta forma, não foi possível estratificar em subgrupos e em relação a 

sintomatologia de cada um deles. 
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7 CONCLUSÃO  

Este estudo mostro que o nível de expressão de HERV-W-env é diferente para 

pessoas que apresentam TM e apesar do alto níveis de expressão de HERV-W-env 

em pacientes com ESQ, não parece estar associado a concentração de níveis de 

citocinas. Já os pacientes do grupo TB apresentam um papel distinto, onde a atividade 

de HERV-W-env pode estar modulando as condições inflamatórias destes pacientes, 

propondo um mecanismo distinto para entre estas doenças. 
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ANEXOS 

Anexo 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos voluntários do 
estudo 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO 

Título da pesquisa: TEMPO E PADRÃO DE ATIVIDADE FÍSICA E 
COMPORTAMENTO SEDENTÁRIO E SUA RELAÇÃO COM INDICADORES DE 
SAÚDE CARDIOVASCULAR EM PESSOAS COM TRANSTORNO BIPOLAR, 
DEPRESSÃO E ESQUIZOFRENIA 

O(a) senhor(a) está sendo convidado(a) a participar de forma livre e voluntária de uma 
pesquisa científica do Programa de Pós Graduação Mestrado em Ciências da Saúde 
da Universidade de Santo Amaro - UNISA, sendo os responsáveis a pesquisadora 
Tabatah Hellen Santos Gomes sob orientação do Prof. Dr. Lucas Melo Neves. 

A falta de movimento do seu corpo (inatividade física e comportamento sedentário) 
influencia diretamente o desenvolvimento de doenças cardiovasculares e pessoas 
acometidas de transtorno bipolar, depressão ou esquizofrenia, apresentam mais 
esses comportamentos quando comparadas com pessoas sem o diagnóstico. Assim 
possuem maior chance de desenvolverem doenças cardiovasculares. Nosso objetivo 
é quantificar em minutos e identificar como sua atividade física e comportamento 
sedentário são realizados e verificar indicadores doenças cardiovasculares. 

Caso queira participar, precisará apenas utilizar um pequeno equipamento 
(acelerômetro) ao lado direito de sua cintura por 7 dias consecutivos; o equipamento 
ficará preso em uma faixa elástica, como um cinto. Ele não interfere nas tarefas 
cotidianas, não faz barulho, não precisa estar em contato direto com a pele, não vibra 
e não causa dor. Deve ser utilizado 12 horas por dia ou mais, e retirado apenas para 
tomar banho e dormir. Além disso será avaliado em uma entrevista e participará de 
uma coleta de sangue de 5ml (um exame de sangue, onde coletamos amostra de 
sangue). 

Assim, nossa pesquisa acontecerá da seguinte maneira: 

Encontro 1: 

• Apresentação e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
(TCLE); 

• Entrevista psiquiátrica (MINI) para verificação de diagnóstico da doença e 
avaliação sintomas de depressão (MADRS), sintomas de mania [Young Mania Rating 
Scale (YMRS)] ou Psicose [Psychosis Evaluation tool for Common use by Caregivers 
(PEEC)], para sintomas de esquizofrenia. 

• Entrega do equipamento (acelerômetro) e entrega das orientações sobre uso. 

• Avaliações cardiovasculares – coleta de sangue, IMC (peso e altura), 
circunferência de cintura e pressão arterial. 
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OBS: As amostras sanguíneas serão encaminhadas ao Laboratório de análises da 
Unisa – “Unisa Research Center – URC” para a avaliação e após serão descartadas. 

Encontro 2: 

• Entrega do equipamento para análise dos dados. 

• Apresentação dos resultados e sugestões de como se tornar mais ativo. 

As entrevistas serão individuais, os questionários (físicos) e os dados obtidos por meio 
do acelerômetro serão utilizados de forma anônima, garantindo confidencialidade à 
identidade dos participantes e depois serão arquivados. O participante tem o direito 
de não responder as perguntas que não se sentir à vontade, não participar de todo 
estudo, ou de todas as avaliações. Caso opte por não participar, não haverá em 
prejuízo nos atendimentos oferecidos normalmente pelo SUS, ou seja, isso não 
implicará no direito aos tratamentos e acompanhamentos que faz. 

Os riscos envolvidos são pequenos ou médios. Pequenos (entrevista e uso de 
acelerômetros) A entrevista consiste em um diálogo similar a uma consulta. O uso de 
acelerômetro avalia a movimentação corporal (avaliação por acelerometria), sendo na 
mais intensa atividade, similar a prática de uma sessão de exercício físico. A coleta 
de sangue (avaliação invasiva) que apesar de representar risco médio, tem tal 
condição minimizada em função dos protocolos de coletas mundialmente 
padronizados. A punção venosa pode ocasionar, ainda que com baixa probabilidade, 
sensação de dor local no momento da punção e possível formação de hematoma, 
com ausência ou presença de vermelhidão, dor, e inchaço local. Os benefícios aos 
participantes são: detalhamento personalizado sobre o tempo de atividade física 
moderada e vigorosa, e comportamento sedentário, seguido de sugestões para 
aumento da movimentação corporal, como se tornar mais ativo. Além de, informações 
relacionadas aos graus de sintomas depressivos, ou de manias, ou positivos e 
negativos (esquizofrenia), obtidos através das avaliações. 

A equipe de pesquisa se responsabiliza por toda a assistência que se fizer necessária 
por agravo imediato ou posterior, direto ou indireto, ao indivíduo ou à coletividade em 
decorrência da pesquisa. Caso necessário encaminhamento a serviço médico durante 
a coleta de dados, o participante será direcionado ao serviço médico adequado do 
sistema Único de Saúde, com acompanhamento. Caso acorra fora da coleta de dados, 
os familiares serão orientados a encaminhar o participante ao serviço médico 
adequado do sistema Único de Saúde. Para tanto, é garantido o acesso, em qualquer 
etapa do estudo, aos profissionais responsáveis pela pesquisa para esclarecimento 
de eventuais dúvidas, informações ou intercorrências com o pesquisador responsável 
é Prof. Dr. Lucas Melo Neves, que pode ser encontrado no endereço Rua Professor 
Enéas de Siqueira Neto, 340, telefone (11) 94573-3515, ou com a pesquisadora 
mestranda Tabatah Hellen Santos Gomes, no telefone (11)96238-2568. Se você tiver 
alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o 
Comitê de Ética em Pesquisa (CEP- UNISA) – Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, 
Jardim das Imbuías, SP – Tel.: 2141-8687 ou com o Comitê de Ética e Pesquisa da 
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Secretaria Municipal da Saúde (CEP/SMS): Rua Gomes de Carvalho, 250, Vila 
Olímpia, telefone 38464815 ramal 228. 

É garantida sua liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e 
deixarde participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de qualquer 
benefício que você tenha obtido junto à Instituição, antes, durante ou após o período 
deste estudo. As informações obtidas pelos pesquisadores serão analisadas em 
conjunto comas de outros participantes, não sendo divulgada a identificação de 
nenhum deles. 

Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo 
exames e consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua 
participação. Se existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento 
da pesquisa. 

Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos deste estudo 
(nexo causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao participante o 
respeito a seus direitos legais, bem como procurar obter indenizações por danos 
eventuais. 

Você receberá uma via deste Termo de Consentimento (não é uma cópia), assinada 
e rubricada em todas as páginas pela equipe de pesquisa e por você, está ficará em 
seu poder. 

São Paulo, / /    

Se você concordar em participar desta pesquisa preencha no espaço determinado 
abaixo seu nome completo e assinatura. 

Nome: (do participante): ................................................................................. 

Ass: ............................................................................................. 

 

Declaro (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntária o Consentimento 
Livre e Esclarecido deste participante (ou do representante legal deste participante) 
para a participação neste estudo, conforme preconiza a Resolução CNS 466, de 12 
de dezembro de 2012, IV.3 a 6. 

 

Local ,  / / . 

 

Assinatura do pesquisador responsável pelo estudo: _______________________ 
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Anexo 2 - Questionário respondido pelos voluntários do estudo 

QUESTIONÁRIO 

TENTE PREENCHER TODOS OS CAMPOS ABAIXO, CASO NÃO SAIBA 
RESPONDER ALGUM DELES, NÃO SE PREOCUPE, COVERSAREMOS 
PESSOALMENTE  

Data:____________    Idade:________________ Sexo: (  ) M (  ) F 

Celular: __________________ Profissão ou última profissão: _______________ 

Etnia:   � negra � parda  � branca  � oriental  � indígena 

Estado civil:____________ 

ANO DE DIAGNÓSTICO DA DOENÇA:  __________________________________ 

HÁ QUANTO TEMPO FREQUENTA O CAPS/Policlínica? ____________________ 

QUAIS TRATAMENTOS REALIZA? (terapia, acompanhamentos médicos etc.) 

_______________________________________________________________ 

UTILIZA ALGUM TIPO DE MEDICAMENTO? 

_______________________________________________________________ 

HISTÓRICO FAMILIAR DE DOENÇA AUTOIMUNE? 

_______________________________________________________________ 

POSSUI ALGUMA OUTRA DOENÇA (hipertensão arterial, diabetes mellitus, 
distúrbios musculoesqueléticos, obesidade ou qualquer outra que estiver 
sendo tratada)? FAZ USO DE MEDICAMENTO PARA ELAS? 

_______________________________________________________________ 

ALGUMA PESSOA DA FAMÍLIA APRESENTA O MESMO DIAGNÓSTICO QUE O 
SEU E/OU OUTRO TRANSTORNO MENTAL? 

_______________________________________________________________ 

ESCOLARIDADE: 

� Ensino Fundamental 

� Ensino Médio 

� Ensino Superior 

� Pós-graduação  

 

OBSERVAÇÕES RELEVANTES: 

___________________________________________________________________
___________________________________________________________________
___________________________________________________________________
___________________________________________________________________
___________________________________________________________________ 


