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RESUMO 5 
 6 
 7 

Espécies reativas a oxigênio e nitrogênio (RONS) e marcadores imunoinflamatórios tem sido 8 
relacionados com doenças psiquiátricas como depressão, transtorno bipolar, ansiedade, 9 
transtorno obsessivo compulsivo e esquizofrenia (SCZ). A paraoxonase 1 (PON1) é uma 10 
enzima polimórfica antioxidante cuja atividade tem sido investigada em doenças que 11 
envolvem estresse oxidativo em suas fisiopatologias. A atividade da PON1 pode ser 12 
mensurada utilizando diferentes substratos, que podem ou não ser influenciados por seus 13 
polimorfismos. A relação entre atividade da PON1 e diversas doenças tem sido investigada 14 
utilizando diferentes terminologias, o que pode levar um leitor pouco familiarizado com a 15 
PON1 a conclusões equivocadas. O objetivo deste trabalho é revisar os estudos que 16 
investigam a possível associação da PON1 com diferentes transtornos psiquiátricos e relatar 17 
os resultados utilizando uma terminologia padronizada, a fim de oferecer uma visão mais 18 
clara sobre esta análise. Outro objetivo é delinear os marcadores de estresse oxidativo e 19 
nitrosativo e imunoinflamatórios em pacientes com SCZ crônica. Na revisão da literatura, os 20 
estudos apontam redução da atividade da PON1 determinada com o substrato fenilacetato 21 
(arilesterase ou AREase), em pacientes com transtornos de humor (inclusive os crônicos) e 22 
nos pacientes esquizofrênicos não medicados. Em SCZ crônicos polimedicados, atividade 23 
da AREase é usualmente similar aos valores do grupo controle. Em relação à atividade da 24 
PON1 determinada com o substrato paraoxon (atividade POase), é difícil estabelecer 25 
conclusões porque os resultados são heterogêneos, o que pode ser parcialmente explicado 26 
pelo fato de que a atividade é influenciada pelo polimorfismo Q192R e a maioria dos autores 27 
não realiza ajuste da atividade POase pelo polimorfismo. No estudo de caso-controle com 28 
SCZ crônicos, selecionaram-se 125 pacientes ambulatoriais e 118 controles saudáveis. 29 
Foram quantificados hidroperóxidos lipídicos (LOOH), produtos avançados de oxidação 30 
proteica (AOPP), subprodutos de óxido nítrico (NOx), potencial antioxidante total plasmático 31 
(TRAP) e atividade da PON1/AREase. Marcadores imunoinflamatórios já conhecidos por 32 
suas alterações em SCZ também foram mensurados: leptina, IL-6, receptor solúvel de TNF 33 
e quimiocinas CCL-11 e CCL-3. Não houve associações significantes entre SCZ crônica e 34 
marcadores de O&NS (AOPP, NOx, LOOH) e os antioxidantes (PON1 e TRAP). Leptina, 35 
sTNF-R, CCL-3 e CCL-11 estavam significantemente aumentados no grupo SCZ. Não 36 
houve associação significante entre pró-inflamatórios e os biomarcadores de O&NS 37 
(leptina/CXCL-8 e AOPP; IL-6 e NOx; CCL-3 e LOOH; CCL-3/IL-6/NOx e TRAP). Este 38 
estudo de caso-controle sugere que há significantes correlações entre as vias inflamatórias 39 
e de estresse oxidativo e nitrosativo (O&NS) desempenhando um papel ativo na 40 
fisiopatologia da SCZ crônica. Os resultados encontrados apontam que os marcadores de 41 
O&NS e a enzima PON1 (atividade AREase) não podem ser considerados biomarcadores 42 
aplicáveis para pacientes SCZ crônicos estáveis e polimedicados. Em conclusão, a pesquisa 43 
e análise dos resultados envolvendo PON1 e sua relação com  transtornos psiquiátricos 44 
necessita de atenção extrema para a metodologia e terminologia adotadas para verificar o 45 
"status" da PON1 e é altamente recomendado o ajuste ou correção dos resultados de 46 
acordo com os polimorfismos da população estudada. Sem esta padronização e de novos e 47 
maiores estudos, não se pode avaliar a PON1 como  marcador de transtornos psiquiátricos.   48 
 49 
Palavras-chave:  PON1. Doenças psiquiátricas. Antioxidantes. Estresse oxidativo e 50 

nitrosativo. Polimorfismo da PON1. 51 
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ABSTRACT 6 
 7 
 8 

Oxigen and nitrogen reactive species (O&NRS) and immune inflammatory markers ation 9 
have been described to play a role in psychiatric disorders like depression, bipolar 10 
disorder, anxiety, obsessive compulsive disorder and schizophrenia (SCZ). Paraoxonase 11 
1 (PON1) is a polymorphic antioxidant enzyme with peroxidase properties which activity 12 
has been described to be altered in diseases where oxidative stress is involved in the 13 
pathophysiology. Since PON1 activity may be estimated using different substrates which 14 
may or may not be influenced by polymorphisms, the literature investigating a possible 15 
link between PON1 activity and diseases employs different terminologies and may 16 
mislead the reader unfamiliar with PON1 to erroneous conclusions. We aimed to revise 17 
studies investigating a possible association of PON1 with different psychiatric diseases 18 
and report the results using a standardized terminology in order to offer a clearer view on 19 
the status of the knowledge and to delineate O&NS biomarkers and immune 20 
inflammatory markers in patients with chronic SCZ. In the review of literature, the studies 21 
seem to support a decreased PON1 activity determined with the substrate phenylacetate 22 
(i.e., arylesterase or AREase), in mood disorders patients (even in the chronic ones) and 23 
in drug free SCZ patients. In chronic polymedicated SCZ patients, AREase activity is 24 
usually similar to control values. Regarding PON1 activity determined with the substrate 25 
paraoxon (i.e., POase activity), broad conclusions are more difficult to be established 26 
because the results are more heterogeneous, which can be partially explained by the 27 
fact that this activity is influenced by the Q192R polymorphism and that most of the 28 
authors did not adjust the POase activity by this polymorphism. In the case-control study 29 
with chronic SCZ, 125 outpatients and 118 healthy controls were enrolled. The markers 30 
included lipid hydroperoxides (LOOH), advanced oxidation protein products (AOPP), 31 
nitric oxide metabolites (NOx), total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) and 32 
paraoxonase 1 (PON1) activity. Immune inflammatory markers known to be altered in 33 
SCZ were also measured: leptin, IL-6, soluble TNF receptors (sTNF-Rs) and the 34 
chemokines CCL-11 and CCL-3. There were no significant associations between chronic 35 
SCZ and the O&NS markers (AOPP, NOx, LOOH) and the anti-oxidants PON1 and 36 
TRAP. Leptin, sTNF-R, CCL-3 and CCL-11 were significantly higher in SCZ. There were 37 
significant associations between pro-inflammatory and O&NS biomarkers (leptin/CXCL-8 38 
and AOPP; IL-6 and NOx; CCL-3 and LOOH; CCL-3/IL-6/NOx and TRAP). This case-39 
control study suggests there were significant intercorrelations between inflammatory and 40 
O&NS pathways, which play a role in the pathophysiology of chronic SCZ. O&NS 41 
markers and the enzyme PON1 are not useful as biomarkers in chronic stable 42 
polymedicated SCZ patients. In conclusion, the search and analysis of results involving 43 
PON1 and relation with psychiatric disorders needs extreme attention for methodology 44 
and terminology were adopted to verify the status of PON1 and it's highly recommended 45 
to adjust or correct the results according to the variance of the polymorphisms of the 46 
studied population. From this standardization and new and larger studies, PON1 may be 47 
a marker for psychiatric diseases. 48 
 49 
Key words:  PON1. Psychiatric disorders. Antioxidants. Oxidative and nitrosative stress. 50 

PON1 polymorphism. 51 
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1 INTRODUÇÃO  1 

 2 

As doenças psiquiátricas são um grande desafio médico, social e 3 

econômico para a atualidade e representam a maior causa de inaptidão em todo o 4 

mundo (NEUROSCIENCE, 2016). A ausência de testes laboratoriais aprovados para 5 

diagnóstico, prognóstico e avaliação crítica de risco indicam um enorme campo de 6 

pesquisa na área da Psiquiatria (Biologically-Inspired Biomarkers for Mental 7 

Disorders, 2017).  8 

Observa-se que 1 em cada 5 (17,6%) indivíduos pesquisados tem ou 9 

teve nos últimos 12 meses algum transtorno psiquiátrico e 29,2% terá ao longo de 10 

suas vidas de acordo com a metanálise publicada por Steel et al. (2014). Mais de 11 

97% dos pacientes com transtorno bipolar, por exemplo, preenchem o critério de 12 

mais de uma doença psiquiátrica concomitante, e a co-ocorrência de três ou mais 13 

doenças é dramaticamente maior que a comorbidade com apenas uma desordem 14 

além do transtorno bipolar (MERIKANGAS et al., 2007). 15 

Os transtornos psiquiátricos mais identificados entre as mulheres 16 

compreendem ansiedade e distúrbios de humor e entre os homens são os distúrbios 17 

relacionados ao abuso de álcool e de outras substâncias. Além disso, é amplamente 18 

estabelecido que os pacientes em atendimento clínico psiquiátrico compõem um 19 

grupo de alto risco de suicídio (LARGE et al., 2016) reforçando a ideia de 20 

importância destes pacientes no contexto global. 21 

A busca por novos tratamentos, permeada pela busca do 22 

entendimento maior de como se dá o processo da doença revela-se de extrema 23 

importância no cenário científico atual. Diante de toda complexidade das interações 24 

que modulam o sistema nervoso central (SNC) e as alterações patológicas do 25 

humor, novos indicadores biológicos têm sido estudados. 26 

A evolução do conhecimento envolvendo a fisiopatologia das 27 

doenças psiquiátricas envolve diretamente mecanismos relacionados ao sistema 28 

imunoinflamatório e de estresse oxidativo e nitrosativo (LEONARD; MAES, 2012; 29 

MAES et al., 1995; MOYLAN et al., 2013; entre outros). A teoria da neuroprogressão 30 

das doenças psiquiátricas pressupõe que alterações no sistema imunológico são 31 

acompanhadas por aumento de marcadores inflamatórios, catabólitos do triptofano e 32 
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espécies reativas de oxigênio (ROS) afetando o crescimento e a função dos circuitos 1 

neuroniais (CHAN et al., 2011; MOYLAN et al., 2014).  2 

Os fundamentos bioquímicos da neuroprogressão são multifatoriais 3 

e interativos, não apenas por suas vias, mas também pela sensibilização ao estresse 4 

do meio. Elementos centrais incluem o sistema dopaminérgico, citocinas 5 

inflamatórias, estresse oxidativo, neurotrofinas como o fator neurotrófico derivado do 6 

encéfalo (BDNF) e mudanças envolvendo epigenética. Pode-se considerar, em 7 

parte, o transtorno bipolar como um transtorno neuroprogressivo no qual há o 8 

potencial de um processo fisiopatológico modificável que ocorre de maneira 9 

longitudinal na trajetória da doença e é associado com a compensação inadequada 10 

do estresse metabólico. O resultado das mudanças neuroprogressivas pode ser o 11 

dano tecidual, mudanças estruturais, com perda progressiva da espessura da 12 

matéria cinzenta, e sequelas funcionais em que os substratos neurais da regulação 13 

do humor podem aumentar o risco de re-ocorrência e reduzir a resposta ao 14 

tratamento (BERK et al., 2011). 15 

Marcadores biológicos são utilizados para o processo de 16 

estadiamento clínico, o qual é o principal determinante do prognóstico e escolha do 17 

tratamento em algumas áreas da Medicina, como na Oncologia e Cardiologia (BERK 18 

et al., 2017). Em contrapartida, na Psiquiatria não existem biomarcadores objetivos 19 

e, portanto, ainda não foram definidos os componentes críticos para o estadiamento 20 

das diferentes desordens. A área iniciou a tentativa do uso de modelos de cena para 21 

demonstrar a sequência de vulnerabilidade, estados de risco, pródromo, início, 22 

progressão e cronicidade em estágio final, e relacioná-los com o resultado e escolha 23 

de tratamentos específicos (BERK et al., 2017). Porém, é preciso enfatizar que os 24 

estágios iniciais da maioria das doenças psiquiátricas não são específicos e se 25 

sobrepõem, favorecendo a aplicação de modelos transdiagnósticos de estadiamento 26 

(HICKIE et al., 2013).  27 

Doenças psiquiátricas frequentemente coexistem com outras 28 

patologias como síndrome metabólica e doenças cardiovasculares (KESSLER; 29 

MERIKANGAS; WANG, 2007; MERIKANGAS; KALAYDJIAN, 2007) sugerindo a 30 

existência de mecanismos fisiopatológicos compartilhados. Alterações no sistema 31 

imuno-inflamatório e estresse oxidativo são condições biológicas que acompanham 32 

doenças mentais (NG et al., 2008) e que poderiam ser o elo de ligação entre 33 
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doenças psiquiátricas a algumas de suas comorbidades como doenças 1 

cardiovasculares e síndrome metabólica (MAES et al., 2011). 2 

 3 

1.1 ESTRESSE OXIDATIVO E IMUNOINFLAMAÇÃO RELACIONADOS ÀS DOENÇAS PSIQUIÁTRICAS 4 

O SNC é particularmente sensível ao estresse oxidativo por diversas 5 

razões. A primeira delas é o alto consumo de oxigênio (o encéfalo pode metabolizar 6 

mais que 4x1021 moléculas de glicose por minuto). A segunda é a alta produção de 7 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio (RNS), originários de reações 8 

neuroquímicas específicas, como a oxidação da dopamina. A terceira razão é o 9 

aumento do depósito de íons metálicos como cobre e zinco no encéfalo com o 10 

envelhecimento (BUSH; TANZI, 2008), catalisando a produção de elevados níveis de 11 

ROS e RNS. E ainda, mais uma razão é a abundância de lipídios no SNC (por 12 

exemplo, a mielina), macromoléculas que são particularmente susceptíveis à 13 

oxidação (CHIURCHIÙ; ORLACCHIO; MACCARRONE, 2016). 14 

O estresse oxidativo ocorre quando a geração de ROS e RNS 15 

suplanta a capacidade de defesa antioxidante. ROS e RNS geralmente são 16 

produzidas durante o metabolismo celular normal e são altamente reativas. Vários 17 

mecanismos de defesa antioxidante, que podem ser enzimáticos (catalase, 18 

glutationa peroxidase, superóxido dismutase) ou não-enzimáticos (vitamina C e E, 19 

zinco, glutationa, selênio, riboflavina, carotenoides etc.) ajudam a balancear estas 20 

espécies (CHIRICO; PIALOUX, 2012). 21 

Baixas concentrações de antioxidantes decorrentes de estresse 22 

oxidativo podem aumentar a atividade da lipoxigenase (que catalisa parte da cascata 23 

do ácido araquidônico), assim aumentando os processos anti-inflamatórios 24 

encefálicos. O excesso de ROS e RNS pode danificar carboidratos, lipídios, 25 

proteínas e DNA, o que pode resultar em disfunção celular. O acúmulo de ROS e 26 

RNS também pode levar à produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-27 

inflamatórias. (BIRBEN et al., 2012). Após alteração no status redox e exposição 28 

celular a espécies reativas, há o desencadeamento do processo de transcrição de 29 

genes pró-inflamatórios e os fatores de transcrição regulados através de 30 

mecanismos redox-sensíveis, como o fator nuclear kappa B (NF-κB), ativador de 31 

proteína-1 (AP-1), fator nuclear ativado de células T e fator 1 induzível por hipóxia. 32 

Neste sentido, a ativação do NF- κB por ROS estimula a transcrição de um grande 33 
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número de genes que codificam citocinas inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-8) e 1 

moléculas de adesão (AKIRA; KISHIMOTO, 1997; WARD, 1996). Alinhado a isso, o 2 

excesso de ROS pode estimular pela atividade das células-T as reações do ácido 3 

araquidônico ou podem produzir direta ou indiretamente danos à barreira 4 

hematoencefálica e aos neurônios (CHIURCHIÙ; ORLACCHIO; MACCARRONE, 5 

2016). 6 

Crescentes evidências relacionam doenças psiquiátricas com 7 

alterações dos marcadores imuno-inflamatórios (ANDERSON et al., 2013; 8 

BRINHOLI et al., 2015; MAES et al., 1995; MILLER et al., 2011; POTVIN et al., 9 

2008), principalmente às citocinas. As quimiocinas, que são citocinas com 10 

capacidade de quimioatração, também têm suas alterações investigadas em 11 

diversos transtornos psiquiátricos como depressão, transtorno bipolar e 12 

esquizofrenia (ASEVEDO et al., 2013; NOTO et al., 2015; STUART; BAUNE, 2014).  13 

A ativação da resposta imune celular e inflamatória podem provocar 14 

diversos sintomas comuns às doenças psiquiátricas tais como ansiedade, anedonia, 15 

fadiga e comprometimento cognitivo leve (LEONARD; MAES, 2012). Estes efeitos 16 

são parcialmente mediados pelo aumento das citocinas pró-inflamatórias 17 

interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-α) e 18 

citocinas derivadas da resposta Th1 como interleucina-2 (IL-2) e interferon ϒ. Como 19 

em efeito cascata, a resposta imune ativada leva à depleção dos níveis de triptofano 20 

(com consequente redução da produção de serotonina e aumento de produção de 21 

catabólitos pró ansiedade e depressão) e aumento do estresse oxidativo e 22 

nitrosativo, provocando dano celular e proteico que aumentam novamente o 23 

potencial de inflamação. Todos estes fatores associam-se à neuroprogressão, 24 

resultante da combinação entre neurodegeneração (apoptose neuronial) e reduzidas 25 

taxas de neurogênese e neuroplasticidade (DAVIS et al., 2014; LEONARD; MAES, 26 

2012; PEDRINI et al., 2012).   27 

O dano celular também pode estimular ainda mais as vias 28 

autoimunes, levando ao aumento da neuroinflamação e do estresse oxidativo e 29 

reforçando ainda mais os efeitos depressogênicos e neuroprogressivos. Estes 30 

efeitos contribuem para o estado depressivo, aumentam a chance de recorrência, 31 

resistência ao tratamento e cronicidade do estado depressivo (MOYLAN et al., 32 

2014). Exemplo dessa situação é apresentado por Leonard e Maes (2012), em 33 
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revisão publicada que sugere que a depressão poderia ser resultado de uma 1 

complexa combinação de resposta imune celular e inflamatória.  2 

 3 

1.2 PARAOXONASES 4 

As paraoxonases (PON) são enzimas detoxificadoras que 5 

compreendem três membros: PON1, PON2 e PON3. Embora a PON2 seja a enzima 6 

caracterizada primeiro entra as paraoxonases, o nome da família (i.e., paraoxonase) 7 

originou-se da capacidade da PON1 de hidrolisar o praguicida paraoxon (BAR-8 

ROGOVSKY; HUGENMATTER; TAWFIK, 2013). Os três genes que codificam as 9 

PON localizam-se no braço longo do cromossomo humano número 7 (7q21-22) 10 

(AVIRAM; ROSENBLAT, 2004). 11 

A PON2 é uma enzima intracelular de 43-kDa expressa em vários 12 

tecidos, incluindo encéfalo, fígado, pulmão, rim, coração, pâncreas, intestino 13 

delgado, músculo, testículo, endotélio, epitélio traqueal e também em macrófagos 14 

(MOCHIZUKI et al., 1998; NG et al., 2001; ROSENBLAT, 2003; STOLTZ et al., 15 

2006). Esta enzima apresenta atividade antioxidante (NG et al., 2001) e parece ser 16 

um importante componente da defesa antioxidante intracelular particularmente 17 

devido à sua ampla distribuição e localização mitocondrial (DEVARAJAN et al., 18 

2011; GIORDANO et al., 2011; NG et al., 2001; PRIMO-PARMO et al., 1996). 19 

Recentemente tem sido sugerido que a PON2 encefálica pode desempenhar papel 20 

relevante na susceptibilidade ao estresse oxidativo e neuroinflamação, e que sua 21 

modulação positiva pode representar uma nova estratégia de neuroproteção 22 

(FURLONG, 2016). 23 

A PON3 é uma glicoproteína de 40 kDa expressa principalmente no 24 

fígado e, em concentrações menores, no rim. A PON3 é encontrada na circulação 25 

sanguínea fortemente ligada às lipoproteínas de alta densidade (HDL) (DRAGANOV 26 

et al., 2000; REDDY et al., 2001). Ela foi o último membro da família a ser descrito e 27 

é, portanto, a menos caracterizada. 28 

A PON1 é, de longe, o membro mais estudado (PRIMO-PARMO et 29 

al., 1996). Trata-se de uma glicoproteína de 45 kDa e, como a PON3, ela é expressa 30 

principalmente no fígado e parte dela é secretada no sangue associada à HDL. A 31 

PON1 é capaz de se transferir para outros tecidos através da HDL (DEAKIN et al., 32 

2002). Baixos níveis desta enzima são encontrados em outros tecidos, sendo o 33 
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epitélio descrito como um deles (COSTA; GIORDANO; FURLONG, 2011a).  1 

O papel fisiológico da PON1 ainda é pouco conhecido mas sabe-se 2 

que é uma enzima cálcio-dependente que hidrolisa diversos substratos como 3 

lactonas, incluindo drogas (ex, antibacteriano prulifloxacin), metabólitos do ácido 4 

araquidônico, homocisteína tiolactona, moléculas de quórum sensing ou percepção 5 

de quórum (N-acil-homoserina lactona; metabólitos de praguicidas organofosforados 6 

(diazoxon, paraoxon, clorpirifós oxon); gases neurotóxicos (sarin, soman) (CAMPS et 7 

al., 2011; TEIBER et al., 2008; COSTA; GIORDANO; FURLONG, 2011; 8 

MARSILLACH et al., 2008). 9 

As PON estão envolvidas tanto na bioativação quanto na inativação 10 

de substâncias específicas por uma capacidade altamente eficiente de hidrolisá-las 11 

(FURLONG et al., 2016). Também há a hipótese de que seus polimorfismos 12 

genéticos estejam relacionados a doenças e respostas ao tratamento. 13 

A PON1 é uma enzima polimórfica, com mais de 160 polimorfismos 14 

de nucleotídeos únicos (SNP) descritos na região codificadora e reguladora do gene 15 

que transcreve a PON1 (JARVIK et al., 2003; RICHTER; JARVIK; FURLONG, 16 

2008a). A maioria desses polimorfismos ainda não está caracterizada, mas acredita-17 

se que podem afetar a eficiência da transcrição (emparelhamento, estabilidade da 18 

mensagem ou a eficiência da poliadenilação). Contudo, os SNP mais estudados são 19 

os polimorfismos das regiões de codificação Q192R (rs 662) e L55M (rs 854560) e 20 

da região promotora C-108T (MACKNESS; MACKNESS, 2015) e que afetam 21 

atividade e/ou concentração da PON1.  22 

O polimorfismo L55M, que compreende uma substituição de leucina 23 

pela metionina na posição 55, tem sido associado à concentração plasmática da 24 

enzima PON1. A aloenzima M está associada a baixas concentrações plasmáticas 25 

da PON1 (MACKNESS et al., 1998) enquanto a L a maiores concentrações e, 26 

portanto, maior atividade enzimática (LEVIEV; JAMES, 2000). 27 

O polimorfismo Q192R, que compreende uma substituição da 28 

glutamina pela arginina na posição 192 é o mais estudado. Ele influencia a atividade 29 

catalítica da PON1, mas a direção dessa mudança é dependente do substrato (LI et 30 

al., 2000; MACKNESS et al., 2001). A aloenzima R é mais eficiente em hidrolisar o 31 

paraoxon (HUMBERT et al., 1993) e o acetato de 4-clorometilfenol (CMPA) 32 

(RICHTER; JARVIK; FURLONG, 2008b), enquanto a Q é mais eficiente para 33 
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hidrolisar substratos como o diazoxon, por exemplo. Portanto, se um estudo objetiva 1 

estimar a atividade plasmática total de PON1 independentemente do polimorfismo 2 

Q192R, é imprescindível o uso de um substrato cuja taxa de biotransformação não 3 

seja influenciada pelo Q192R, como, por exemplo, o fenilacetato (COSTA; COLE; 4 

FURLONG, 2005; JARVIK et al., 2000). A Figura 1 apresenta diferentes substratos 5 

utilizados na determinação da atividade PON1. 6 

 7 

Figura 1: Estruturas dos substratos utilizados para a determinação enzimática e 8 

suas reações catalíticas mediadas pela paraoxonase 1 (PON1) sérica. 9 

Fonte: RICHTER; JARVIK; FURLONG, 2008b.  10 

 11 

Ainda, é importante reconhecer que a atividade da PON1 pode variar 12 

até 50 vezes e a concentração proteica até 15 vezes dentro do mesmo genótipo 13 

PON1 Q192R (COSTA et al., 2003; RICHTER; FURLONG, 1999). A Figura 2, 14 

extraída de um estudo recentemente publicado pelo nosso grupo (MOREIRA et al., 15 

2017), mostra a atividade plasmática total da PON1 em uma população dividida de 16 

acordo com o genótipo Q192R. Essa figura ilustra a grande variabilidade da 17 

atividade plasmática dentro de cada um dos genótipos Q192R (i.e., QQ, QR ou RR) 18 
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sugerindo que existem fatores ambientais que podem modular a expressão/atividade 1 

da PON1.  2 

 

Figura 2: Atividade plasmática total da PON1 nos diferentes genótipos. Cada ponto 3 

indica a atividade de um indivíduo dentro de cada genótipo. 4 

Fonte: MOREIRA et al., 2017. 5 

 6 

Vários fatores ambientais já foram descritos como moduladores da 7 

atividade da PON1, entre eles estão: o consumo de bebidas alcoólicas (consumo 8 

moderado aumenta a atividade e grande consumo reduz atividade enzimática), fumo 9 

(reduz atividade), obesidade (reduz atividade), dieta (ingestão de antioxidantes como 10 

vitamina C, E e polifenóis pode aumentar atividade enzimática enquanto uma 11 

alimentação rica em gorduras reduz atividade), medicamentos (estatinas e 12 

fenofibrato aumentam a atividade sérica da PON1, fármacos indutores enzimáticos 13 

como fenobarbital aumentam atividade hepática mas reduzem atividade sérica 14 

durante tratamento prolongado e outras drogas como rosiglitazona e eritropoietina 15 

aumentam atividade sérica da PON1), idade (atividade diminui com o 16 

envelhecimento) e sexo (mulheres tem maior atividade enzimática que homens) 17 

(BORTOLASCI et al., 2014b; COSTA; COLE; FURLONG, 2005; COSTA; 18 

GIORDANO; FURLONG, 2011b; KOTA et al., 2013). 19 

A atividade e os genótipos da PON1 têm sido avaliados em diversos 20 

estudos como possíveis marcadores de susceptibilidade para algumas doenças 21 

(principalmente cardiovasculares) ou intoxicação com xenobióticos (principalmente 22 

organofosforados) mas, frente ao acima exposto, ficam claras as recomendações 23 

dos estudiosos da PON1:  24 
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a) quando a determinação da atividade da PON1 for realizada 1 

utilizando-se um substrato que é diferencialmente metabolizado 2 

pelos diferentes genótipos Q192R, há a necessidade de ajuste da 3 

atividade pelo genótipo;  4 

b) se o genótipo não for determinado, a atividade da PON1 deve ser 5 

determinada com um substrato cujo metabolismo não sofra 6 

influência do genótipo Q192R;  7 

c) estudos que associam somente o genótipo Q192R a doenças 8 

devem ser vistos com cautela devido à grande variação de atividade 9 

que existe dentro de cada genótipo (BILLECKE; TEIBER, 2011; 10 

JARVIK et al., 2000). 11 

Portanto, não é surpresa que muitas análises que avaliam doença 12 

ou risco de exposição utilizando apenas análise de SNP e não os níveis de atividade 13 

enzimática chegaram a resultados inconclusivos (RICHTER; JARVIK; FURLONG, 14 

2008b). O mesmo vale para os muitos estudos que empregam a taxa de hidrólise do 15 

paraoxon para estimar a atividade total da PON1 e não ajustam o resultado pelo 16 

genótipo Q192R (RICHTER; JARVIK; FURLONG, 2008b). 17 

O termo status da PON1 refere-se à determinação tanto do genótipo 18 

Q192R quanto da atividade plasmática da PON1 utilizando-se um substrato cujo 19 

metabolismo não seja influenciado pelo genótipo Q192R, geralmente o fenilacetato 20 

(LI; COSTA; FURLONG, 1993).  21 

 22 

1.3 PARAOXONASE 1, ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMAÇÃO 23 

O principal papel fisiológico da PON1 ainda não foi determinado 24 

(MACKNESS et al., 1993; WATSON et al., 1995) porém, esta enzima tem sido 25 

investigada como marcador de susceptibilidade em doenças que envolvam estresse 26 

oxidativo, como doenças cardiovasculares, síndrome metabólica, resistência à 27 

insulina, doenças psiquiátricas (BORTOLASCI et al., 2014a, 2014b; FERRÉ et al., 28 

2013; GARELNABI; LITVINOV; MAHINI, 2012). 29 

A PON1 protege a HDL de se oxidar tanto hidrolisando fosfolipídios 30 

quanto hidroperóxidos (WATSON et al., 1995). Ainda, a PON1 protege lipoproteínas 31 

de baixa densidade (LDL) de se oxidarem e estimula a atividade da HDL de 32 

aumentar o efluxo de colesterol dos macrófagos (EFRAT; AVIRAM, 2010; 33 
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GUGLIUCCI, 2014). Esses mecanismos explicam como a PON1 protege contra a 1 

oxidação de LDL mediada por macrógafos e apresenta atividade anti-inflamatória e 2 

anti-aterogênica (Mackness and Mackness, 2015; Costa et al., 2005). Macrófagos 3 

ativados produzem peróxidos, óxido nítrico e mieloperoxidase que podem gerar 4 

peroxinitrito e ácido hipocloroso e, esses, podem danificar a PON1. Ainda mais, a 5 

mieloperoxidase pode oxidar a PON1 e, assim, inativá-la e diminuir sua ligação à 6 

HDL (GUGLIUCCI; MENINI, 2015). Esses resultados indicam que assim como a 7 

PON1 pode apresentar atividade antioxidante e anti-inflamatória, na presença de 8 

estímulo inflamatório e oxidativo a atividade da PON1 pode ser prejudicada. De fato, 9 

a atividade plasmática da PON1 está diminuída em situações de intenso estresse 10 

oxidativo como síndrome metabólica, obesidade, diabetes descontrolada ou com 11 

complicações micro e macrovasculares e pacientes dislipidêmicos (KOTA et al., 12 

2013).  13 

Avaliando o fator obesidade ou obesidade visceral, realidade comum 14 

na população mundial, ressalta-se que a gordura visceral é metabolicamente ativa, 15 

secretando citocinas proinflamatórias e outras proteínas de fase aguda reativas que 16 

vêm sendo relacionadas com o aumento da severidade dos sintomas psiquiátricos 17 

como, por exemplo, os sintomas  depressivos (MCINTYRE et al., 2007) e que como 18 

já discutido anteriormente, contribui com o desequilíbrio do balanço de estresse 19 

oxidativo. Alterações em outras vias metabólicas e inflamatórias sugerem um 20 

mecanismo biológico comum ao transtorno bipolar e à síndrome metabólica incluindo 21 

alterações na sinalização glicocorticoide, estresse oxidativo, desregulação 22 

autonômica e alteração da biossíntese energética (MCINTYRE et al., 2009). 23 

Outro mecanismo que pode estar envolvido na modulação da 24 

atividade da PON1 na presença de estresse oxidativo é o da leptina. A atividade da 25 

PON1 tem associação negativa com concentrações de leptina (KOTA et al., 2013). A 26 

leptina é um peptídeo hidrofóbico que pode se ligar à HDL e inibir diretamente a 27 

enzima PON1. Assim, a leptina aumenta o estresse oxidativo (AVIRAM et al., 1999; 28 

WU et al., 2009) através da geração de ROS (BEŁTOWSKI; WÓJCICKA; JAMROZ, 29 

2003) e estimula a secreção de citocinas inflamatórias (LOFFREDA et al., 1998) e 30 

outras proteínas de fase aguda com capacidade de reduzir a atividade da PON1 31 

pela inibição da síntese hepática da PON1 (FEINGOLD et al., 1998).  32 
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A justificativa para este trabalho baseia-se na importância em 1 

aumentar o conhecimento sobre a fisiopatologia das doenças psiquiátricas e sua 2 

relação com o estresse oxidativo e nitrosativo, especialmente com a PON1, e seus 3 

consequentes danos pela peroxidação lipídica. Compreender melhor o mecanismo 4 

das doenças psiquiátricas e seus indicadores pode favorecer a elaboração de 5 

estratégias otimizadas para avaliação de risco, diagnóstico, acompanhamento, 6 

tratamento e prognóstico dos pacientes com doenças psiquiátricas. 7 

8 
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2 OBJETIVOS 1 

 2 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 3 

 4 

2.1.1 Artigo 1: Paraoxonase 1 and Psychiatric Disorders 5 

- Realizar uma revisão bibliográfica sobre o papel da PON1 em 6 

doenças psiquiátricas (depressão, transtorno bipolar, ansiedade, transtorno 7 

obsessivo compulsivo e esquizofrenia) e sua habilidade em predizer diagnóstico, 8 

estado da doença, resposta ao tratamento e prognóstico. 9 

 10 

2.1.2 Artigo 2: Oxidative and Nitrosative Stress Biomarkers in Chronic Schizophrenia 11 

- Avaliar o papel da PON1 e de outros marcadores de estresse 12 

oxidativo e antioxidantes plasmáticos para delinear potenciais biomarcadores em 13 

uma população com esquizofrenia crônica em tratamento ambulatorial comparada a 14 

um grupo de controles saudáveis. 15 

 16 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 17 

 18 

2.2.1 Artigo 1: Paraoxonase 1 and Psychiatric Disorders 19 

- Revisar a literatura científica publicada sobre o tema paraoxonase 20 

e diversas doenças psiquiátricas como transtorno de ansiedade, transtorno obessivo 21 

compulsivo, depressão, transtorno bipolar e esquizofrenia.  22 

- Buscar, dentre as publicações elencadas, associações e relações 23 

entre atividade enzimática e genótipos e diagnóstico, tratamento, controle e 24 

prognóstico. 25 

 26 

2.2.2 Artigo 2: Oxidative and Nitrosative Stress Biomarkers in Chronic Schizophrenia 27 

- Quantificar marcadores oxidativos plasmáticos vinculados aos 28 

lipídios (hidroperóxidos lipídicos) e às proteínas (produtos avançados de oxidação 29 

proteica) em pacientes com esquizofrenia crônica em tratamento. 30 

- Quantificar marcadores antioxidantes plasmáticos (potencial 31 

antioxidante total e atividade da PON1) em pacientes com esquizofrenia crônica em 32 

tratamento.  33 
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- Avaliar as dosagens de marcadores imunoinflamatórios (leptina, IL-1 

6, sTNF-R1, CXCL-8, CCL-11 e CCL-3) em pacientes com esquizofrenia crônica em 2 

tratamento. 3 

- Analisar possíveis associações dos marcadores imunoinflamatórios 4 

e de estresse oxidativo e nitrosativo em pacientes com esquizofrenia crônica em 5 

tratamento. 6 

7 
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3 METODOLOGIA  1 

 2 

3.1 COMPOSIÇÃO DO ESTUDO  3 

 Esta tese foi elaborada com dois estudos de metodologias distintas 4 

descritas a seguir.  5 

A primeira metodologia descrita (item 3.2) é relacionada à 6 

elaboração do primeiro artigo científico apresentado, caracterizado como uma 7 

revisão bibliográfica. 8 

A segunda metodologia descrita (item 3.3) refere-se ao segundo 9 

artigo científico apresentado, caracterizado como um estudo caso-controle. 10 

 11 

3.2 ARTIGO 1: PARAOXONASE 1 AND PSYCHIATRIC DISORDERS 12 

 13 

3.2.1 Delineamento 14 

Estudo de revisão bibliográfica. 15 

 16 

3.2.2 Coleta de Dados  17 

Foram realizadas buscas na base de dados PubMed, que 18 

compreende mais de 27 milhões de citações da literatura biomédica do MEDLINE 19 

(Sistema Online de Busca e Análise de Literatura Médica, Medical Literature 20 

Analysis and Retrieval System Online), periódicos de ciências naturais e livros on-21 

line. O PubMed é um recurso de livre acesso que é desenvolvido e mantido pela 22 

NCBI (National Center for Biothecnology Information) na NLM (U. S. National Library 23 

of Medicine) que oferece citações e textos completos de acordo com autorização dos 24 

autores e publicações detentoras dos direitos autorais indexadas. 25 

A primeira busca foi realizada no mês de Junho de 2016 e renovada 26 

em Agosto de 2017 para atualização de novos estudos publicados e/ou indexados 27 

durante o período de revisão bibliográfica. A seleção abrangeu estudos clínicos e 28 

experimentais e estes foram revisados e tabulados de acordo com a descrição a 29 

seguir. 30 
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3.2.3 Descritores Utilizados 1 

Para a busca dos artigos científicos no banco de dados, foi utilizada 2 

a palavra-chave “paraoxonase” associada a uma palavra-chave que representa o 3 

diagnóstico-alvo da busca como depression, major depressive disorder, anxiety, 4 

psychosis, schizophrenia, obsessive compulsive disorders, bipolar disorders e 5 

psychiatric disorders.  6 

 7 

3.2.4 Tabulação de Publicações Científicas  8 

Os estudos selecionados foram tabulados de acordo com referência 9 

ou autor, população de estudo, doença psiquiátrica, diagnóstico ou situação clínica, 10 

tamanho amostral, variáveis controladas, presença e descrição da quantificação de 11 

marcadores de estresse oxidativo e inflamatório, realização de genotipagem da 12 

PON1 de maneira funcional ou molecular, identificação do substrato para mensurar a 13 

atividade da PON1 e resultados encontrados.  14 

Na verificação de variáveis controladas buscaram-se informações 15 

que podem influenciar como viés de mensuração a dosagem da atividade total da 16 

PON1 como o uso de cigarros, de antioxidantes ou suplementos alimentares, uso de 17 

medicamentos, sexo da população amostral etc.  18 

Quanto à identificação do substrato para quantificação da atividade 19 

da PON1 optou-se em diferenciar os trabalhos que utilizaram paraoxon (atividade 20 

POase), fenilacetato (atividade AREase) ou diazoxon (atividade diazoxonase). 21 

 22 

3.3 ARTIGO 2: OXIDATIVE AND NITROSATIVE STRESS BIOMARKERS IN CHRONIC 23 

SCHIZOPHRENIA 24 

 25 

3.3.1 Delineamento  26 

Estudo de caso-controle. 27 

 28 

3.3.2 População e Amostragem  29 

Foram recrutados 125 pacientes da unidade de acompanhamento 30 

ambulatorial de pacientes com esquizofrenia PROESQ (Programa de Esquizofrenia) 31 

da UNIFESP (Universidade Federal de São Paulo). Os pacientes eram estáveis e 32 

41,2% preenchiam o critério de remissão da esquizofrenia de acordo com 33 
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ANDREASEN et al. (2005). Dados como idade, tempo de diagnóstico de 1 

esquizofrenia, resistência ao tratamento foram registrados. 2 

O grupo controle foi composto de 118 voluntários saudáveis que não 3 

apresentavam, nem seus parentes de primeiro grau, história de distúrbio psiquiátrico 4 

maior, incluindo demência ou desabilidade intelectual de acordo com entrevista 5 

clínica. 6 

Excluíram-se os indivíduos que apresentavam condições clínicas 7 

agudas ou crônicas associadas ao desequilíbrio do balanço de resposta inflamatória 8 

como infecções, portadores de SIDA (Síndrome da Imunodeficiência Humana), 9 

alergias, gravidez ou puerpério, doenças reumatológicas e imunológicas e pacientes 10 

sob tratamento com drogas imunomoduladoras. 11 

 12 

3.3.3 Instrumentos  13 

3.3.3.1 Diagnóstico de Esquizofrenia Crônica (DSM – IV – TR)  14 

O diagnóstico de esquizofrenia foi estabelecido de acordo com os 15 

critérios do DSM-IV-TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders ou 16 

Manual Diagnóstico Estatístico de Transtornos Mentais: Texto revisado – quarta 17 

edição) utilizando uma entrevista clínica estruturada (SCID) realizada por médico 18 

psiquiatra capacitado. Quando necessário, foram utilizados prontuários médicos e 19 

informações de familiares.  20 

 21 

3.3.3.2  Classificação quanto ao hábito de fumar  22 

Os indivíduos participantes do estudo foram questionados sobre o 23 

hábito de fumar, considerando-se as respostas “sim” ou “não” independente da 24 

quantidade de cigarros por dia consumida.  25 

 26 

3.3.4 Análises Laboratoriais  27 

Amostras de 10mL de sangue foram coletadas após jejum, 28 

centrifugadas e o plasma foi aliquotado e armazenado a -80°C até descongelamento 29 

para as análises dos biomarcadores.  30 
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3.3.4.1 Determinação da atividade sérica total da PON1 1 

A dosagem da hidrólise do fenilacetato em baixa concentração 2 

salina representa a atividade total plasmática da PON1, já que nessa condição o 3 

polimorfismo Q192R não influencia a atividade catalítica da PON1 frente a esse 4 

substrato. Essa reação foi medida a 270nm por 4 minutos a cada 15 segundos em 5 

uma temperatura controlada de 25°C utilizando 20μl de plasma diluído 1:80 em 6 

tampão. A atividade total da PON1 foi expressa em U/mL baseada no coeficiente de 7 

extinção molar do fenilacetato de 1,31mMol/L cm-1.  8 

Seguindo a técnica descrita por Richter, Jarvik e Furlong (RICHTER; 9 

JARVIK; FURLONG, 2008b), todas as reações foram realizadas  e sua leitura 10 

ultravioleta em microplacas utilizando uma leitora EnSpire (Perkin Elmer, NY, EUA). 11 

Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo que as replicatas com 12 

variação maior que 10% foram repetidas.  13 

 14 

3.3.4.2 Determinação de Produtos Avançados de Oxidação Proteica (AOPP) 15 

Para a quantificação de AOPP no plasma utilizou-se o método 16 

descrito por Witko-Sarsat et al. (1996). A leitura da reação de AOPP foi realizada em 17 

leitor de microplacas (EnSpire, Perkin Elmer, USA) em comprimento de onda de 340 18 

nm e os resultados expressos em mM de equivalente de cloramina T.  19 

 20 

3.3.4.3 Determinação de Hidroperóxidos Lipídicos (LOOH) 21 

A avaliação da produção de LOOH por quimiluminescência foi 22 

realizada utilizando uma adaptação da técnica descrita por Flecha; Llesuy e Boveris 23 

(1991) e Panis e colaboradores (2012). A quimiluminescência estimulada por t-butil 24 

foi empregada para quantificar as concentrações de LOOH no soro. O ensaio 25 

baseia-se no consumo das defesas antioxidantes e a formação de LOOH, 26 

responsáveis pela elevação dos níveis de quimioluminescência relacionados ao 27 

estresse oxidativo.  28 

A leitura da reação foi realizada no equipamento luminômetro 29 

Glomax® (TD20/20), ao abrigo da luz para evitar a fosforescência, em temperatura 30 

controlada a 30 º C durante 60 minutos. Os resultados foram expressos em unidades 31 

relativas de luz (RLU) e a curva obtida foi utilizada como um indicador qualitativo da 32 

lipoperoxidação.  33 
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Os resultados quantitativos foram obtidos após a integração da área 1 

sob a curva utilizando o OriginLab® 7.5 software. 2 

 3 

3.3.4.4 Determinação do Potencial Antioxidante Total Plasmático (TRAP) 4 

O TRAP foi avaliado por quimiluminescência em uma adaptação do 5 

método descrito por Repetto e colaboradores, 1996. Esta metodologia detecta 6 

antioxidantes hidro e/ou lipossolúveis presentes no plasma. 7 

Ao meio de reação (1,8 mL de tampão glicina 0,1 M, pH 8,6) foram 8 

acrescidos 100 L de luminol em solução aquosa 200 M, 5 L de plasma diluído 9 

50% em tampão glicina e 100 L de solução aquosa de 2,2’ azo-bis (2-10 

amidinopropano) 200 mM. O 2,2’ azo-bis gera radicais peroxil rapidamente, via 11 

interação com radicais centrados em carbono e oxigênio molecular. Estes radicais 12 

livres reagem com o luminol (que atua como um amplificador de sinal), produzindo 13 

quimiluminescência. Esta reação é inibida pela superóxido dismutase, catalase, 14 

análogos da vitamina E e ácido úrico, dentre outros antioxidantes. 15 

A adição de plasma diminui a quimiluminescência por um período 16 

proporcional à concentração plasmática de antioxidantes até que os radicais livres 17 

sejam regenerados, restituindo-se os níveis iniciais de quimiluminescência. O 18 

sistema foi calibrado com análogo de vitamina E (Trolox), 100 L na concentração 19 

de 20 M em tampão glicina pH 8,6. Uma comparação do tempo de indução depois 20 

da adição de concentrações conhecidas de Trolox e plasma permite obter valores de 21 

TRAP em equivalentes de Trolox (µM Trolox). 22 

Este experimento foi conduzido em um leitor de microplaca (Victor X-3, Perkin 23 

Elmer®, EUA), em um modo de contagem não coincidente por 25 minutos e uma 24 

faixa de resposta entre 300 a 620nm com controle de temperatura a 30C. Todos os 25 

experimentos foram realizados em triplicata, sendo que as replicatas com variação 26 

maior que 10% foram repetidas. 27 

 28 

3.3.4.5 Determinação de Subprodutos do Óxido Nítrico (NOx) 29 

As dosagens de NOx foram realizadas pela mensuração das 30 

concentrações plasmáticas de nitrito e nitrato, utilizando uma adaptação da técnica 31 

descrita por Navarro-González e colaboradores (1998).  32 
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O método baseia-se na redução de nitrato a nitrito, mediado por 1 

reações de oxidação e redução ocorridas entre o nitrato presente na amostra e o 2 

sistema reagente cádmio-cobre com subsequente diazotização e detecção 3 

colorimétrica dos compostos formados pela reação de Griess em um comprimento 4 

de onda de 545nm em leitor de microplacas (EnSpire, Perkin Elmer, EUA).  5 

Os resultados foram expressos em µM. 6 

 7 

3.3.4.6 Determinação de citocinas, quimiocinas e leptina   8 

Citocinas (IL-6), quimiocinas (CXCL-8, CCL-11, CCL-13), receptor 9 

solúvel para fator de necrose tumoral (sTNF-R1) e leptina foram mensuradas por 10 

ELISA (DuoSet R&D Systems®, USA) de acordo com os procedimentos indicados 11 

pelo fabricante dos kits diagnósticos. Os resultados foram expressos em pg/mL. 12 

 13 

3.3.5 Considerações Éticas 14 

Este estudo realizou-se em concordância com a Declaração de 15 

Helsinki, foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (Anexo 1) e 16 

todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Informado previamente 17 

ao desenvolvimento da pesquisa. 18 

 19 

3.3.6 Análise Estatística  20 

As diferenças entre controles e pacientes foram avaliadas utilizando 21 

ANOVAs (variáveis contínuas) ou análises de tabelas de contingência usando testes 22 

de Qui-quadrado de Pearson (variáveis categóricas).  23 

As análises multivariadas foram utilizadas para examinar os efeitos 24 

das variáveis explanatórias (por exemplo, dados demográficos e diagnóstico) em 25 

variáveis dependentes (por exemplo, os biomarcadores de estresse oxidativo). Se 26 

significativo, foram realizadas análises univariadas para avaliar os efeitos das 27 

variáveis preditoras significativas nas variáveis dependentes.  28 

Análise da regressão logística binária automática foi utilizada para 29 

delinear os fatores de risco para a SCZ, tendo o grupo controle como grupo de 30 

referência.  31 

A fim de normalizar a distribuição de dados das variáveis (conforme 32 

avaliado através do teste de normalidade de Kolmogorov Smirnov), alguns 33 
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marcadores foram transformados para logaritmo natural. 1 

Todos os testes foram bicaudais e um valor de p menor ou igual a 2 

0,05 foi adotado para significância estatística. A versão 22 do programa SPSS foi 3 

utilizada para análise dos dados.  4 

5 
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4 ARTIGOS  1 

 2 

Os Resultados e Discussão serão apresentados na forma de artigos 3 

científicos. 4 

O primeiro artigo apresentado, entitulado como “Paraoxonase 1 and 5 

Psychiatric Disorders” é um trabalho de revisão bibliográfica que atualmente está 6 

sendo finalizado para submissão para publicação científica no periódico “Journal of 7 

Psychiatric Research”. 8 

O segundo artigo apresentado, entitulado como “Oxidative and 9 

Nitrosative Stress Biomarkers in Chronic Schizophrenia” foi publicado no periódico 10 

“Psychiatric Research” em 2017, volume 253, páginas 43 a 48. 11 

12 
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ABSTRACT 1 

 2 

Oxidative stress and lipid peroxidation have been described to play a role in 3 

psychiatric disorders. Paraoxonase 1 (PON1) is a polymorphic antioxidant enzyme 4 

with peroxidase properties which activity has been described to be altered in 5 

diseases where oxidative stress is involved in the pathophysiology. Since PON1 6 

activity may be estimated using different substrates which may or may not be 7 

influenced by polymorphisms, the literature investigating a possible link between 8 

PON1 activity and diseases employs different terminologies and may misslead the 9 

reader unifamiliar with PON1 to erroneous conclusions. We aimed to revise studies 10 

investigating a possible association of PON1 with different psychiatric diseases and 11 

report the results using a standardized terminology in order to offer a clearer view on 12 

the status of the knowledge.  In general, the studies seem to suport a decreased 13 

PON1 activity determined with the substrate phenylacetate (i.e., arylesterase or 14 

AREase), in mood disorders patients (even in the chronic ones) and in drug free 15 

schizophrenic (SCZ) patients. In chronic polymedicated SCZ patients, AREase 16 

activity is usually similar to control values. Regarding PON1 activity determined with 17 

the substrate paraoxon (i.e., POase activity), broad conclusions are more difficult to 18 

be established because the results are more heterogenous, which can be partially 19 

explained by the fact that this activity is influenced by the Q192R polymorphism and 20 

that most of the authors did not adjust the POase activity by this polymorphism. The 21 

scarcity of studies investigating PON1 activity in anxiety disorders and obsessive 22 

compulsive disorder does not allow general conclusions.  23 

 24 

Key words: PON1, anxiety, obsessive compulsive disorder, major depressive 25 

disorder, bipolar disorder, schizophrenia. 26 
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INTRODUCTION 1 

Psychiatric disorders have high social and economic impacts. It has 2 

been estimated that one in five adults (17.6%) experienced a common mental 3 

disorder within the past 12 months and 29.2% across their lifetime (Steel et al., 4 

2014). 5 

Psychiatric disorders frequently co-exist with other pathological 6 

states such as metabolic syndrome and cardiovascular diseases (Kessler et al., 7 

2007; Merikangas and Kalaydjian, 2007) suggesting the existence of shared 8 

pathophysiological mechanism(s). Oxidative stress is a biological condition 9 

accompanying mental disorders that has been drawning attention (Ng et al., 2008) 10 

and it may link psychiatric disorders and some of the comorbidities (Maes et al., 11 

2011).  12 

Paraoxonases (PON) are a family of detoxifying enzymes composed 13 

by three members: PON1, PON2 and PON3. PON1 and PON3 are expressed mainly 14 

in the liver and part of them are secreted into the blood associated with serum high 15 

density lipoproteins (HDLs), whereas PON2 is expressed in nearly all tissues (Bar-16 

Rogovsky et al., 2013). PON2 is the ancient member but the name of the family (i.e., 17 

paraoxonases) derived from the ability of PON1, the most studied PON, to hydrolyze 18 

the pesticide paraoxon (Bar-Rogovsky et al., 2013). The primary physiological role of 19 

PON1 is still uncertain but since its antioxidant property has been described 20 

(Mackness et al., 1993; Watson et al., 1995), this enzyme has been investigated in 21 

diseases that involve oxidative imbalance. 22 

Considering that oxidative stress with consequent lipid peroxidation 23 

have been described to play a role in psychiatric disorders and the peroxidase 24 

property of PON1, the association of PON1 with different psychiatric diseases 25 

diagnostic and clinical characteristics is the subject of this review. 26 

 27 

DETERMINATION OF PON1 ACTIVITY AND GENOTYPING 28 

PON1 is polymorphic and more than 160 single nucleotides 29 

polymorphisms (SNP) have been described in the coding or in introns and regulatory 30 

regions of the PON1 gene (Jarvik et al., 2003; Richter et al., 2008). The majority of 31 

these polymorphisms have not been yet characterized, but may affect splicing 32 

efficiency, message stability or efficiency of polyadenylation.  33 
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The most studied polymorphisms in the coding region are the Q192R 1 

(rs 662) which comprehends a substitution of glutamine by arginine at the position 2 

192 and L55M (rs 854560) which comprehends a substitution of leucine by metionine 3 

at the position 55.  4 

The Q192R polymorphism influences the catalytic activity of PON1 5 

but the direction of this change is substrate-dependent (Li et al., 2000; Mackness et 6 

al., 2001). The R allozyme is more efficient to detoxify substrates such as paraoxon 7 

and 4-chloromethyl phenol acetate (CMPA) whereas the Q one is more efficient to 8 

detoxify substrates such as diazoxon, for example. Based on this knowledge, if a 9 

study aims to estimate PON1 total plasmatic activity, it is strongly recommended the 10 

use of a substrate which detoxifying rate is not influenced by the Q192R, eg., 11 

phenylacetate (Costa et al., 2005; Jarvik et al., 2000). It is noteworthy that many 12 

studies from the literature employ the detoxifying rate of paraoxon to estimate PON1 13 

total activity and do not adjust the result by the Q192R genotype which can mislead 14 

data interpretation.  15 

The L55M polymorphism does not affect PON1 catalytic activity, but 16 

has been associated with plasma PON1 protein levels. PON1M55 is associated with 17 

low plasma PON1 (Mackness et al., 1998). However, this appears to result primarily 18 

from linkage disequilibrium with a polymorphism located in the promoter region, i.e., 19 

the C(−108)T. The −108C allele provides higher levels of PON1 (approximately 20 

twice) than the −108T allele (Leviev and James, 2000). 21 

Another point that needs to be taken into consideration when studies 22 

investigating the association of PON1 genotypes with diseases are analyzed is that 23 

PON1 activity may vary up to 50-fold and the PON1 protein levels up to 15-fold within 24 

the same genotype (Costa et al., 2003; Richter and Furlong, 1999). In this way, it is 25 

suggested that on the top of genotyping, PON1 total plasmatic activity be measured 26 

in order to adjust the data.  27 

Based on the above considerations, it has been suggested that to 28 

have a more reliable scenario about PON1 as a marker of susceptibility for diseases, 29 

the studies should investigate total PON1 plasmatic activity using phenylacetate (and 30 

not paraoxon) associated or not with genotyping (Li et al., 1993). 31 

Due to the different terminologies used in the literature, in this review 32 

we will standardize the name of the PON1 activity by the susbstrate used. The 33 
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readers should be aware that activity determined using paraoxon (POase) or CMPA 1 

(CMPAase) are influenced by the Q192R polymorphism and do not reflect total 2 

PON1 activity. This later is reflected by AREase activity (substrate is phenylacetate) 3 

determined under low salt condition.  4 

 5 

PON1 AND ANXIETY 6 

Adult patients diagnosed with general anxiety disorder (GAD) and 7 

without other psychiatric comorbidities presented increased levels of hydroperoxides, 8 

decreased POase activity (no adjustment for Q192R genotype) and unaltered 9 

AREase activity (Bulut et al., 2013). There was no correlation between the severity of 10 

GAD and the observed results. In a study conducted with kids and teenagers (6-16 11 

years old) diagnosed with any anxiety disorder increased hydroperoxides levels were 12 

also reported but neither POase or AREase PON1 activities were influenced by the 13 

diagnostics (Ceylan et al., 2014). 14 

In a study conducted with healthy subjects derived from a project 15 

investigating the role of diverse risk factors in the genotype on responses to regular 16 

exercise (Sklan et al., 2004), POase activity (no adjustement for Q192R genotype) 17 

showed inverse association with state anxiety (i.e., experienced at a certain time). 18 

Moreover, genotyping for Q192R, L55M and C(−108)T polymorphisms showed that 19 

in individuals classified as high trait anxiety, it was more frequent PON1 192R 20 

homozygous whereas in the ones classified as lower trait anxiety it was more 21 

frequent individuals heterozygous to C(−108)T.  22 

 23 

PON1 AND OBSESSIVE COMPULSIVE DISORDERS 24 

The only study retrieved with patients diagnosed with obsessive 25 

compulsive disorder was conducted with kids and teenagers (8-17 years) and report 26 

decreased POase activity (data not adjusted for Q192R genotype) as well as 27 

decreased total antioxidant status and increased total oxidant status. AREase activity 28 

did not differ significantly between groups (Kandemir et al., 2013).  29 

 30 

PON1 AND DEPRESSION 31 

The first study that investigated a possible association between 32 

PON1 and MDD patients reported no association (Sarandol et al., 2006) between 33 
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MDD and POase or AREase activities as well as Q192R functional genotype even 1 

though a lipid peroxidation marker (malondialdehyde) was increased in patients. The 2 

subjects were patients diagnosed with MDD and without other psychiatric 3 

comorbidities. Basal blood was collected with patients free of antidepressants for at 4 

least 3 weeks. Lack of altered AREase activity has also been reported in drug-naive 5 

women diagnosed with MDD (Kodydková et al., 2009). There are, however, studies 6 

reporting significant lower AREase, but not POase, activity in MDD patients (Barim et 7 

al., 2009; Bortolasci et al., 2014; Kotan et al., 2011) including in patients that were 8 

free of drug for 3 months (Kotan et al., 2011). 9 

Regarding the effects of antidepressant treatment on PON1, one 10 

study reported reduced POase and AREase activities after 6 weeks of 11 

antidepressants treatment (Sarandol et al., 2006) whereas 3 studies reported 12 

increased activities. Compared to pre-treatment values,  Kodydková et al. (2009) 13 

reported increased AREase and POase activities after 24 weeks of antidepressant 14 

treatment (drug and dose adjusted for each patient); Barin et al. (2009) reported 15 

increased AREase activity but not POase 3 months after the beginning of citalopram 16 

treatment; Kotan et al. (2011) reported both AREase and POase activities to be 17 

increased 24 weeks after antidepressant treatment. 18 

In a meta-analysis study recently published (Liu et al., 2015), the 19 

authors reported that serum PON1 activity was lower in acute episodes than controls 20 

(studies used were Kotan et al., 2011; Barim et al., 2009 and Bortolasci et al., 2014), 21 

but it didn’t increase after antidepressant therapy (studies used were Kotan et al., 22 

2011 and Barim et al., 2009). The lack of significance regarding the antidepressant 23 

therapy may be a caveat due to lack of statistical power (only 2 studies and a total of 24 

67 patients) or to misunderstanding of the nomenclature of the activities. If the 25 

authors are considering as paraoxonase activity the activity obtained with paraoxon 26 

so we would have a negative (Barim et al., 2009) and a positive (Kotan et al., 2011) 27 

study. But in this case, the work of Bortolasci et al (2014) could not have been 28 

included in the analysis of acute episodes because they are considering total 29 

paraoxonase activity which was obtained with phenylacetate as substrate and is 30 

equivalente to what Barim et al. (2009) and Kotan et al., (2011) are considering 31 

AREase activity. And if we consider AREase activity, both Barim et al. (2009) and 32 

Kotan et al., (2011) studies report increased activity after antidepressant treatment. 33 
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Besides the association of MDD with PON1 activity, there are also 1 

studies reporting on the association with the concentration of the enzyme as well as 2 

with polymorphisms. Oglodek (2017) split the patients into mild, moderate and severe 3 

depression groups and reported that patients with depression had lower PON1 blood 4 

concentration levels as depression became more severe. Lawlor et al. (2007) 5 

examined the databank from the British Women’s Heart and Health (BWHH) study 6 

and reported that in women aged 60-79 years, the 192R genotype was found to be 7 

associated with respondent reports of doctor-diagnosed depression. This observation 8 

was not corroborated by two other studies that employed DNA methodology (Rice et 9 

al., 2009) or functional genotyping (Sarandol et al., 2006). Rice et al. (2009) 10 

examined two independent older population samples (the ELSA and InCHIANTI 11 

studies) which are not gender specific and have data from validated scales of 12 

depression symptoms and found that the Q192R polymorphism was not associated 13 

with current depressive symptoms or history of diagnosed depression in either study 14 

independently, or across the combined sample of 3919 people aged 60-79 years.  15 

In summary, the studies seem to suport a decreased AREase PON1 16 

activity in MDD patients which may play a role in the pathophysiology of MDD, 17 

exacerbating the oxidative stress that is known to occur in this disorder (Maes et al., 18 

2012, 2011). Inflammation also takes place in the pathophysiology of MDD and since 19 

PON-1 hepatic synthesis is inhibited by inflammatory stimulus (Feingold et al., 1998) 20 

the decreased activity observed in MDD patients may be a result of lower 21 

concentration of PON1 in the blood, as suggested by the study of Oglodek (2017). 22 

 23 

PON1 AND BIPOLAR DISORDER 24 

Compared to MDD, fewer studies investigating an association 25 

between PON1 and bipolar disorder (BD) are available.  26 

Regarding PON1 activity, the studies report decreased 27 

POase/CMPAase (Ezzaher et al., 2010; Moreira et al., 2017, respectively) and 28 

AREase activities (Moreira et al., 2017)  in BD; lack of association between AREase 29 

activity and BD (Bortolasci et al., 2014). Moreira et al. (2017) also report an inverse 30 

association between CMPAase (equivalent to POase) and AREase activities and 31 

number of depressive and manic episodes as well as an association between lower 32 
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CMPAase/POase activity and worse scores in quality of life and disability scales, 1 

reflecting worse outcomes in mood disorders (both BD and MDD).  2 

When PON1 Q192R polymorphism is considered, a positive 3 

association between the R allele and BD was reported in a Tunisian population by 4 

Ezzaher et al. (2012) which was partially corroborated by Kuçukali et al (2015), who 5 

reported a lower frequency of QQ genotype in BD in a Turkish population but it did 6 

not reach statistical significance. PON1 L55M studies are controversial with Ezzaher 7 

et al. (2012) reporting a higher frequency and Kuçukali et al (2015) reporting a lower 8 

frequency of the MM genotype in BD. Both studies, however, found a higher 9 

frequency of the heterozygous LM genotype in BD. As previously mentioned, it is 10 

difficult to weigh the results of genotyping when PON1 total plasmatic activity is not 11 

measured. A priori, it is expected MM genotype individuals to express less PON1 and 12 

it would be difficult to understand how they would be protected from BD if we 13 

consider the antioxidant role of PON1.  14 

 15 

PON1 AND SCHIZOPHRENIA 16 

In drug naïve first episode psychosis (FEP) patients, decreased 17 

AREase (Brinholi et al., 2015; Noto et al., 2015; Sarandol et al., 2015) and unaltered 18 

POase (Sarandol et al., 2015) activities were reported. Recovery of the AREase 19 

activity was observed 11 weeks after risperidone treatment (Noto et al., 2015) but not 20 

6 weeks after diverse antypsychotics treatment (Sarandol et al., 2015). Despite the 21 

recovery observed after risperidone treatment, AREase activity did not predict 22 

treatment outcome though (Noto et al., 2015).  23 

The results obtained in chronic patients with schizophrenia (SCZ) are 24 

more diverse. In polymedicated SCZ patients, most of the studies report normal 25 

AREase (Boll et al., 2017; Yegin, 2012) and POase (Kulaksizoglu and Kulaksizoglu, 26 

2016; Mabrouk et al., 2014; Yegin, 2012) activities. Ünsal et al. (2013) reported lower 27 

POase activity (not adjusted for PON1 Q192R genotype) in patients taking 28 

olanzapine but not in patients taking quetiapine. Noteworthy, the statistical 29 

significance disappears if the patients were combined into one group of SCZ patients 30 

without taking into consideration the drug being taken. Kuçukali et al. (2008) also 31 

reported lower POase activity in chronic SCZ patients. Differently from the other 32 

studies, Sarandol et al (2007) evaluated POase and AREase activities in chronic 33 
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patients after a 3 weeks washout period and reported both activities to be lower than 1 

the control group (i.e., similar to what is generally observed in drug naive FEP 2 

patients). Six weeks after the drugs being reintroduced, there seems to be a partial 3 

recovery of the enzyme activities (post-treatment values were not statistically 4 

significant when compared to either pre-treatment or control values). There is only 5 

one study reporting increased POase and AREase activities and it was conducted 6 

with patients taking clozapine or risperidone for at least 1 year (Gilca et al., 2014). 7 

Regarding PON1 polymorphisms, Matsumoto et al (2002) did not find 8 

an association between the Q192R polymorphism and SCZ in a case-control study 9 

conducted with a Japanese population. On the other hand, Kuçukali et al. (2008) 10 

reported the RR genotype to be more prevalent in SCZ patients than controls. 11 

Summing up, the majority of studies would suggest that in the 12 

begining of the disease, PON1 activity is lower but it is recovered with the 13 

introduction of the apropriate pharmacotherapy even though markers of inflammation 14 

and oxidative stress remain altered. 15 

 16 

FINAL CONSIDERATIONS 17 

There are not too many studies investigating the association of 18 

PON1 with psychiatric disorders specially with anxiety disorders and obsessive 19 

compulsive disorder. 20 

It is noteworthy the great diversity of terminology regarding PON1 21 

activity used by different authors which can certainly misslead the reader unfamiliar 22 

with PON1 to erroneous conclusions.  23 

In general, the studies seem to suport a decreased AREase PON1 24 

activity in mood disorders patients (both MDD and BD), even in the chronic ones. In 25 

SCZ, AREase PON1 activity is also decreased but mainly in drug free patients. In 26 

chronic polymedicated patients AREase activity is usually similar to control values, 27 

indicating that antypsychotic treatment or the chronicity of the disease seem to 28 

recover AREase activity. Regarding POase activity, broad conclusions are more 29 

difficult to be established because the results are more heterogenous, which can be 30 

partially explained by the fact that this activity is influenced by the Q192R 31 

polymorphism and that most of the authors did not adjust the POase activity by this 32 

polymorphism.  33 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 1 

 2 

A revisão realizada mostrou que há poucos estudos na literatura 3 

científica que investigaram a associação da PON1 com as doenças psiquiátricas. 4 

Entre os diversos diagnósticos estudados, ansiedade e transtorno obsessivo 5 

compulsivo são os menos abordados neste tema. Fica evidente que a grande 6 

diversidade de terminologias referindo-se à atividade da PON1 utilizadas por cada 7 

autor pode facilmente levar leitores com pouca familiaridade a conclusões 8 

equivocadas em suas análises. 9 

A maioria dos estudos elencados descrevem a redução da atividade 10 

AREase da PON1 nos pacientes crônicos com transtornos de humor (depressão e 11 

transtorno bipolar). Nos pacientes virgens de medicamento com esquizofrenia, a 12 

atividade AREase da PON1 também está reduzida.  13 

Já nos pacientes com diagnóstico de esquizofrenia crônica e 14 

estáveis (sob tratamento farmacoterapêutico) a atividade da AREase equipara-se 15 

aos valores apresentados pelos grupos controles. Tais resultados, apresentados no 16 

segundo artigo desta tese, sugerem que ou o tratamento com antipsicóticos ou a 17 

cronicidade da doença podem recuperar a atividade da AREase. Diante disso, 18 

possivelmente a farmacoterapia é mais efetiva na modulação da resposta oxidativa 19 

plasmática que na resposta imune inflamatória, já que encontramos, em 20 

consonância com outros autores, resultados que mostram alterações semelhantes 21 

frente a este diagnóstico. Portanto, não podemos considerar a PON1 e os 22 

marcadores de estresse oxidativo e nitrosativo analisados como biomarcadores 23 

confiáveis para esquizofrenia crônica em pacientes medicados. 24 

Com relação à atividade POase da PON1, é mais difícil estabelecer 25 

conclusões pela heterogeneidade dos resultados publicados, fato que pode ser, pelo 26 

menos em parte, explicado pela ausência de ajuste dos dados pelo polimorfismo 27 

Q192R.  28 

Na busca de novos resultados envolvendo a PON1, é extremamente 29 

importante a especificação de qual metodologia e terminologia foram adotadas para 30 

a verificação da atividade enzimática e faz-se essencial a realização de ajuste ou 31 

correção de acordo com a variância dos polimorfismos da população estudada. A 32 
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partir desta padronização e de novos e maiores estudos a PON1 pode vir a ser um 1 

marcador para as doenças psiquiátricas. 2 

3 
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