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RESUMO

Embora consideravel progresso tenha sido feito na busca pelos fatores de risco que
contribuem para a fisiopatologia da esquizofrenia (SZ), a sua a etiologia esta longe
de ser compreendida. Porém, ha cada vez mais evidéncias sugerindo a participagao
do estresse oxidativo e da inflamagao como coparticipantes na mediagao para esta
doencga. Os objetivos principais deste estudo foram: avaliar a atividade enzimatica da
paraoxonase 1 (PON1) e os niveis plasmaticos de citocinas (interleucina (IL)-4, IL-6,
IL-10 e fator de necrose tumoral-a frente a um primeiro episédio psicético (PEP); e
paralelamente analisar o potencial antioxidante de antipsicéticos (clozapina,
haloperidol, olanzapina, quetiapina, risperidona e ziprasidona) utilizados no
tratamento da SZ. A atividade da PON1 foi determinada pela hidrélise do
fenilacetato, ja as citocinas foram dosadas por meio de citometria de fluxo. A
capacidade de eliminacdo de radicais livres ABTS+, a redugdo do radical livre
DPPHe e producdo de produtos de espécies reativas de oxigénio por neutrdfilos
foram os testes usados para avaliar a capacidade antioxidante das drogas
antipsicoticas, in vitro. Foi observado que o PEP é caracterizado pela reducéo da
atividade anti-inflamatdria/antioxidante da PON1 e que existe uma relagéo inversa
entre a diminuicdo desta atividade e o aumento nos niveis de algumas citocinas,
incluindo IL-6, IL-4 e IL-10. Nos resultados in vitro, observou-se que antipsicoéticos
atipicos, principalmente clozapina e olanzapina, possuem atividade antioxidante. Em
funcao dos resultados apresentados é razoavel pensar que pacientes que fazem uso
de antipsicoticos atipicos possam ter aumento da atividade antioxidante o que
contribuiria para modulagdo das citocinas sugerindo um mecanismo neuroprotetor
para estes medicamentos.

Palavras-chave: Antioxidantes. Antipsicoticos. Citocinas. Esquizofrenia. Estresse
Oxidativo. Paraoxonase. Primeiro Surto Psicético.



BRINHOLI, Francis Fregonesi. Relationship between cytokine levels and
paraoxonase-1 in first psychotic episode: pharmacotherapy could influence the
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ABSTRACT

Although considerable progress has been made in search for factors that contribute
to the pathophysiology of schizophrenia (SZ), its etiology is far from being
understood. However, there is increasing evidence suggesting the involvement of
oxidative stress and inflammation as mediating factors for this disease. The main
objectives of this study were: to evaluate the enzymatic activity of paraoxonase 1
(PON1) and cytokines (interleukin (IL)-4, IL-6, IL-10 and tumor necrosis factor-a)
levels against a first episode psychotic (FEP); and analyze, in vitro, the antioxidant
potential (clozapine, haloperidol, olanzapine, quetiapine, risperidone, ziprasidone)
used in treatment of SZ. The activity of PON1 was determined by the formation of
hydrolysis of phenyl acetate, as the cytokines assayed by flow cytometry. The
scavenging capacity of free radical ABTS +, the reduction of free radical DPPH+ and
producing products of reactive oxygen species by neutrophils were used to assess
the antioxidant capacity of antipsychotic drugs. The present study provides
evidences that FEP is characterized by an inverse relationship between lowered
activity of the anti-inflammatory/antioxidant enzyme PON1 and increased cytokine
levels, including IL-6, IL-4 and IL-10. Atypical antipsychotics, particularly clozapine
and olanzapine, have antioxidant activity, in vitro. The present study provides
evidence that patients making use of atypical antipsychotics may have increased
antioxidant activity and this increase would contribute to modulation of cytokines,
sugesting a possible neuroprotective effect of these drugs.

Keywords: Antioxidants. Antipsychotic. Cytokines. First Episode Psychosis.
Oxidative Stress. Paraoxonase. Schizophrenia.
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1 INTRODUGAO
1.1 ESQUIZOFRENIA

A esquizofrenia (SZ) é wuma doenca debilitante do
neurodesenvolvimento que afeta cerca de 1% da populagdo mundial
(RAHMOUNE et al., 2013; WU, KOSTEN, ZHANG, 2013). E caracterizada por
uma ampla gama de comportamentos anormais, geralmente divididos em trés
categorias principais: sintomas positivos, tais como delirios, alucinagbes e
disturbios do pensamento; sintomas negativos, incluindo disturbios do humor e
isolamento social; e fungdo cognitiva prejudicada (CHITTIPROL et al., 2010;
BITANIHIRWE; WOO, 2011; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2013a; BOSKOVIC et al., 2013). O inicio da doenca aparece, normalmente,
durante a adolescéncia ou inicio da idade adulta (SILVA, 2006;
CHEW; FUSAR; SCHMITZ, 2013). Apesar de poder surgir de forma abrupta,
no primeiro episddio psicético (PEP), o quadro mais frequente se inicia de
maneira insidiosa (SILVA, 2006; CHEW; FUSAR; SCHMITZ, 2013). Sintomas
prodromicos pouco especificos, incluindo perda de energia, iniciativa e
interesse, humor depressivo, isolamento, comportamento inadequado,
negligéncia com a aparéncia pessoal e higiene, podem surgir e permanecer por
algumas semanas ou até meses antes do aparecimento de outros sintomas

mais caracteristicos da doencga (SILVA, 2006).

Embora consideravel progresso tenha sido feito na busca pelos
fatores que contribuem para a fisiopatologia da SZ, sua etiologia esta longe de
ser compreendida (RAHMOUNE et al.,, 2013). Os avangos realizados nos

ultimos anos demonstram uma forte ligagcado entre alteragbes neuroquimicas,
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neuroanatdmicas e neurofisiolégicas que incidem no comportamento
esquizofrénico, porém ainda falta muito a ser feito na elucidacao de um real
diagnéstico que auxilie em tratamentos mais eficazes, reabilitacdo e
possivelmente uma prevencao (BRESSAN, PILOWSKY, 2000; JIANG et al.,
2013). Diversas teorias foram propostas a fim de tentar explicar a etiopatologia

da SZ, dentre estas destacam-se:

Teoria Genética

A teoria genética esta baseada no fato de que a SZ é uma
doenca hereditaria (VALLADA FILHO; BUSATTO FILLHO, 1996). A prevaléncia
estimada da SZ em diferentes populagdes € em torno de 1%. Porém, entre
parentes de primeiro grau de um paciente esquizofrénico, o indice gira em
torno de 10%, o qual vai decrescendo em parentes mais afastados sendo que
em familiares em 2° e 3° grau, o risco aumenta seis e duas vezes,
respectivamente (CANNON et al., 1998; CARDNO et al., 1999; TSUANG et al.,
2001). Estudos conduzidos com gémeos também demonstraram que existe um
forte componente genético na fisiopatologia da SZ (CARDNO et al., 1999;
KRINGLEN, 2000). Observa-se uma concordancia em gémeos monozigoticos
entre 50 a 60% e em gémeos dizigéticos entre 10 a 15% (CARDNO et al.,
1999; SULLIVAN; KENDLER; NEALE, 2003). No entanto, caso a etiologia
fosse apenas atribuida a genética, a concordancia para a SZ, em gémeos
monozigoticos, seria 100% e, se fosse geneticamente independente, o risco
seria 0 mesma que o da populagdo em geral, cerca de 1% (KRINGLEN, 2000;

SULLIVAN; KENDLER; NEALE, 2003). Por um lado, estes estudos
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demonstram a existéncia do componente genético mas, por outro lado, também
ressalta a participacdo do componente ambiental na expressao da doenca

(VALLADA FILHO; BUSATTO FILLHO, 1996).

Teorias Neuroquimicas

Dentre as diversas teorias baseadas em neurotransmissores
envolvidos na SZ, a teoria dopaminérgica, teoria serotoninérgica e

glutamatérgica se destacam.

A teoria dopaminérgica originou-se apds a observagéao de que
certas drogas psicoestimulantes, como por exemplo, anfetaminas e levodopa,
quando administradas em doses altas e repetidas por longos periodos,
causavam uma psicose tdéxica com caracteristicas muito semelhantes as da SZ
paranoide em fase ativa (LARUELLE et al., 1996). Estas substancias possuem
a propriedade de estimular a neurotransmissao da dopamina pelo seu efeito
antagonista nos receptores pés-sinapticos da dopamina, além de impedir a sua
inativacdo na fenda sinaptica (LARUELLE et al., 1996). Assim, observou-se
que sintomas esquizofreniformes, poderiam ser devido ao excesso de atividade
dopaminérgica (LARUELLE et al.,, 1996). A partir desta observagéo, foram
desenvolvidos antipsicéticos tipicos, bloqueadores do receptor da dopamina do
tipo D2 levando a diminuigdo da atividade dopaminérgica (FALKAI, et al.,

2006).

A teoria serotoninérgica na fisiopatologia da SZ surgiu da

relacdo entre a dietilamina do acido lisérgico (LSD), uma substancia
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alucinégena, e o seu efeito como agonista dos receptores da serotonina
(HARRISON, 1999). O uso de LSD leva a sintomas como desrealizacao,
despersonalizagdo e alucinagdes visuais, experiéncias semelhantes a alguns
sintomas da SZ (SEELEY; STEPHENS; TATE., 2003). Essa observacao
levantou a possibilidade de que um déficit de serotonina estivesse envolvido na
patogénese da SZ (SEELEY; STEPHENS; TATE., 2003). Ao observar o papel
dos receptores da serotonina nesta doenca, foi desenvolvida a clozapina
(CLO), um antipsicético atipico, utilizado para o tratamento desta patologia, que
provou ser o farmaco mais eficaz quando comparados a antipsicéticos tipicos,
por possuir menor afinidade de ocupagao para os receptores dopaminérgicos,
tendo um alto grau de ocupagéo nos receptores serotoninérgicos o que leva a
uma auséncia de efeitos extrapiramidais sendo uma medicacdo de escolha

para o tratamento na SZ refrataria (REINKE et al., 2004).

A teoria glutamatérgica foi desenvolvida observando pesquisas
que demonstraram que os receptores glutamatérgicos tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA) estado envolvidos na fisiopatologia da SZ e podem ser alvo para
tratamentos psicofarmacolégicos (BRESSAN; PILOWSKY, 2003). Dois
anestésicos, a fenciclidina e a cetamina, tiveram seu uso associado a sintomas
psicoticos (delirios, desorganizacao, ilusdes visuais e auditivas, embotamento
afetivo, isolamento e retardo psicomotor) e a neurotoxicidade. Ambos
anestésicos atuam como antagonistas do receptor glutamatérgico tipo NMDA
(BRESSAN; PILOWSKI, 2003). O aminoacido glutamato €& um
neurotransmissor, geralmente excitatorio, envolvido no processo de

aprendizagem, memoria e desenvolvimento cerebral (GOFF; COYLE, 2001). A
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hipofungdo do NMDA do sistema glutamatérgico altera a plasticidade sinaptica,
sendo esta a base desenvolvimento cognitivo, memdéria e aprendizagem
(BRESSAN; PILOWSKI, 2003). Ha uma grande diversidade de subtipos de
receptores glutamatérgicos que sao codificados geneticamente, mas cuja
expressao pode ser alterada por fatores ambientais durante o desenvolvimento
cerebral, criando uma disfungédo glutamatérgica e aumentando o risco para o

desenvolvimento da SZ (GOFF; COYLE, 2001).

Esquizofrenia como Disturbio do Neurodesenvolvimento

Esta teoria foi baseada em estudos sugerindo que eventos de
ocorréncia precoce, durante a vida intrauterina ou logo apds o nascimento,
podem levar a prejuizos no desenvolvimento do sistema nervoso central e ser
de importancia fundamental na etiologia de uma parcela dos casos de SZ
(AKIL;  WEINBERGER, 2000). Estudos demostraram que algumas
complicagbes durante a gravidez, a saber: ma-nutricdo materna, hemorragia,
partos antecipados, incompatibilidade sanguinea, hipoxia fetal, hipoglicemia,
infeccdo materna, crescimento fetal anormal, complicagdes no parto podem
aumentar o risco de desenvolvimento de SZ (BYRNE et al., 2007; OLGIATI et

al., 2009).

Varios agentes infeciosos também aparecem associados a SZ
(BROWN; DERKITS, 2010). Estudos epidemiolégicos observaram um aumento
da prevaléncia de SZ em individuos nascidos durante epidemias de H.

influenza e em nascimentos durante os meses de inverno/inicio da primavera, o
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que pode estar associado a uma maior exposicdo materna a este virus
(BROWN; DERKITS, 2010). Elevagdo de anticorpos IgG, durante a vida
intrauterina ou logo apdés o nascimento, para Toxoplasma gondii,
citomegalovirus e herpes virus tipo 2 podem levar a uma ativagdo da micrdglia,
que leva a um aumento da inflamacao e do estresse oxidativo (EO) no sistema
nervoso central (SNC). Estas alteragées podem causar dano neuronal ficando
este individuo mais vulneravel ao surgimento e perpetuagao da psicose e/ou de
outros sintomas que compdem a SZ (WEINBERGER, 2001; LEWIS, LEVITT;

2002; BUKA et al., 2008).

Teoria da neuropatologia

Esta teoria foi desenvolvida em achados de estudos utilizando
a tomografia computadorizada de cranio. Este exame passou a detectar sinais
consistentes de atrofia cerebral, incluindo alargamento dos ventriculos
cerebrais e aumento de sulcos corticais numa proporgao consideravel de
pacientes esquizofrénicos cronicos e agudos, independentemente de fatores
nao-especificos como idade, uso de neurolépticos e eletroconvulsoterapia

(Lewis, 1999).

Estudos post mortem também demostraram anormalidades nos
cérebros de alguns pacientes esquizofrénicos, incluindo diminuigdes globais de
volume/peso e reducdes localizadas em areas temporais e frontais, alteracdes
no numero, tamanho e distribuicdo dos neurbnios em camadas e diminuicao de

células gliais (ARNOLD; RUSCHEINSKY; HAN, 1997; STEVENS, 1999).
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Teorias Psicolégicas

A partir da década de 40, teorias psicoldgicas tentando explicar
a esquizofrenia a partir de relacionamentos familiares patoldgicos e padrbes de
comunicagao interpessoal aberrantes ganharam forga, influenciando certas
escolas do pensamento psiquiatrico. Em 1948, Fromm-Reichmann introduziu a
idéia da “méae esquizofrenogénica”, observando que determinados padrbes de
comportamento materno, incluindo hostilidade e rejeicdo, pareciam ser
frequentes em méaes de pacientes que desenvolviam SZ (HOLMES, 2001).
Porém, duas frentes em particular tém demonstrado, de forma convincente,
que, fatores psicossociais nado estdo primariamente relacionados com a
etiologia da doenca, mas certamente influenciam a forma de aparecimento e o
curso dos sintomas esquizofrénicos (BASTOS, 1981). Uma destas correntes
diz respeito ao ambiente familiar de pacientes esquizofrénicos sendo que
variados tipos de atitudes hostis ou do excesso de envolvimento emocional por
parte de familiares de esquizofrénicos aumentam significativamente a taxa de
recaida e reintegragao hospitalar destes pacientes (BROWN; BIRLEY; WING,
1992). A segunda corrente relaciona-se com o estudo da influéncia de “eventos
estressores psicossociais” no curso da doenga. Sabe-se que o curso de
diversas doencgas pode ser influenciado por “eventos estressores psicossociais”
como perda de familiar préximo, mudanga de moradia, exames escolares, etc
(ZUBIN; SPRING, 1997). Estudos investigando a influéncia destes eventos no
curso da SZ sugerem que pacientes esquizofrénicos podem apresentar pioras

dos sintomas diante deste tipo de estresse (ZUBIN; SPRING, 1997).
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Apesar das diversas teorias a respeito da etiopatogia da SZ,
nenhuma delas é capaz de explicar completamente a fisiopatologia desta
doenca sugerindo o envolvimento de forma associada tanto de fatores
genéticos como ambientais.

Somando-se a estes fatos, ha cada vez mais evidéncias
indicando o envolvimento de radicais livres na disfungao neuronal, sendo o EO,
definido como um desequilibrio entre antioxidantes e pré-oxidantes no
organismo, identificado como um possivel elemento no processo
neuropatologico (PEDRINI et al., 2012; WU, KOSTEN, ZHANG, 2013). Junto
com estes, a inflamagédo também tem sido considerada como um importante

causador e/ou fator de mediagao para a SZ (NA; JUNG; KIM, 2014).

A SZ constitui um transtorno de dificil diagnéstico (AMORIN,
2000). O PEP é considerado o estagio inicial da doenga, com surgimento dos
primeiros sintomas (GOUVEA et al., 2014). O estabelecimento de critérios para
a definicdo de um PEP é complexo pois trata-se de uma condigédo heterogénea,
variando quanto a apresentacéo clinica e idade de inicio (AMORIN, 2000; DEL-
BEN et al., 2010; GOUVEA et al., 2014). No momento da avaliag&o inicial do
PEP, uma vasta gama de hipdteses diagnosticas pode ser levantada para
justificar o quadro clinico, incluindo doengas psiquiatricas, neuroldgicas, outras
condicbes medicas gerais ou ainda uso de substdncias psicoativas
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PSIQUIATRIA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PEDIATRIA, 2012). Soma-se a isso que, até o presente momento, nao existem
marcadores bioldgicos capazes de identificar a SZ, bem como outras

representagdes objetivas para o espectro da SZ e outros transtornos psicéticos.
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Diante disto, o diagnostico desta patologia baseia-se fundamentalmente no
julgamento clinico de informag¢des obtidas por meio da anamnese psiquiatrica,
com base em sintomas e sindrome clinica (JABLENSKY, 2010). Diante deste
fato, torna-se ainda mais relevante a aplicacdo sistematica de critérios
diagnosticos operacionais e uso de instrumentos de avaliacdo padronizados

desenvolvidos especificamente para esse fim (DEL-BEN et al., 2010).

Para conduzir entrevistas clinicas estruturadas para gerar um
diagnédstico de espectro da SZ e outros transtornos psicéticos, o diagnostico
requer, pelo menos, seis meses de sinais continuos de perturbagdo que podem
incluir sintomas prodrémicos ou residuais, entre eles, delirio, alucinagdes,
discurso desorganizado, sintomas negativos e cogni¢cdo prejudicada. Durante
ao menos um més desse periodo, pelo menos dois dos seguintes sintomas
devem estar presentes e pelo menos um destes sintomas deve ser delirio,
alucinagdes ou discurso desorganizado, sendo que estes sintomas ndo podem
ser decorrentes do uso de substancias psicoativas ou decorrentes de outras

doengas (ORGANIZAGCAO MUNDIAL DA SAUDE, 1993).

O diagndstico psiquiatrico é realizado com base nos dois
principais sistemas de classificagdo diagndstica: a Classificagdo Internacional
das Doengas, 102 revisdo (CID-10) e o Manual Diagnéstico e Estatistico dos
Transtornos Mentais, 5% edigdo (DSM-5). Os transtornos esquizofrénicos se
caracterizam em geral, na CID-10, por distorcdes fundamentais e
caracteristicas do pensamento e da percepcao, e por afetos inapropriados ou
embotados (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1993). Geralmente

mantém-se clara a consciéncia e a capacidade intelectual, embora certos
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déficits cognitivos possam evoluir no curso do tempo (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 1993). Os fenémenos psicopatoldégicos mais
importantes incluem o eco do pensamento, a imposicdo ou o roubo do
pensamento, a divulgacdo do pensamento, a percepc¢do delirante, ideias
delirantes de controle, de influéncia ou de passividade, vozes alucinatérias que
comentam ou discutem com o paciente na terceira pessoa, transtornos do
pensamento e sintomas negativos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
1993). O DSM é um sistema de classificatorio em que o espectro da SZ e
outros transtornos mentais sdo definidos por anormalidades em um ou mais
dos cinco dominios a seguir: delirios, alucinagbes, pensamento desorganizado,
comportamento motor grosseiramente desorganizado ou anormal e sintomas
negativos (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013b). A versao mais
nova do DSM, o DSM-5, inclui a Avaliacdo de Incapacidade de Organizacao
Mundial de Saude (WHODAS) e a gravidade das dimensdes dos sintomas das
psicoses sendo avaliadas em escore de 0 (ndo presente) a 4 (presente)

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013b).

Outras escalas como: Entrevista Clinica Estrutura (SCID),
Escala Breve de Avaliagao Psiquiatrica Ancorada (BPRS), Escala de Sindrome
Positiva e Negativa (PANSS), a Escala Calgary de Depressao e Escala Global
de Funcionamento (AGF) também sao utilizadas como ferramenta auxiliar no

diagnéstico da SZ.

A SCID é uma escala de entrevista semi-estruturada para se

realizar o diagndstico de transtornos mentais e para realizar a selecdo dos
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pacientes e estabelecer um primeiro diagnostico (GONCALVES; STEIN;

KAPCZINSKI, 2008).

Para fins de seguimento da evolugdo dos sintomas, existem
duas escalas importantes de graduagédo de sintomas: a Escala de Sindrome
Positiva e Negativa (PANSS) e a Escala Breve de Avaliacdo Psiquiatrica
Ancorada (BPRS), ambas de facil aplicagdo, necessitando de pequeno
treinamento (BRESSAN, 2000). A BPRS é uma escala voltada para a
psicopatologia grave que consiste de uma série de 18 itens que avaliam os
sintomas psiquiatricos, com pontuacbes para cada item que varia de 1 (ndo
presente) a 7 (muito grave). Ao mesmo tempo, a avaliagao é realizada por itens
especificos e significativos, a BPRS pode render uma pontuacao global e os
conjuntos de itens podem ser agrupados em categorias. A PANSS,
desenvolvida por Kay e colaboradores (1987) e traduzida e adaptado no Brasil,
por Vessoni (1993), é um instrumento que possibilita a aferigdo da graduagao
dos sintomas em pacientes com SZ, principalmente a agitacdo psicomotora.
Este instrumento € composto pelos 18 extremos da BPRS e mais 12 sintomas
adicionais, apresentando 30 sintomas e os escores de cada um dos 7 niveis de

gravidade de psicopatologia.

Embora, o diagnéstico da SZ esteja baseado nos sintomas
positivos e negativos, sintomas depressivos sdao muito frequentes (BRESSAN,
2000). Sugere-se, portanto, o uso de escalas especificas como a Escala
Calgary de depressao para SZ, desenvolvida por Addington e colaboradores
(1990) e traduzida e validada para uso no Brasil por Bressan (1998). Este

instrumento foi desenvolvido para possibilitar a verificagdo da graduacao dos
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sintomas depressivos em pacientes com SZ, tais como: depressao,
desesperanca, autodepreciacao, ideias de referéncia e de culpabilidade, culpa
patologica, depressdo matutina, despertar precoce, suicidio e depressio

observada (BRESSAN, 1998).

A AGF é uma escala de avaliagdo global para verificar
amplamente a gravidade dos transtornos psiquiatricos. Ela considera o
funcionamento psicoldgico, social e ocupacional em um continuum hipotético
de saude-doencas mentais. Apesar de ter sido descrita pelo DSM-VI, nao foi

inclusa no DSM-5.

Escalas para avaliagdo do uso de substancias psicoativas em
PEP s&o importantes devido a prevaléncia do uso dessas (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PSIQUIATRIA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA,
2012). Em virtude da dificuldade de se firmar um diagndstico inicial em um
PEP, e pelo fato de que quando essa avaliagao estiver errada, tal fato pode
causar graves implicacdes terapéuticas e progndsticas para os pacientes, a
utilizacdo de critérios diagndsticos e treinamento para a aplicacdo das escalas
sdo de extrema importancia (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PSIQUIATRIA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2012). O aprimoramento e
desenvolvimento de entrevistas e instrumentos de avaliagdo contribuiram
sobremaneira para o aumento da confiabilidade do diagndstico psiquiatrico
propiciando uma melhora significativa na qualidade da assisténcia médica
especializada (DEL-BEN et al.,, 2010). Porém, ainda ndo existem escalas
especificas para realizagao de diagndstico e tampouco escalas que produzam

predicéo confiavel de risco para o desenvolvimento de um PEP (ASSOCIACAO



24

BRASILEIRA DE PSIQUIATRIA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA,

2012).

1.2 RELACAO ENTRE CITOCINAS INFLAMATORIAS E ESQUIZOFRENIA

Citocinas sdo proteinas ou glicoproteinas envolvidas no
desenvolvimento, regulagcdo e supressao da resposta inflamatéria, além de
coordenar tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa (MILLER et al.,
2011). Sao produzidas por uma ampla variedade de células imunes e nao
imunes e conhecidas por nomes diversos, incluindo linfocinas, monoquinas,
quimiocinas, interleucinas (IL), interferons (INFs), fatores estimulantes de
colénias e de crescimento dentre outras (RAMANI et al., 2015). Elas podem
ser classificadas como proéinflamatérias (IL-18, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, INF e fator
de necrose tumoral (TNF)-a aumentando a resposta imune frente a infegcéo
e/ou inflamagao por meio da promoc¢ao de recrutamentos de leucécitos e/ou
por ativacao de células inflamatérias; ou anti-inflamatérias, como IL-4, IL-10, IL-
13, as quais atenuam a resposta inflamatéria e imunolégica (MANSUR et al.,

2012; PEDRINI et al., 2012).

O desencadeamento da resposta inflamatéria leva a producao
local e sistémica de diferentes citocinas que podem ter efeitos locais e
sistétmicos que explicam alguns sinais das doengas agudas (DEMPSEY;
VAIDYA; CHENG, 2003). Quando a barreira hematoencefalica esta intacta,
apenas algumas células mononucleares, sendo estas linfécitos T e

macrofagos, conseguem migrar para o SNC. No entanto, citocinas
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proinflamatérias tais como IL-13, IL-6 e TNF-q, liberadas durante episddio de
inflamacgao periférica, podem provocar alteragdes na estrutura da juncao
interendotelial da barreira hematoencefalica, aumentando a permeabilidade
desta e alterando a estrutura e fungao cerebral (DIMITROV et al., 2013). Além
disso, inflamagdes periféricas podem aumentar a penetragdo de células
mononucleares, que conduz a ativagao inflamatéria em cascata no SNC

(DIMITROV et al., 2013).

Evidéncias cientificas tém demonstrado um papel importante
das citocinas na fisiopatologia da SZ, bem como na sua evolugdo (GARVER;
TAMAS; HOLCOMB, 2003; POTVIN et al., 2008; MILLER et al., 2011). Diante
disto, diferentes hipdteses tém sido propostas para explicar o seu papel na
fisiopatologia da SZ. Smith e Maes (1995) propuseram a teoria macrofago-
linfocito-T em que as citocinas IL-1, IL-2, IL-6 e o TNF-a, produzidas por
macréfagos cronicamente ativados e linfécitos T, foram achados imunoldgicos
na SZ e portanto, considerados mediadores importantes da doencga. Anos
depois, Monji e colaboradores (2009) propuseram a hipotese da micréglia. A
microglia, macrofagos neuronais presentes no SNC, responde rapidamente as
mudancas patoldgicas no ambiente cerebral, estando envolvida na maioria dos
processos inflamatérios do SNC (MONJI; KATO; KANBA, 2009; NA; JUNG;
KIM, 2014). A micréglia pode contribuir diretamente para degeneracao
neuronal, por ser fonte de citocinas préinflamatérias, como IL-18 e TNF-qa, e
substancias pré-oxidantes, como subprodutos de 6xido nitrico (NOx) (MONJI;
KATO; KANBA, 2009). A liberacao de citocinas préinflamatérias pode levar a

hipofungdo NMDA/glutamatérgica, ativando a apoptose, o que conduziria a
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diminuicdo da neurogénese e aumento da neurodegeneragao, contribuindo
para o desenvolvimento da SZ (NA; JUNG; KIM, 2014). Alteragbes de
marcadores inflamatérios, principalmente citocinas envolvidas em vias T-helper
1 (Th1) e T-helper 2 (Th2), consistentemente tém sido evidenciados em
pacientes com SZ. Baseado neste achado, Schwarz e colaboradores (2001)
propuseram a hipétese Th2, a qual sustenta uma mudanga da fungao imune
Th1 para Th2, sendo portanto esta ultima resposta imunologica predominante
na SZ. Porém, uma meta-analise (MILLER et al., 2011), demonstrou notavel
heterogeneidade de resultados, 0 que sugere que nenhuma teoria proposta

explica completamente o envolvimento de citocinas nesta doenga.

Na meta-analise de Miller e colaboradores (2011), varios
estudos demonstraram niveis significativamente mais baixos de IL-4, porém
aumentados de IL-6 e TNF-a em pacientes com exacerbagédo aguda da SZ em
comparagao com controles saudaveis. Individuos durante o primeiro ataque
psicotico demostraram niveis mais altos de receptor de IL-1 (IL-1R), receptor
soluvel de IL-2 (sIL-2R), IL-6 e TNF-a (UPTHEGROVE; MANZANARES-
TESON; BARNES, 2014). Drexhage e colaboradores (2011) sugerem uma
resposta Th1/Th2 mista na SZ, com aumento em ambos os tipos de resposta e
equilibrio. Miller e colaboradores (2013) apontam um papel relevante da
resposta imunolégica alterada na etiopatologia da SZ desde o inicio do
neurodesenvolvimento fetal. Infecgdes virais, bacterianas e por protozoarios no
periodo pré-natal e exposicao fetal a respostas imunoinflamatérias resultantes
de infeccdo materna levam a uma maior susceptibilidade para o

desenvolvimento de SZ. Aumento do numero de mondcitos periféricos durante
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episodios de agravamento dos sintomas psicoticos foi verificado em pacientes
com SZ (DIMITROV; BRAIDA; WALSS-BASS, 2011). Observa-se que nao ha
consenso na predominancia de um tipo de resposta imune nesta doenca.
Porém, é importante ressaltar que alguns desses estudos foram realizados com
presenca de fatores confundidores, tais como, diferentes subtipos de SZ,
comorbidades, duracdo da doencga e pacientes ja tratados com antipsicéticos

(POTVIN et al., 2008).

1.3 RELAGCAO ENTRE ESTRESSE OXIDATIVO E ESQUIZOFRENIA

O EO ocorre quando mecanismos antioxidantes de defesa
falham em contrabalancar e controlar a formacgao de radicais altamente reativos
denominados espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio (EROs/ERNSs) ou
quando ha maior producdo destas espécies (JIANG et al.,, 2013). EROs e
ERNSs sao continuamente produzidas como resultado de atividades metabdlicas
organicas e podem exercer varios efeitos fisioldgicos e patoldgicos, por meio
de multiplos mecanismos (KARTALCI et al., 2011). Em niveis adequados,
EROs/ERNs sdo necessarias e benéficas (BOSKOVIC et al., 2013). Elas
protegem células de infecgdes por destruir patégenos invasores em locais de
inflamacado, desempenham um papel fisiolégico como mensageiras
secundarias na regulacdo do funcionamento da célula cardiaca e vascular,
estdo envolvidas na regulacdo da concentracdo de calcio intracelular, na
fosforilacao de proteinas e/ou na desfosforilagdo, e na ativagao de fatores de
transcrigcéo, tais como, o fator nuclear kappa B (WU, KOSTEN, ZHANG, 2013).

No entanto, o excesso destas substancias é prejudicial ao organismo.
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Componentes principais das membranas, como fosfolipidios e
acidos graxos poli-insaturados, sao altamente suscetiveis ao ataque de radicais
livres e a auto-oxidacdo, gerando radicais perdxidos dentro das membranas
celulares, resultando em estruturas instaveis, alterando a fluidez e
permeabilidade destas, bem como das membranas das organelas celulares
(KARTALCI et al.,, 2011; ZHANG et al., 2012a; JIANG et al., 2013; WU,
KOSTEN, ZHANG, 2013). Além disto, afetam a viabilidade do DNA, por
introduzir mutagdes e modificar a expressdo génica; levam a perda de grupos
sulfidrilas e modificacbes de aminoacidos que tornam as proteinas nao
funcionais (WU, KOSTEN, ZHANG, 2013). Diante disto, para proteger os
sistemas bioldégicos da toxicidade das espécies radicalares, EROs e ERNs sao
eliminadas por sistemas antioxidantes enzimaticos como a superdxido
dismutase celular (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) e nao-
enzimaticos que incluem glutationa (GSH), acido ascoérbico, a-tocoferol,

carotenoides e os flavonoides (STOJKOVIC et al., 2012).

Embora o corpo humano tenha uma série de defesas contra
o EO, aparentemente, o tecido cerebral possui maior vulnerabilidade a danos
oxidativos devido aos niveis relativamente baixos de antioxidantes, altos niveis
de acidos graxos poli-insaturados e aumento da necessidade de oxigénio

(SHARMA et al., 2008; STOJKOVIC et al., 2012).

E cada vez mais comum nos estudos que levantam
hipéteses sobre a fisiopatologia da SZ, correlacionar as lesbes causadas por
altos niveis de EROs/ERNSs e a deficiéncia de mecanismos oxirredutores in vivo

(WU, KOSTEN, ZHANG, 2013). Estudos realizados em pacientes com esta
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doenga demonstraram uma redugdo significativa nos niveis de enzimas
antioxidantes e aumento dos niveis plasmaticos de oxidantes, incluindo NOx e
hidroperéxidos lipidicos (LOOH) (ZHANG et al.,, 2012a; WU et al.,, 2012;
ALBAYRAK et al., 2013; ZHANG; YAO, 2013). Além disso, altos niveis de
produtos da peroxidacao lipidica (malondialdeido e LOOH) s&o encontrados no
plasma, eritrécitos e no liquido cefalorraquidiano em esquizofrénicos, sugerindo
que o EO desempenhe um papel importante nesta doenca (ZHANG et al.,
2009; ZHANG et al., 2012b). No entanto, existem resultados conflitantes. Por
exemplo, a maioria dos estudos apresenta aumento dos niveis de NOx em
plaquetas, plasma, soro, eritrocitos e em cérebros de pacientes com SZ. No
entanto, outros estudos relatam seus niveis diminuidos (TANELI et al., 2004).
Varios fatores podem ser responsaveis por essas discrepancias, como as
diferencas em técnicas de mensuracdo de parametros oxidativos, diferengas
em tipo de material testado, amostragem de pacientes em diferentes fases de
progressao da doenca, exposi¢cdo ao tratamento com neurolépticos, origem

étnica diferente, estilo de vida ou dieta padrao (ZHANG et al., 2012a).

Tem-se sugerido que individuos com baixa atividade
enzimatica de paraoxonases (PON) podem apresentar um risco superior de
desenvolver doencas nas quais estejam envolvidos o dano oxidativo, como a

peroxidacgao lipidica (VEIGA et al., 2011).

As PON constituem uma familia de trés enzimas denominadas
PON1, PON2 e PON3 (CAMPS; MARSILLACH; JOVEN, 2009). Possuem
papéis multifuncionais em diversas vias bioquimicas, tais como proteg¢ao contra

o dano oxidativo, contribuicdo a imunidade inata, detoxificagdo de moléculas
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reativas, bioativagdo de drogas, modulacdo no estresse do reticulo
endoplasmatico e regulagdo da proliferagao celular/apoptose (CERUM et al.

2014).

A PON1 é a enzima mais estudada desta familia. E sintetizada
principalmente no figado e estd associada a lipoproteina de alta densidade
(HDL) (MABROUK et al. 2014). Esta enzima tem chamado a atencdo de
pesquisadores nos ultimos anos por estar intimamente associada a capacidade
antioxidante da HDL e a relagdo entre os niveis de atividade desta enzima com
o risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (MACKNESS et al.,

2003).

A PON1 foi descrita inicialmente por hidrolisar uma grande
variedade de substratos exégenos, como o paraoxon, um inseticida
organofosforado, entretanto, atualmente, sabe-se da importancia desta enzima
na lise de LOOH envolvidos em doengas cardiovasculares, contribuindo para a
funcao antioxidante da HDL, bem como a sua utilizagdo como biomarcador de
doencas que envolvem principalmente trés situagdes: a) EO, uma vez que
PON1 possui agao antioxidante, prevenindo a oxidagao da lipoproteina de
baixa densidade (LDL), diminuindo o estado pré-oxidante de macréfagos e
possivel formagao de células espumosas (AYOTTE et al., 2011; VEIGA et al.,
2011); b) inflamac&o, sendo esta enzima considerada uma proteina de fase
aguda negativa a PON1 contribui para a atividade anti-inflamatéria da HDL,
destruindo lipideos biologicamente ativos na LDL minimamente oxidada,
levando a diminuicdo da resposta inflamatéria em células da parede arterial,

reduzindo a quimiotaxia de monocitos e aderéncia destes as células
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endoteliais, sugerindo que a auséncia desta enzima pode estar associada com
a superexpressao de moléculas de adesdo (BIONAZ et al., 2007; AHARONI;
AVIRAM; FUHRMAN, 2013); e c) em doencgas hepaticas em que evidencia-se
perda de fungdo de hepatdcitos, visto que a PON1 ¢é sintetizado neste 6rgao

(BIONAZ et al., 2007).

Polimorfismos genéticos na zona codificadora da PON1-192
também influenciam a atividade enzimatica antioxidante/anti-inflamatoria e
estes foram associados a varias patologias, incluindo doenga cardiaca
coronariana, doenca de Parkinson, diabetes tipo 2 e doenca inflamatéria
intestinal (FURLONG et al., 2010; LI et al., 2003, LUERSEN et al., 2011).
Ismaila e colaboradores (2008) verificaram que individuos portadores do
polimorfismo genético PON1-55/192 sdo mais suscetiveis a SZ quando

comparados aos nao portadores.

A atividade enzimatica da PON1 tem uma elevada
variabilidade entre os humanos, o que esta relacionado a varios fatores, tais
como genética, idade, uso de drogas, doencgas, tabagismo, alcoolismo e
exposicao a quimicos ambientais (AYOTTE et al., 2011; VEIGA et al., 2011).
Apesar de todas as evidéncias cientificas acerca da PON1, percebe-se que
mais estudos sdo necessarios para uma maior compreensao do papel desta

enzima no organismo humano.
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1.4 RELAGAO ENTRE ANTIPSICOTICOS E ESTRESSE OXIDATIVO

Em meados do século XX iniciou-se uma profunda
transformacgao no setor da Medicina para o tratamento de doengas mentais.
Ela ficou conhecida como a Revolugdo Farmacolégica da Psiquiatria, e
deveu-se basicamente a introdu¢cao dos medicamentos psicoterapéuticos,
capazes de melhorar consideravelmente o estado de muitos pacientes
portadores de alteragbes acentuadas de diversas fungdes psicologicas e

perda do juizo da realidade (WYATT; HENTER, 2001).

Apds a elaboragdo da hipdétese dopaminérgica, Henri
Laborint, na década de 50, iniciou 0 uso da clorpromazina com o intuito de
que esta pudesse diminuir a ansiedade pré-operatéria (GRAEFF;
GUIMARAES, 1999). Ao observar os efeitos desta droga, Laborint notou que
os pacientes ficavam em estado peculiar, que passou a ser conhecido como
sindrome neuroléptica, caracterizada por indiferenca emocional, sem
diminuicdo importante da vigilancia (GRAEFF; GUIMARAES, 1999). Esta
observacao casual despertou a curiosidade de Laborit, que sugeriu a dois
colegas psiquiatras, Jean Delay e Pierre Deniker, o uso experimental da
droga em pacientes com doengas mentais (GRAEFF; GUIMARAES, 1999).
A introdugdo deste farmaco no inicio da década de 50 revolucionou o
tratamento de disturbios psicéticos e, em particular, da SZ (LOPEZ-MUNOZ;

ALAMO, 2009).

O tratamento para SZ esta evoluindo e diversificando-se,
sobretudo no contexto do desenvolvimento de farmacos antipsicéticos

(DAZZAN et al., 2005). Os progressos significativos dos farmacos resultaram
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na disponibilidade e uso de varias drogas que refletem duas classes de
medicamentos: os antipsicéticos de primeira geragado (tipicos), e os

antipsicoticos de segunda geracao (atipicos) (DAZZAN et al., 2005).

Os antipsicoticos de primeira geragao, como por exemplo o
haloperidol (HAL), possuem grande afinidade com o receptor da dopamina
do tipo D2 levando a diminuicdo da atividade dopaminérgica, tornando-os
mais eficazes na redugdo dos sintomas positivos (alucinagbes e delirios)
(FALKAI, et al., 2006). Estes farmacos sao, todavia, pouco eficazes em
relacdo aos sintomas negativos e cognitivos também caracteristicos da
doencga, possuindo ainda elevadas taxas de efeitos colaterais neurolégicos
como sintomas extrapiramidais, discinesia tardia, risco moderado de
sedacao, baixo risco de hipotensao ortostatica e taquicardia e baixo risco de
efeitos anticolinérgicos e de bloqueio adrenérgico (MIYAMOTO et al., 2005;
FALKAI, et al., 2006). Diante destes efeitos, novas drogas foram
desenvolvidas sendo classificadas como antipsicéticos de segunda geragao,
os quais se destacam CLZ, olanzapina (OLZ), quetiapina (QTP), risperidona
(RIS) e ziprasidona (ZPS) (PILLAI et al., 2007). Estes, possuem menor
afinidade de ocupagao para os receptores dopaminérgicos, tendo um alto
grau de ocupacgdo nos receptores serotoninérgicos, ou seja, existe uma
maior relagcao de afinidade destes farmacos com os receptores de serotonina
(5-HT) em relagao aos receptores D2 da dopamina (REINKE et al., 2004).
Esta afinidade explica a eficacia na reducdo dos sintomas negativos,
alteragbes cognitivas, prevengdo de recaidas, melhorias na capacidade

funcional e qualidade de vida, sendo assim drasticamente menos propensos
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a causar sintomas extrapiramidais e discinesia tardia (POLYDORO et al.,

2004).

Varios estudos tém documentado associacdo entre
antipsicoticos e EO, mas néo fica claro se agentes antipsicoticos podem
aumentar ou reduzir o estresse celular (STOJKOVIC et al., 2012; ZHANG et
al.,, 2012a; WU, KOSTEN, ZHANG, 2013). A diminuicdo da atividade da
SOD foi encontrada no PEP, e em pacientes cronicamente ndo medicados
(WU, KOSTEN, ZHANG, 2013). Porém, um estudo realizado por Wu e
colaboradores (2012) verificou que, pacientes esquizofrénicos em uso de
medicacao antipsicotica, tiveram maior atividade antioxidante desta enzima
quando comparados a pacientes esquizofrénicos no PEP. Estes resultados
sugerem que os antipsicoticos podem estar envolvidos na promog¢éo de um

mecanismo antioxidante endogeno (WU et al., 2012).

Os efeitos de medicagao sao diferentes entre os diversos tipos
de antipsicoticos (ZHANG et al., 2012a). Estudos demonstraram que a primeira
geracao de antipsicéticos, incluindo HAL, diminuiram a viabilidade de células
neuronais, in vitro, causando EO, necrose e apoptose (POLYDORO et al.,
2004). Em cérebro de ratos, a administracdo cronica de HAL diminuiu
significativamente a atividade da SOD e CAT e aumentou os niveis de 4-
hidroxinonenal, um marcador de peroxidacao lipidica (LEE et al., 2013). Um
dos mecanismos envolvidos na patogénese de efeitos secundarios
extrapiramidais, discinesia tardia, particularmente em pacientes cronicamente
tratados com medicamentos neurolépticos, poderia ser o dano oxidativo

induzido por antipsicéticos convencionais como o HAL (STOJKOVIC et al.,
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2012). Por outro lado, alguns estudos demonstraram que o0s niveis de
antioxidantes ndo foram significativamente afetados pelo tratamento com
antipsicoticos atipicos, como a CLZ, OLZ, QTP, RIS e ZPS (LI et al., 2011;
RAFFA et al.,, 2009; WU, KOSTEN, ZHANG, 2013). Entretanto, muitos
antidepressivos sao conhecidos por diminuir o EO (HERKEN et al., 2007;
KOTAN et al, 2011). Embora, os mecanismos exatos de como estes
medicamentos poderiam diminuir esta condigdo bioldgica, ainda ndo tinham
sido totalmente revelados. Especula-se que estes antidepressivos poderiam
agir suprimindo diversas citocinas pro-inflamatérias, a produgédo de
EROs/ERNs ou aumentando enzimas antioxidantes (LEE et al., 2013).
Antidepressivos triciclicos demonstraram papéis benéficos no EO por meio de
diversos mecanismos. Por exemplo, a amitriptilina suprimiu a sintese de
citocinas pro-inflamatérias como IL-18 e TNF-a (VISMARI et al., 2012). Ja a
clomipramina e a imipramina reduziram significativamente a produgdao de NOx
por atenuacdo da expressao da oxido nitrico sintase induzida (iNOS). Estas
drogas também diminuiram os niveis citocinas pro-inflamatérias, tais como IL-

1B e TNF-a (HWANG et al., 2008).

Apesar de décadas de intensa pesquisa, os tratamentos atuais
para SZ nao s6 possuem eficacia limitada, mas também, muitas vezes, estao
associados a sérios efeitos colaterais (SHUNGU, 2012). Diante disto, novas
estratégias neuroprotetoras que visam limitar o EO estdo sendo cada vez mais

estudadas em transtornos neuropsiquiatricos, incluindo a SZ (SHUNGU, 2012).

Diante do exposto, a presente pesquisa objetivou avaliar, no

plasma de pacientes durante o PEP, a atividade enzimatica funcional da PON1
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e 0s niveis de citocinas frente a um PEP e, paralelamente, analisar o potencial
antioxidante, in vitro, de 6 antipsicoticos CLZ, HAL, OLZ, QTP, RIS, ZPS para

tratamento da SZ.
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2 OBJETIVOS

21 ARTIGO 1: LOWERED PARAOXONASE 1 (PON1) ACTIVITY IS
ASSOCIATED WITH INCREASED CYTOKINE LEVELS IN DRUG NAIVE

FIRST EPISODE PSYCHOSIS

2.1.1 Objetivo Geral

Avaliar, no plasma de pacientes durante o PEP e controles, a
atividade enzimatica funcional da PON1 e o niveis de citocinas frente a um

PEP.

2.1.2 Objetivo Especificos

Correlacionar os resultados da PON1 com as citocinas

proinflamatérias IL-6 e TNF alfa;

Correlacionar os resultados da PON1 com as citocinas anti-

inflamatorias IL-4 e 1L-10.

22 ARTIGO 2: CLOZAPINE AND OLANZAPINE ARE BETTER
ANTIOXIDANTS THAN HALOPERIDOL, QUETIAPINE, RISPERIDONE AND

ZIPRASIDONE IN VITRO MODELS
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2.2.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial antioxidante, in vitro, de 6 antipsicoticos
CLZ, HAL, OLZ, QTP, RIS, ZPS utilizados para tratamento de episddio

psicoético na SZ.

2.2.2 Objetivo Especificos

Identificar uma provavel capacidade antioxidante nos testes, in
vitro, 2,2 -difenil-1-picril-hidrazil (DPPH") e 2,2-azino—bis—3-etil-benzotiazolina—
6-acido sulfénico (ABTS+) da CLZ, HAL, OLZ, QTP, RIS e ZPS;

Verificar uma possivel acdo antioxidante dos antipsicoticos em

um meio complexo contendo polimorfonucleares neutréfilos por meio do teste

do burst respiratorio.

Correlacionar as estruturas quimicas dos antipsicoticos com a

atividade antioxidante dos mesmos.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo caso-controle. Este trabalho avaliou 51
pacientes durante o PEP, recrutados a partir de uma unidade de emergéncia, e

61 controles saudaveis. Os participantes tinham entre 16 e 40 anos.

Foram coletadas amostras de sangue por puncdo de veia
periférica em tubo contendo o anticoagulante heparina. Foi coletado

aproximadamente 10 mL de sangue de cada sujeito de pesquisa.

Foram excluidos pacientes e controles com condi¢gdes medicas
crénicas ou agudas associadas a um desequilibrio no sistema imunoldgico ou
redox, incluindo infecgdes virais (por exemplo, HIV), reagdes alérgicas,
gravidez, puerpério, doengas reumaticas e utilizacdo de antioxidantes e
medicamentos com efeitos imunomoduladores, tais como n&o-esteroides, anti-

inflamatdrios, imunossupressores.

3.2 AVALIACAO CLINICA
3.2.1 Definigéo de Casos e Incluséo na Pesquisa

Os pacientes foram recrutados no Programa de SZ da
Universidade Federal de Sao Paulo — PROESQ. Todos os individuos que

concordaram em participar da pesquisa foram submetidos a uma avaliagéo
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clinica inicial que consistiu na aplicagao de critérios diagndsticos DSM-IV —

SCID | (FIRST et al., 1996).

Para a caracterizacao clinica da amostra, foram colhidos dados
sécio-demograficos e relativos a doenga. A partir da entrevista com pacientes e
familiares e revisao do prontuario foram obtidos dados como: idade de inicio da

doencga, numero de internagdes e histérico das medicagdes utilizadas.

A duracdo média da psicose nao tratada (DUP) foi de 250 dias
sendo que a DUP foi definida como a tempo entre o inicio do primeiro sintoma
psicoético e a admissao hospitalar. Todos os pacientes preencheram os critérios
para uma das seguintes opg¢des de diagndstico, de acordo com os critérios do
DSM-IV: SZ (64,6%), transtorno esquizofreniforme (18,8%), transtorno psicotico

breve (10,4%) e disturbio psicético ndo especificado de outro modo (6,3%).

A avaliacdo teve duracdo estimada de 30 minutos. Os
individuos que preencheram critérios para SZ segundo SCID, primeira edi¢ao,

foram convidados a fazer uma avaliagdo complementar que consistiu de:

* PANSS - Instrumento desenhado para avaliar sintomas
positivos, negativos e de psicopatologia geral em pacientes esquizofrénicos.

Instrumento traduzido e validado Brasil por Vessoni, 1993.

* Escala Calgary de Depressado: Avalia a sintomatologia
depressiva atual. Instrumento traduzido e validado no Brasil por Bressan et al.,

1998.
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* Entrevista estruturada para avaliar o uso pregresso e atual de
drogas. Médulo de uso de drogas do indice de Gravidade de Adigao, adaptado

pelos pesquisadores.

* Impressao Clinica Global para Gravidade da doenga (CGI-S):

Avaliar a gravidade da doencga

* AGF: Avaliar o nivel de comprometimento funcional dos

pacientes.

O tempo total dessa avaliagdo complementar foi de 1h. Dessa
forma, o tempo total de avaliacdo dos pacientes foi de 1h e 30 minutos. Para
todos os instrumentos mencionados acima foi realizado treinamento da
aplicagao para os entrevistadores. Foi realizado estudo de confiabilidade entre

entrevistadores por meio de videos para as escalas clinicas.

Os critérios de exclusao foram: idade (apenas participantes
entre 16 e 40 anos de idade foram selecionados), histéria prévia de exposicao
a medicacdo antipsicética e intoxicacdo aguda. Também foram excluidos
pacientes com episddios psicoticos devido a uma condicdo médica geral,
induzida por substancia psicoéticas ou deficiéncia intelectual, e os pacientes
com diagnosticos de transtornos depressivos bipolares ou grandes com

caracteristicas psicaéticas.

3.2.2 Definigéo de Controle e Incluséo na Pesquisa
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Como critérios de inclusdo, os pacientes nao poderiam
apresentar diagnédstico psiquiatrico atual ou pregresso e historia de transtorno

psicético ou transtorno mental grave em parentes de primeiro grau.

Os critérios de exclusado foram ter diagndstico psiquiatrico atual
ou pregresso, ter historia familiar de transtorno psicético grave ou transtorno
mental grave na familia, ser incapaz de fornecer consentimento livre e
esclarecido, ser portador de qualquer doenga clinica crénica de natureza

inflamatoria ou tumoral.

O diagndstico psiquiatrico atual ou pregresso foi avaliado pela
SCID-l. A histéria familiar de doenca psiquiatrica foi avaliada por um
questionario elaborado pelos pesquisadores a partir das perguntas de rastreio

da SCID-I.

Apds confirmacao do perfil do individuo como controle ele foi

submetido a uma avaliacao clinica complementar descrita abaixo:

* Escala Calgary de Depressao: Avalia sintomatologia
depressiva atual. Instrumento traduzido e validado no Brasil por Bressan

et al., 1998.

» Entrevista estruturada para avaliar o uso pregresso e
atual de drogas. Médulo de uso de drogas do indice de Gravidade de

Adicao, adaptado pelos pesquisadores.

O tempo de aplicagdo dessa segunda parte foi de 30 min.

Dessa forma o tempo total da avaliacao clinica para os individuos foi de 1 hora.
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3.3 AVALIACAO LABORATORIAL
3.3.1 Determinacé&o da Atividade da Paraoxonase 1

A atividade total da PON1 foi determinada pela taxa de
hidrolise do fenilacetato (fenol), baseado na metodologia descrita por Richter,
Jarvink e Furlong (2008). A taxa de hidrolise de fenilacetato foi determinada em
uma leitora de microplacas, marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham,
MA, EUA) no comprimento de onda de 270 nm, medidos durante 4 minutos (16
leituras com intervalo de 15 segundos entre as leituras) com a temperatura
mantida a 25°. A atividade foi expressa em U/mL com base no coeficiente de

extingdo molar do fenilacetato que equivale a 1,31mmol/Lcm-'.

3.3.2 Determinagé&o de Marcadores Inflamatérios

Os marcadores inflamatdrios foram examinados por meio de
citometria de fluxo pela Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal

de Sao Paulo.

Todas as amostras de citocinas foram descongeladas e
mensuradas no mesmo dia em um unico ensaio usando o mesmo lote de
reagentes. Niveis de IL-10, IL-4, IL-6 e TNF-a foram mensurados por citometria
de fluxo usando a matriz de citometria granulo Kit humano Th1/Th2/Th17 (BD
Biosciences), conforme as instrugdées do fabricante pelo citdmetro FACS Canto
Il (BD Biosciences). A sensibilidade e desempenho geral do equipamento

foram verificados por meio dos granulos de configuragao e rastreamento (BD
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Biosciences) antes da aquisicdo de dados. Os resultados quantitativos foram

gerados usando software de matriz v1.0.1 FCAP (Soft Fluxo Inc.).

3.3.3 Produgéo de Produtos de Espécies Reativas de Oxigénio por Neutrofilos

O principio deste método se baseia que neutréfilos sao
capazes de destruir microrganismos invasores por meio de produgao de EROs
(HAMPTON et al., 1998; WANG et al., 2008; DRUMMOND et al., 2011). Apos
um contato com a superficie celular dos neutréfilos o agente invasor
desencadeia uma cascata de sinalizac&o intracelular causando a ativacdo de
enzimas envolvidas na geracdo de substancias oxidantes (LEWANDOWSKI,
2006). A producao de substancias oxidantes acontece por meio do aumento no
consumo de oxigénio durante a fagocitose, denominado “burst” oxidativo
(HAMPTON et al.,, 1998). O oxigénio ¢ utilizado, principalmente, pela
enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase, que reduz o
oxigénio a radical superéxido (WANG et al., 2008). Este ultimo sofre
dismutagdo, por meio da superdéxido dismutase, gerando perdxido de
hidrogénio que serve como substrato para as mieloperoxidases (WANG et al.,
2008). Estas enzimas oxidam o perdxido de hidrogénio formando os radicais
livres que levam ao dano oxidativo (WANG et al., 2008). Quando os neutrofilos
sdo estimulados, as EROs produzidas podem oxidar o luminol transferindo
estas espécies quimicas a um estado de excitacdo eletrbnica, que resulta na

emissao de luz (PARIJ et al., 1998; MASUDA et. al., 2001).
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A produgédo de EROs por neutréfilos (Burst Respiratério) foi
avaliada por quimiluminescéncia de acordo com uma adaptagdo do método
descrito por Freitas et al. (2008) e Huber, Krotz-fahning, Hock (2006). Este
experimento foi conduzido em uma leitora de microplacas Victor X-3, Perkin
Elmer®, (Waltham, MA, EUA) em comprimento de onda 300-620 nm, durante

60 min (uma leitura/min), sob uma temperatura de 30 + 1 ° C.

Os neutréfilos humanos foram isolados por centrifugacao e
induzido por Forbol-12-miristato-13-acetato na presenca de 100mM de CLZ,
HAL, OLZ, QTP, RIS, ZPS ou PBS (grupo controle). O meio de reacgao foi
composto por 200 ul de neutréfilos (2,5 x 108 células/ml), 50 yl de luminol
20mM, 10 ul das solugbes das drogas de teste e 50 ul de PMA 5mM. Os

resultados foram expressos em contagem por minuto (c.p.m.).

3.3.4 Redugéo do Radical Livre DPPH"

O teste de DPPH* é um método direto para se determinar a
atividade antioxidante de um composto, por meio da doacdo de hidrogénio.
Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via atividade
sequestradora do radical livre DPPH". O radical DPPH* possui coloragao
purpura, absorvendo em um comprimento de onda maximo de
aproximadamente 517 nm. Por acdo de um antioxidante, o DPPH* é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo

decréscimo da absorbancia (CHANDRASEKAR et al., 2006).
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O doseamento da eliminacdo de radicais livres DPPH* foi
conduzido de acordo com Blois (1958) modificado. Os antipsicoticos CLZ, HAL,
OLZ, QTP, RIS, ZPS foram adicionados a 1 mL de tampao contendo 0,1M de
acetato (pH 5,5), 1 mL de etanol e 0,5 mL de solugdo de DPPH"® 250uM. A
reducdo do radical DPPH* foi determinada pela mudanca na absorbancia
medida a 517 nm. O controle positivo foi preparado na auséncia de
medicamentos, a fim de determinar os elétrons livres do DPPH"*, considerado
100% de radicais livres na solucao e utilizado para calcular a capacidade de
hidrogénio doado (%) dos farmacos avaliados. Os resultados foram expressos

como percentagem de atividade pela seguinte equagéao:

% de atividade = [1- (absorbancia da amostra /absorbancia do controle)] x 100.

3.3.56 Capacidade de Eliminagédo de Radicais Livres ABTS+

Neste ensaio, o ABTS é oxidado, por meio da retirada de um
elétron, pelo persulfato de potassio, formando o radical catibnico ABTS+. Este
ultimo possui coloracdo verde intensa com absor¢do maxima em 734 nm. Por
acdo de um antioxidante ocorre a doacdo de um elétron que reage com o
ABTS+ reduzindo a coloragao pela formacao do ABTS de cor verde clara ou

incolor (MAGALHAES et al., 2009).

A capacidade para eliminar os radicais livres ABTS+ foi
realizada de acordo com Sanchez-Gonzalez, Jiménez-Escrig e Saura-Calixto
(2005) com algumas modificagées. Aos antipsicoticos CLZ, HAL, OLZ, QTP,

RIS, ZPS foram adicionados 7mM de ABTS+ com persulfato de potassio
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2,45mM. A reducdo do radical ABTS+ foi determinada pela mudanga na
absorbancia medida a 730 nm. O controle positivo foi preparado na auséncia
de medicamentos, e foi considerado 100% de radicais livres na solugao, o qual
foi utilizado para calcular a capacidade de eliminagédo de drogas. Os resultados

foram expressos como percentagem de atividade pela seguinte equacgao:

% de atividade = [1- (absorbancia da amostra /absorbéancia do controle)] x 100.

3.4 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi realizado em parceria com a Universidade
Federal de Sao Paulo. Diante disto, o trabalho foi submetido ao Comité de
Etica da Universidade Federal de Sdo Paulo e aprovado conforme numero

1.222.250 - CEP. 0729/15 (ANEXO A).

Todos os participantes, apdés serem informados sobre a
proposta dos projetos e sobre os procedimentos aos quais foram submetidos,
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido com o objetivo de

respeitar a Declaragao de Helsinque.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

3.5.1 Artigo 1: Lowered paraoxonase 1 (PON1) activity is associated with
increased cytokine levels in drug naive first episode psychosis
Diferencas entre as caracteristicas sécio-demograficas e

clinicas entre pacientes durante o PEP e controle foram realizadas utilizando
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analise de variancia (ANOVAs) e analises em tabelas de contingéncias (teste
do qui-quadrado ou teste exato de Fisher). A andlise do modelo linear geral
multivariado (GLM) foi usada para examinar os efeitos de variaveis
explanatorias, incluindo a atividade da PON1, diagnostico (PEP versus
controle), idade e género, e niveis séricos das citocinas. Os valores da PON1
foram divididos em trés grupos (mediana, 925 e q75), ou seja, aqueles com
atividade elevada (> 250U/mL, n=38), média (entre 199 e 249 U/mL, n = 39) e
baixa (< 197U/mL, n=39) da PON1. As concentracbes das citocinas sofreram
transformagédo logaritmica para a analise estatistica. Correlagdo entre as
variaveis foram avaliadas por meio do teste de Spearman. Os dados foram
analisados pelo SPSS, versdao 19. Resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p<0.05.

3.5.2 Artigo 2: Clozapine and Olanzapine are Better Antioxidants than

Haloperidol, Quetiapine, Risperidone and Ziprasidone in Vitro Models

Inicialmente, uma analise exploratéria foi realizada com dados
do burst respiratorio para avaliar a distribuicdo Gaussiana (teste de Shapiro-
Wilk) e a homogeneidade das variancias (teste de Levene). Na auséncia da
distribuicdo normal e homogeneidade das varidncias, os dados foram
analisados por meio do teste nao paramétrico de Kruskal Wallis
complementado com post hoc Dunn. Os resultados foram apresentados por
meio de mediana, minimo e maximo. In vitro, a concentracées da CLZ, QTP e
ZPS que levou a 50% de inibicdo nos testes de DPPH® e ABTS+ foram

consideradas a média da concentracao inibitéria (IC50). O IC50 foi determinado
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pelo GraphPad Prism® software, versdo 3.02, usando uma curva hiperbdlica.
Os resultados da atividade antioxidante foram apresentados em média £ erro
padrdao médio. Resultados foram considerados estatisticamente significativos

quando p< 0.05.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

41 ARTIGO 1: LOWERED PARAOXONASE 1 (PON1) ACTIVITY IS
ASSOCIATED WITH INCREASED CYTOKINE LEVELS IN DRUG NAIVE

FIRST EPISODE PSYCHOSIS

42 ARTIGO 2: CLOZAPINE AND OLANZAPINE ARE BETTER
ANTIOXIDANTS THAN HALOPERIDOL, QUETIAPINE, RISPERIDONE AND
ZIPRASIDONE IN VITRO MODELS
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

No primeiro artigo concluimos que o PEP é caracterizado pela
reducao da atividade anti-inflamatéria/antioxidante da PON1 e que existe uma
relacédo inversa entre a diminuicao desta atividade e o aumento nos niveis de
algumas citocinas, incluindo IL-6, IL-4 e IL-10. Supde-se que esta redugao de
atividade possa desempenhar um papel na resposta imunoinflamatéria e que o

aumento dos niveis de citocinas também possa modular a atividade da PON1.

Verificamos no segundo artigo que antipsicéticos atipicos,

principalmente CLO e OLZ, possuem, in vitro, atividade antioxidante.

Em funcéo dos resultados apresentados em ambos os artigos e
pelo fato do EO e as citocinas, segundo a literatura consultada,
desempenharem papel fundamental na etiopatologia da SZ, embora néo
possamos afirmar, é razoavel que se pense em uma hipdtese em que
pacientes que fazem uso de antipsicéticos atipicos (principalmente CLO e OLZ)
possam ter aumento da atividade antioxidante (PON1 ai incluida) e, por
conseguinte, esta elevagao contribuiria para modulagéo das citocinas levando a
um mecanismo neuroprotetor dos antipsicéticos nestes pacientes. Em suma, a
importancia destes dois artigos para a pratica clinica € que durante um PEP, ha
uma inter-relacdo entre biomarcadores inflamatérios e EO e que ha a
possibilidade da medicagdo utilizada exercer mais do que os efeitos

terapéuticos ja consagrados.
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	A esquizofrenia (SZ) é uma doença debilitante do neurodesenvolvimento que afeta cerca de 1% da população mundial (RAHMOUNE et al., 2013; WU, KOSTEN, ZHANG, 2013). É caracterizada por uma ampla gama de comportamentos anormais, geralmente divididos em três categorias principais: sintomas positivos, tais como delírios, alucinações e distúrbios do pensamento; sintomas negativos, incluindo distúrbios do humor e isolamento social; e função cognitiva prejudicada (CHITTIPROL et al., 2010; BITANIHIRWE; WOO, 2011; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013a; BOŠKOVIĆ et al., 2013). O início da doença aparece, normalmente, durante a adolescência ou início da idade adulta (SILVA, 2006; CHEW; FUSAR; SCHMITZ, 2013).  Apesar de poder surgir de forma abrupta, no primeiro episódio psicótico (PEP), o quadro mais frequente se inicia de maneira insidiosa (SILVA, 2006; CHEW; FUSAR; SCHMITZ, 2013). Sintomas prodrômicos pouco específicos, incluindo perda de energia, iniciativa e interesse, humor depressivo, isolamento, comportamento inadequado, negligência com a aparência pessoal e higiene, podem surgir e permanecer por algumas semanas ou até meses antes do aparecimento de outros sintomas mais característicos da doença (SILVA, 2006). 

	Embora considerável progresso tenha sido feito na busca pelos fatores que contribuem para a fisiopatologia da SZ, sua etiologia está longe de ser compreendida (RAHMOUNE et al., 2013). Os avanços realizados nos últimos anos demonstram uma forte ligação entre alterações neuroquímicas, neuroanatômicas e neurofisiológicas que incidem no comportamento esquizofrênico, porém ainda falta muito a ser feito na elucidação de um real diagnóstico que auxilie em tratamentos mais eficazes, reabilitação e possivelmente uma prevenção (BRESSAN, PILOWSKY, 2000; JIANG et al., 2013). Diversas teorias foram propostas a fim de tentar explicar a etiopatologia da SZ, dentre estas destacam-se:

	Somando-se a estes fatos, há cada vez mais evidências indicando o envolvimento de radicais livres na disfunção neuronal, sendo o EO, definido como um desequilíbrio entre antioxidantes e pró-oxidantes no organismo, identificado como um possível elemento no processo neuropatológico (PEDRINI et al., 2012; WU, KOSTEN, ZHANG, 2013). Junto com estes, a inflamação também tem sido considerada como um importante causador e/ou fator de mediação para a SZ (NA; JUNG; KIM, 2014).

	Diante do exposto, a presente pesquisa objetivou avaliar, no plasma de pacientes durante o PEP, a atividade enzimática funcional da PON1 e os níveis de citocinas frente a um PEP e, paralelamente, analisar o potencial antioxidante, in vitro, de 6 antipsicóticos CLZ, HAL, OLZ, QTP, RIS, ZPS para tratamento da SZ.	

	�2 OBJETIVOS


	2.1 ARTIGO 1: LOWERED PARAOXONASE 1 (PON1) ACTIVITY IS ASSOCIATED WITH INCREASED CYTOKINE LEVELS IN DRUG NAÏVE FIRST EPISODE PSYCHOSIS

	Avaliar, no plasma de pacientes durante o PEP e controles, a atividade enzimática funcional da PON1 e o níveis de citocinas frente a um PEP.  

	�3 CASUÍSTICA E MÉTODOS

	3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

	Trata-se de um estudo caso-controle. Este trabalho avaliou 51 pacientes durante o PEP, recrutados a partir de uma unidade de emergência, e 61 controles saudáveis. Os participantes tinham entre 16 e 40 anos. 

	3.3.3 Produção de Produtos de Espécies Reativas de Oxigênio por Neutrófilos

	3.3.4 Redução do Radical Livre DPPH•



	3.5.1 Artigo 1: Lowered paraoxonase 1 (PON1) activity is associated with increased cytokine levels in drug naïve first episode psychosis

	Diferenças entre as características sócio-demográficas e clínicas entre pacientes durante o PEP e controle foram realizadas utilizando análise de variância (ANOVAs) e análises em tabelas de contingências (teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher). A análise do modelo linear geral multivariado (GLM) foi usada para examinar os efeitos de variáveis explanatórias, incluindo a atividade da PON1, diagnóstico (PEP versus controle), idade e gênero, e níveis séricos das citocinas. Os valores da PON1 foram divididos em três grupos (mediana, q25 e q75), ou seja, aqueles com atividade elevada (> 250U/mL, n=38), média (entre 199 e 249 U/mL, n = 39) e baixa (< 197U/mL, n=39) da PON1. As concentrações das citocinas sofreram transformação logarítmica para a análise estatística. Correlação entre as variáveis foram avaliadas por meio do teste de Spearman. Os dados foram analisados pelo SPSS, versão 19. Resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0.05.

	4.1 ARTIGO 1: LOWERED PARAOXONASE 1 (PON1) ACTIVITY IS ASSOCIATED WITH INCREASED CYTOKINE LEVELS IN DRUG NAÏVE FIRST EPISODE PSYCHOSIS

	5 CONSIDERAÇÕES FINAIS

	No primeiro artigo concluímos que o PEP é caracterizado pela redução da atividade anti-inflamatória/antioxidante da PON1 e que existe uma relação inversa entre a diminuição desta atividade e o aumento nos níveis de algumas citocinas, incluindo IL-6, IL-4 e IL-10. Supõe-se que esta redução de atividade possa desempenhar um papel na resposta imunoinflamatória e que o aumento dos níveis de citocinas também possa modular a atividade da PON1.
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