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RESUMO

Introducéo: Evidéncias sugerem o envolvimento do Sistema Complemento
(SC) na patogenia da esquizofrenia (SZ) e do Transtorno de Humor Bipolar (THB).
O SC é um sistema efetor importante na imunidade inata, sendo o Complemento 3

(C3) uma proteina central nas trés vias distintas que podem levar a sua ativagao.

Objetivos: Comparar niveis de C3 e C4 entre pacientes com SZ crbnicos
estabilizados, pacientes com THB eutimicos e controles saudaveis pareados por

sexo e idade.

Metodologia: Recrutamos 53 pacientes com SZ, 20 pacientes com THB
eutimicos e 80 voluntarios saudaveis. Os pacientes preencheram critérios do
DSM-IV para diagnéstico, e as condigbes psiquiatricas foram determinadas pelas
escalas BPRS e CGl para SZ, e YMRS e HAMD para THB. Foram coletados 5 ml
de sangue sem anticoagulante de cada participante, e os niveis de C3 e C4 foram
quantificados no soro pelo método de nefelometria. As analises descritivas foram
apresentadas como média + DP ou mediana e valores de p <0,05 foram
considerados significativos. As relagdes entre as variaveis foram avaliadas através

da correlagao de Spearman.

Resultados: C3 foi significativamente maior em pacientes com SZ quando
comparada com controles (p<0.011) ou eutimicos (p<0.011). Niveis de C3 nao
foram diferentes nos controles em comparacéo com pacientes com THB eutimicos
(p=0.998). Nao houve diferenga significativa nos niveis séricos de C4 entre os trés
grupos (p=0.164). Nenhuma correlagao foi encontrada em pacientes com SZ entre
dose de antipsicoéticos e C3 (p=0.613) ou C4 (p=0.668).

Conclusfes: Nossos resultados sugerem a ativacdo do sistema
complemento na SZ, indicado pelo aumento dos niveis de C3. Tal ativacao
provavelmente esta ocorrendo pela via alternativa, uma vez que nao houve

aumento significativo nos niveis de C4.
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1. INTRODUCAO

A Esquizofrenia (SZ) € uma doenca que acomete cerca de 1% da
populacdo e que se caracteriza por ser grave e produzir um deterioro no
funcionamento cognitivo do individuo. E uma doenga com alta taxa de cronicidade,
caracterizada por distorcdes do pensamento, delirios bizarros, alteracbes na
sensopercepcao e respostas emocionais inadequadas, que podem levar o
paciente a algum grau de deterioragao. Critérios diagnosticos claros baseados em
caracteristicas fenomenoldgicas sdo apresentados no DSM IV (APA,1994).

O DSM IV descreve o0s seguintes critérios diagnosticos para a
esquizofrenia:

A. Sintomas caracteristicos: dois ou mais dos seguintes, cada qual presente
por uma porgao significativa de tempo durante o periodo de um més (ou menos,
se tratados com sucesso):

(1) delirios

(2) alucinagdes

(38) discurso desorganizado (por ex. frequente descarrilhamento ou
incoeréncia)

(4) comportamento amplamente desorganizado ou catatdnico

(5) sintomas negativos, isto é, embotamento afetivo, alogia ou avolicao
Nota: Apenas um sintoma do critério A € necessario se os delirios sdo bizarros ou as alucinagdes
consistem de vozes que comentam o comportamento ou 0s pensamentos da pessoa, ou duas ou

mais vozes conversando entre si.

B. Disfungao social/ocupacional: por uma porgéo significativa do tempo
desde o inicio da perturbacdo, uma ou mais areas importantes do funcionamento,
tais como trabalho, relagdes interpessoais ou cuidados pessoais, estao
acentuadamente abaixo do nivel alcangado antes do inicio (ou, quando o inicio da-
se na infancia ou adolescéncia, fracasso em atingir o nivel esperado de aquisicao
interpessoal, académica ou ocupacional).

C. Duracéo: sinais continuos da perturbagao persistem por pelo menos seis
meses. Este periodo de seis meses deve incluir pelo menos um més de sintomas
(ou menos, se tratados com sucesso) que satisfazem o critério A ( isto €, sintomas

da fase ativa) e pode incluir periodos de sintomas prodrémicos ou residuais.



Durante esses periodos prodrémicos ou residuais, os sinais da perturbagao
podem ser manifestados apenas por sintomas negativos ou por dois ou mais
sintomas relacionados no Critério A presentes de uma forma atenuada (por ex.,
crengas estranhas, experiéncias perceptuais incomuns).

D. Exclusdo de Transtorno Esquizoafetivo e Transtorno de Humor: o
transtorno esquizoafetivo e o transtorno de humor com aspectos psicoticos foram
descartados, porque (1) nenhum episédio depressivo maior, maniaco ou misto
ocorreu concomitantemente aos sintomas da fase ativa; ou (2) se os episddios de
humor ocorreram durante os sintomas da fase ativa, sua duracéao total foi breve
relativamente a duragao dos periodos ativo e residual.

E. Exclusdo de substancia/condicdo médica geral: a perturbagdo néo se
deve aos efeitos fisiologicos diretos de uma substancia (por ex., uma droga de
abuso, um medicamento) ou uma condigado médica geral.

F. Relagdo com um transtorno invasivo do desenvolvimento: se existe uma
histéria de transtorno autista ou um outro transtorno invasivo do desenvolvimento,
o diagnéstico adicional de esquizofrenia é feito apenas se delirios ou alucinagdes
proeminentes também estdo presentes por pelo menos um més (ou menos, se
tratados com sucesso).

Classificagdo do curso longitudinal (pode ser aplicada apenas um més apos
0 aparecimento inicial dos sintomas de fase ativa):

e Episddico com sintomas residuais entre episodios (episédios séo definidos
pelo ressurgimento de sintomas psicéticos proeminentes); especificar
também se:

¢ Com sintomas negativos proeminentes

e Episddico sem sintomas residuais entre episodios

e Continuo (sintomas psicoéticos proeminentes estao presentes durante todo o
periodo de observagao); especificar também se: com sintomas negativos
proeminentes

e Episddio unico em remissao parcial; especificar também se; com sintomas
negativos proeminentes

e Episddio unico em remissao completa



e Outro padrao ou padrao inespecifico.

A Esquizofrenia costuma ocorrer no final da adolescéncia e inicio da vida
adulta, afetando ambos os sexos. A patologia tende a interferir no desempenho
escolar e profissional destes pacientes que terdo dificuldade de ingressar na
universidade e até concluir estudos, além de dificuldade de assumir posi¢cdes de
trabalho que exijam maior responsabilidade. Como resultado, o status soécio-
econdmico destes pacientes é reduzido.

No momento, ndo & possivel prevenir a esquizofrenia. Dessa forma, o foco
comum é o tratamento e a reabilitagdo do paciente. A farmacoterapia tem provado
ser o ponto chave na terapéutica da esquizofrenia. Embora nao curativos, os
farmacos antipsicoticos se estabeleceram como o tratamento primario para todos
os estagios da doenga, possibilitando uma redugao no tempo de hospitalizagéo e
a possibilidade de manutencdo dos pacientes por mais tempo em seus lares
(Marder et al., 1991).

Mais de 20% de todos os pacientes se mantém refratarios ao tratamento
com antipsicoticos classicos (Davis, 1980; Haring et al., 1990)

A causa da Esquizofrenia é desconhecida tendo muitas hipoteses
etiolégicas como: fatores genéticos, epidemias virais durante a gestagao, época
de nascimento, traumatismos de parto, infecgcbes perinatais, condigdes
neuroldgicas ou neuropsiquiatricas que geram sintomas tipo esquizofrénicos ou
desenvolvimento anormal (avaliados por testes psicologicos, estudos de
neuroimagem e neuropatoldgicos que sugerem alteragdes no desenvolvimento
cerebral.

O Transtorno do Humor Bipolar (THB) é uma doenga que acomete cerca de
1% da populacéo, podendo esta taxa elevar-se a 8%, variando de acordo com os
critérios diagnosticos utilizados nos estudos (Judd et al., 2002). Esta associado a
um alto indice de suicidio e desemprego (Weissman et al., 1996; Madller-
Oerlinghausen, Berhofer e Bauer 2002; Grant et al., 2005). O Epidemiological
Catchment Area (ECA-NIMH) (Weissman et al., 1996), conduzido nos Estados
Unidos a partir de 1980, com amostra de aproximadamente 20 mil pessoas,

mostrou uma taxa de prevaléncia de 0,8% do THB tipo I. Ja& no Brasil foi
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encontrada a prevaléncia de 0,7% na populacédo de Porto Alegre/RS (Almeida
Filho et al., 1997).

Segundo dados da Organizagao Mundial de Saude, o THB é considerado a
sexta causa de incapacidade entre as condigbes meédicas e psiquiatricas em
pessoas com 15 a 44 anos (Lopez e Murray, 1998).

O THB caracteriza-se por ser uma patologia crdénica, com curso episddico,
mas altamente variavel, com potencial para alto grau de severidade, recorréncia e
intensidade (Tohen and Angst, 2002).

Mesmo com todo avango alcangado até hoje, o THB permanece uma
doenga recorrente, com curso bastante heterogéneo, predominantemente
depressivo. Alguns pacientes ficam estaveis e outros experimentam episodios
frequientes, estados mistos (sintomas maniacos e depressivos
concomitantemente) e complicagbes relacionadas ao abuso de substancias e
prejuizo cognitivo acentuado. O prejuizo causado pela doenga parece estar mais
relacionado com a recorréncia dos episodios do que a gravidade de um dado
episodio. (Post et al.,, 2003). Comumente os pacientes apresentam periodos de
exacerbagcdo dos sintomas (episddios agudos) intercalados por periodos
subsindrémicos e periodos de remissao (eutimia). A média de tempo entre o
aparecimento dos primeiros sintomas e o0 primeiro tratamento € de
aproximadamente dez anos (Leverich e Post, 2006). Em um estudo de
seguimento, que acompanhou pacientes bipolares tipo | por um periodo médio de
13 anos, observou-se que o0s pacientes permaneceram metade deste periodo
sintomaticos (Judd et al., 2002).

Antes do surgimento dos psicofarmacos, os episodios duravam de 4 a 13
meses, os intervalos assintomaticos ficavam mais curtos e os episdédios mais
longos com a progressao da doencga. (Angst and Sellaro, 2000). A persisténcia de
sintomas subsindromicos esta associado a um maior risco de reagudizagao da
doenga (Perlis et al., 2006).

A ocorréncia de pelo menos um episédio maniaco ou hipomaniaco durante
a vida é suficiente para a identificacdo do THB, na qual a presenca de episddio

maniaco confere o diagnéstico de THB tipo |, enquanto a presenca de episodio
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hipomaniaco, sem a ocorréncia de episdédio maniaco, confere o diagnodstico de
THB tipo Il (APA, 2000; Belmaker, 2004). O THB tipo | € caracterizado por um ou
mais episédios maniacos ou mistos, geralmente acompanhados por episodios
depressivos maiores, enquanto que no THB tipo Il ndo ocorrem episodios
maniacos somente ocorrem episédios hipomaniacos (APA, 2002)

O episodio maniaco € definido, segundo a Associagao Psiquiatrica
Americana (APA, 2000), por um periodo distinto de humor anormal e
peristentemente elevado, expansivo ou irritavel, acompanhado por pelo menos
trés dos seguintes sintomas (quatro se humor irritavel):

e Grandiosidade ou auto estima inflada;

e Taquilalia ou presséao da fala;

¢ Diminuicdo da necessidade de sono;

e Experiéncia subjetiva de que os pensamentos estdo correndo ou fuga de
idéias;

¢ Distratibilidade;

e Alteracdo do comportamento dirigido para atividades prazerosas,
frequentemente imprudentes ou perigosas;

e Agitagdo psicomotora.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A Fisiopatologia da Esquizofrenia

A fisiopatologia da SZ pode ser resultante de uma desregulacdo na
plasticidade sinaptica (Gratacos et al.; 2007) por alteragdes de neurotrofinas
(Gama et al., 2007; Vargas et al., 2008), radicais livres (Gama et al., 2006, 2008) e
processos inflamatérios (Reddy et al., 1996).

Alteragcdes do sistema imune tém sido reportadas na esquizofrenia,
incluindo inflamagao, ativagao da micréglia em liquido cefalorraquidiano (Radewics
et al., 2000), presenca de anticorpos contra estruturas cerebrais (Henneberg et al.,

1994; Mayilyan and Poghosyan, 2001) e aumento nos niveis de diversas citocinas
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procedendo episodios psicoticos, com aumento da ativagao de linfécitos T-helper
(Rothermundt et al., 2001).

E também conhecida a alta incidéncia de processos inflamatérios em
pacientes esquizofrénicos. Em uma revisao realizada por Potvin e colaboradores
(2008) foram encontradas evidéncias de uma relagao entre esquizofrenia e
processo inflamatério. Ha indicios de que o sistema complemento esta ativado em
varias doengas neuro degenerativas, com evidéncias incipientes de que o sistema
complemento esta envolvido na esquizofrenia, com ativagao das vias classica e da
manose, possivelmente contribuindo para sua etiopatogénese por neurotoxicidade
e apoptose neuronal (Mayillyan et al., 2006), uma vez que perda neuronal poderia
ser um dos fatores implicados na esquizofrenia.

Os processos apoptéticos alteram a rede de conexdo neuronal e estédo
envolvidos na patogénese de diversas doengas neurodegenerativas, entre elas a
esquizofrenia (Kalinichenko and Matveeva, 2008).

A apoptose é regulada por uma cascata do complexo molecular que
controla a ativacdo da familia da cisteina protease, conhecida como proteina
caspase (Friedlander, 2003). A regulacédo alterada da cascata apoptética pode
reduzir potencialmente a viabilidade neuronal e glial de varios estagios do
desenvolvimento e contribuir para o deficit volumétrico e funcional do cérebro,
observado na esquizofrenia (Berger et al., 2003; Jarskog et al., 2005).

Células apoptoticas sdo conhecidas como potentes ativadores do sistema
complemento, particularmente a via alternativa, e, por outo lado, a proteina C3, é
uma das proteinas do complemento que esta diretamente responsavel pela
opsonizacgao das células apoptéticas.

Boyajyan e colaboradores (2010), propoem que a hiperativacédo da via
alternativa do complemento em esquizofrenia € estimulada pelas células
apoptoticas. Além disso, esse achado, fornece suporte adicional a nossa hipétese
sobre o efeito estimulatorio de células apoptéticas sobre a via alternativa do com-
plemento na esquizofrenia e como os neurolépticos tém se mostrado potentes

indutores de apoptose. Esta hipétese é consistente com a diferenca nos niveis
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sanguineos em ambos, AH50 and C3H50, entre pacientes drug-free e medicados

sugerindo um efeito ativador dos neurolépticos na via alterantiva.

2.2 A Fisiopatologia do Transtorno de Humor Bipolar

Anteriormente se acreditava que, diferentemente da esquizofrenia, os
pacientes com THB n&o apresentavam diminui¢ao das fungbes cognitivas e eram
capazes de retornar ao seu funcionamento anterior, quando cessados o0s
episodios agudos da doenca (Kraepelin, 2001). Entretanto, estudos atuais
permitem verificar que pacientes bipolares, mesmo em periodos de remissdo da
doenga, apresentam um importante deterioro em suas atividades laborais e
sociais, bem como em seu funcionamento cognitivo (Frangou et al., 2005;
Martinez-Aran et al., 2007).

Estudos recentes realizados por Deep et al (2006) tém demonstrado, que o
THB esta associado a uma substancial desabilidade com similar severidade a
encontrada na esquizofrenia.

Atualmente o campo de investigagcdo, dos mecanismos fisiopatologicos
envolvidos na etiologia do THB e da esquizofrenia € vasto com achados que
parecem muitas vezes se entrecruzarem entre estes dois diagndsticos.

A fisiopatologia do THB bem como da SZ n&o esta totalmente esclarecida,
no entanto, existem fortes indicios do envolvimento de varios mecanismos
regulatérios do organismo. Pouco ainda se sabe sobre a etiologia e neurobiologia
do THB e os fatores envolvidos nas bases biologicas incluem a genética, vias
neuro-hormonais, neurotransmissao, vias de transcricdo de sinal, regulagéo da
expressao génica, alteracbes do sistema imunoldgico, estrese oxidativo e
neuroplasticidade.

Estudos com gémeos demonstram que no THB ha uma concordancia de
70% entre monozigoticos e cerca de 30% em dizigdticos (Kelsoe, 2003).

Estudos familiares, estudos com gémeos e estudos de adogdo demonstram
claramente que a hereditariedade genética € um dos fatores determinantes para o
desenvolvimento da doenga (Craddock and Jones, 1999). Comparado a outras

doencas a hereditariedade do THB é maior do que a do cancer de mama e do
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diabetes tipo Il, sendo que o risco de um familiar em primeiro grau de um sujeito
afetado em desenvolver a doenga é 10 vezes maior que o risco da populagédo em
geral (Craddock, o’Donovan e Owen, 2005).

Pearlson (1999) revelou anormalidades estruturais no cérebro de individuos
com THB, em estudos de iamgem de cérebro pos-mortem, que incluem redugao
no volume do cértex pré-frontal (CPF) e hipocampo em exames de ressonancia
magnética. Ainda Pearlson e Veroff relataram alargamento de ventriculos em
jovens com THB. Estes estudos indicam que atrofia neuronal e perdas celulares
podem contribuir para a fisiopatologia da depressdo e THB (Kapczinski et al.,
2008).

Estudos neurofuncionais baseados em ressonancia magnética funcional e
tomografia por emissdao de pésitrons (PET) apontam para uma diminuigao
significativa do metabolismo do CPF durante a depressdo um e aumento em
algumas regides durante fase maniaca (Malhi et al., 2004; Strakowski, DelBello e
Adler, 2005). Ainda assim, a diminuicdo do metabolismo do CPF parece estar
acompanhada de um aumento no metabolismo da amigdala e do estriado,
sugerindo que alteragbes no circuito que compreende o CPF, sistema limbico e
ganglios da base podem estar associadas a fisiopatologia do THB.

Estudos conduzidos em tecido pos-mortem, nesta mesma linha, revelaram
que individuos bipolares apresentam uma diminuigdo significativa de células
neuronais e gliais no CPF dorsolateral e no CPF subgenual (Ongur, Drevets e
Price, 1998; Rajkowska, Halarie e Selemon, 2001; Bouras et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que antidepressivos e estabilizadores de humor
atuam modulando diversas cascatas de sinalizacdo celulares envolvidas em
neuroplasticidade e sobrevivéncia neuronal (Manji, Drevets e Charney, 2001;
Schaltiel, Chen e Manji, 2006). A primeira evidéncia deve-se a Duman, que
demonstrou que o uso crénico de antidepressivos e de ECT aumentam a
expressao do RNAm do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), do seu
receptor TrkB (receptor tirosina-quinase B) e do fator de transcrigdo nuclear CREB
(cAMP response element binding) em hipocampo de ratos ( Nibuya, Morinobu e

Duman 1995; Nibuya, Nestler e Duman, 1996). Posteriormente, estudos pré-



15

clinicos demonstraram que o tratamento crénico com litio e valproato também sé&o
capazes de aumentar a expressao do BDNF no cortex frontal e hipocampo
(Fukumoto et al., 2001; Einat et al., 2003).

Atualmente acredita-se que os transtornos de humor estdo associados a
alteracdes no sistema de comunicagao entre os circuitos cerebrais reguladores do
humor, e que antidepressivos e estabilizadores de humor ativariam cascatas de
sinalizagdo que regulam a plasticidade e sobrevivéncia celular, com subsequente
melhora gradativa da transmissao da informacao nestes circuitos cerebrais (Maniji,
Drevets e Charney, 2001; Nestler et al., 2002; Coyle e Duman, 2003; Castrén,
2005).

2.3 Esquizofrenia, Transtorno de Humor Bipolar e Fator Neurotrofico

Derivado do Cérebro

O Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF - Brain-Derived
Neurotrophic Factor) é considerado a principal neurotrofina cerebral onde modula
diferentes funcgdes sinapticas, estimulando a maturagdo, a nutricdo, a integridade
neuronal e o crescimento, com um papel fundamental no desenvolvimento e no
funcionamento dos neurdnios serotoninérgicos centrais. O BDNF apresenta
expressdo abundante nas areas do hipocampo, do neocoértex, do cerebelo e da
amigdala (Shimizu et al., 2003).

Além de alteracbes nos genes e nos niveis do BDNF terem sido
relacionadas aos transtornos de humor e ao estresse, ha, também, alteracées dos
niveis séricos em diferentes neurotrofinas, sobretudo nos episédios agudos de
THB (Rattiner et al., 2005).

A diminuicdo dos niveis de BDNF tem sido descrita em pacientes
deprimidos (Shimizu et al., 2003). Dados recentes sugerem o envolvimento do
BDNF na fisiopatologia do THB. Observa-se uma correlagdo inversa dos niveis
séricos de BDNF com a gravidade dos sintomas maniacos e depressivos (Cunha
et al., 2006).
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Em um modelo de mania com camundongos, verificou-se que a
administracdo de anfetamina diminuiu os niveis séricos de BDNF, enquanto que o
uso de litio e valproato aumentaram esses niveis (Frey et al., 2006). Niveis séricos
de BDNF encontram-se reduzidos durante os episodios agudos de mania e de
depressao no THB (Cunha et al., 2006).

2.4 Esquizofrenia, Transtorno de Humor Bipolar e Citocinas

Citocina é um termo genérico que designa um grupo de moléculas
envolvidas na emissao de sinais entre as células durante a ativagdo das respostas
imunes. As citocinas sdo pequenas proteinas ou peptideos liberadas por varias
células do organismo, normalmente em resposta a um estimulo ativador,
induzindo resposta por meio de ligagdes a receptores especificos. As citocinas
englobam as interleucinas, quimiocinas, interferonas, fatores estimuladores de
colénia, fatores de crescimento e TNFs.

As citocinas classificadas de acordo com a sua agédo sado as pro-
inflamatérias, no sentido que aumentam a resposta imune a infecgdes e
inflamagao promovendo o recrutamento leucocitario aos locais de inflamagéo e
atraveés da ativacéo de células inflamatdrias ou anti-inflamatérias, que contribuem
para a redugao da resposta inflamatéria . As citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-2,
IL-6, IL-8, IL-12, TNF-alfa e IFN-y) ativam os macréfagos, células NK, células T e
células B e a proliferagdo de imunoglobulinas. As citocinas anti-inflamatorias (IL-
1RA, IL-4, IL-10, IL-13, TGF-beta) reduzem a resposta inflamatéria por meio da
diminui¢cao das citocinas proé-inflamatorias e da supressdo de mondcitos (Marques
et al., 2007).

As citocinas também podem ser classificadas pela fonte de produgdo do
linfécito T helper 1 (Th-1) ou T helper 2 (Th-2) . Os linfécitos Th1 liberam citocinas
que ampliam a resposta imunolégica celular e sao principalmente proé-
inflamatérias, enquanto que os linfécitos Th-2 liberam citocinas que ampliam a

resposta humoral e sdo principalmente anti-inflamatorias.
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As citocinas TNF-alfa, IL-1 e IL-6 estimulam os hepatécitos a produzir
RNAm para a produgéo da proteina C reativa (PCR), uma da proteinas de fase
aguda.

As citocinas séo reguladores centrais do crescimento e diferenciagado de
leucdcitos. Os leucdocitos podem ser ativados por lesdo tecidual, necrose ou
isquemia ou pela presenga de agente infeccioso e, ativados estimulam a produgéao
de interleucinas.

Citocinas agem numa variedade maior de alvos celulares do que hormdnios

e ndo sao produzidas por células de glandulas especializadas, mas sim por
células do proprio sistema imune. No entanto, sdo produzidas por células do
sistema nervoso, em particular por células da glia (Goncharova et al. 2007).
Existe uma relagdo entre niveis de citocinas em fluidos corporais humanos e
patogénese de diferengas doengas. Outros estudos também evidenciaram que
algumas citocinas podem induzir apoptose em células cancerigenas (Wall et al.,
2003).

Ao se estudar a relevante base de conhecimento da neuroimunologia,
énfase particular deve ser dada quanto a bidirecionalidade da interacdo neuro-
imune. Esses sistemas complexos interagem em multiplos niveis, tanto
neuroendocrinos (eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal) e neurais (inervagao simpatica
direta de 6rgaos linféides), e estdo envolvidos no controle da resposta imunolégica
tanto humoral como celular (Wrona, 2006). O sistema imune, por sua vez,
influencia o sistema nervoso central primariamente através de citocinas.

Seguindo os achados de que a administragdo de certas citocinas pode
induzir alteracdes de parametros enddcrinos que estdo sob controle neural, um
grande numero de estudos demonstrou que receptores para algumas dessas
citocinas estdo presentes no SNC. Receptores funcionais de citocinas (em
particular IL-1) sdo encontrados em astrocitos, micréglia, oligodentrocitos e na
maioria dos neurénios (Cunningham et al., 1992; Otero & Merril, 1994; Rothwell &
Hopkins, 1995).

D e acordo com (Brebner et al. 2000), as interleucinas pré-inflamatoérias IL-

1, IL-6 e TNF-alfa influenciam atividade neuro endécrina, promovem alteracbes de
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neurotransmissores centrais e induzem uma constelagcdo de sintomas
comportamentais, sugerindo uma influéncia em comportamentos complexos como
estados de humor, através da ativacdo imune mediada pelas citocinas. Foi
demonstrado por (Savino and Dardenne, 2000) que citocinas também governam
importantes propriedades de neurdnios, incluindo mecanismos de sobrevivéncia e
apoptose.

Segundo Masek e colaboradores (2003) ha evidéncia crescente sugerindo
que os sistemas imunoldgico, enddcrino e nervoso interagem uns com 0s outros
através de citocinas, hormonios e neurotransmissores. A ativacdo dos sistemas de
citocinas pode estar envolvida nas alteragbes neuropatolégicas que ocorrem no
sistema nervoso central de pacientes SZ. Numerosos estudos relatam que o
tratamento com farmacos antipsicoticos afeta a rede de citocinas. Por isso, é
plausivel que a influéncia dos antipsicoticos sobre os sistemas que envolvem as
citocinas podem ser responsaveis por sua eficacia clinica na SZ.

A ativacado do sistema imune provoca febre, alteragdes comportamentais e
neuroendodcrinas e podem estar envolvidos em alteragbes neuropatolégicas que
ocorrem no SNC (De Simoni and Imeri, 1998). Esses efeitos sdo em grande parte,
mediados por citocinas, cujos receptores estdo constitutivamente expressos em
neurdnios e ceélulas gliais (Sawada et al., 1993, 1995; Szelenyi, 2001). Existem
inumeros estudos reportando que o tratamento com farmacos antipsicéticos afeta
a rede de citocinas (Pollméacher et al., 1996). Por outro lado, uma série de altera-
¢bes das citocinas foi encontrado na fase aguda e cronica da SZ (Schuld et al.,
2004).

Conforme Barak e colaboradores (1995), o unico estudo a investigar os
niveis de slL-2R no compartimento intratecal relataram valores diminuidos no
liquido cefalorraquidiano (LCR), mas concentracbes aumentadas no soro de
pacientes SZ. Estes resultados indicaram a ativagdo imune sistémica na SZ, no
entanto, foram necessarias mais provas para apoiar esta concluséo.

Dois estudos demonstraram uma associacdo positiva dos niveis de IL-6,

com a duragao da doenga (Ganguli et al., 1994; Kim et al., 2000).
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Outra abordagem foi apresentada no estudo de Toyooka et al. (2003), em
que media proteina e/ou niveis de mRNA para IL-1beta e antagonista do receptor
IL-1 (IL-1Ra) nos tecidos post mortem de cérebros de pacientes SZ. Eles encon-
traram diminuicdo dos niveis de proteina bruta IL-1Ra e RNAmM no coértex pré-
frontal dos pacientes, enquanto os niveis de IL-1 n&do foram alterados. No mesmo
estudo, eles encontraram o aumento dos niveis séricos de IL-1Ra em pacientes
SZ livre de drogas. Foi sugerido que a diminuigdo dos niveis de IL-1Ra no SNC
pode aumentar a IL-1 em pacientes SZ.

Receptores de citocinas também existem em forma soluvel, como o recep-
tor soluvel da IL-2 (sIL-2R), que é liberado da superficie da membrana de células
imunes ativadas e pode inibir a atividade biolégica da IL-2, um importante fator de
crescimento para células T, por impedir sua ligagdo com receptores ancorados de
membrana. Assim, slL-2R é visto como marcador de ativagdo imunologica. Em
contraste, a ligagao do receptor soluvel da IL-6 (sIL-6R) com a IL-6 forma um
complexo que aumenta a atividade biolégica da prépria IL-6. A agao de citocinas
pode também ser inibida por antagonistas de receptores que ocorrem naturalmen-
te, como o antagonista da IL-1 (IL-Ra), que é produzido em resposta a varios
estimulos inflamataérios, incluindo IL-1 e IL-6 (Raison and Miller, 2004).

Dentre alguns resultados apresentados a partir do estudo das citocinas as
mais frequentemente estudadas na SZ tem sido a IL-2 e IL-6. Apesar da evidéncia
na diminuicao de niveis de IL-2 na SZ (Arolt et al., 2000; Bessler et al., 1995),
outros estudos n&o confirmam essa tendéncia (Kaminska et al., 2001), enquanto
outros ainda mostram uma relagéo inversa (Ebring et al., 2002). Em relagéo ao IL-
6 os resultados mais consistentes, no que diz respeito ao aumento nos niveis de
IL-6 (Maes et al., 2000; Shintani et al., 1991)

Recentemente, uma metanalise incluiu 62 estudos que avaliaram citocinas
em sz (Potvin et al. 2008). Aumentos significativos foram confirmados para IL-1Ra,
sIL-2R e IL-6, corroborando a existéncia de um processo inflamatério continuo na
SZ. Nos casos da IL-6 e IL-1Ra, em especial, as alteracbes observadas nao pare-

cem relacionadas ao uso de medicagdes antipsicoticas.
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Alguns estudos demonstram o envolvimento das citocinas pro-inflamatorias
em pacientes com transtorno de humor bipolar. Kim e colaboradores (2007)
encontraram aumento da producgao de interleucina-6 (IL-6) e de Fator de Necrose
Tumoral (TNF-) em pacientes maniacos quando comparados a um grupo controle
de pacientes nao bipolares. Apds seis semanas de tratamento os niveis de IL-6 e
de TNF haviam retornado a linha de base; os niveis de TNF, no entanto, se
mantinham elevados.

Alguns dos genes responsaveis pela produgdo de citocinas pro-
inflamatérias estao localizados no cluster IL-1 do cromossomo 2q13. As citocinas
pré-inflamatorias estdo envolvidas no desenvolvimento embrionario do sistema
nervoso central, promovendo proliferacdo e produgcdo de citocinas e fatores
neurotroficos, como o fator de crescimento neuronal (NGF) em astrécitos e
inibindo a expressao do (BNDF) (Potter et al., 1999). Além de alteracbes das
citocinas no THB também existem pesquisas que demonstram alteracées com a
esquizofrenia. H4 uma pesquisa demonstrando que alteragdes no cluster IL-1
estdo associadas com risco geneético de esquizofrenia (Papiol et al., 2004),
indicando um possivel envolvimento do sistema imune na etiopatogenia da
esquizofrenia.

O’ Brien e colaboradores (2006) encontraram associagao estatisticamente
significativa entre mania e depressao bipolar e niveis elevados de TNF mesmo
com os pacientes em uso de medicacdo psiquiatrica. Os mesmos autores
relacionaram o0s niveis plasmaticos de citocinas com os de cortisol e
demonstraram que esses se correlacionavam com os niveis de outra citocina proé-
inflamatéria (IL-10) tanto na mania quanto na depresséo bipolar, embora os niveis
de cortisol plasmatico nao diferissem entre maniacos, deprimidos e controles. As
moléculas de citocina quando chegam ao cérebro interagem com vias especificas
envolvidas no controle do humor como o eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA)
e neurotransmissores como a serotonina (Pasic et al., 2003).

Embora o local exato de atuagao das citocinas no cérebro ainda nao esteja
determinado, estudos em roedores identificaram uma alta densidade de

receptores de TNF no hipocampo e no hipotalamo. Esses receptores sao
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expressos tanto por neurdnios quanto pelas células da glia, tanto que a expressao
desses receptores aumenta significativamente em condi¢des inflamatérias (Pasic
et al., 2003).

Evidencia-se que um numero menor de estudos examinou inflamagéo
durante a depresséao bipolar, no entanto, 0 aumento de diversos marcadores pro-
inflamatérios parece se sobrepor ao observado na mania, incluindo-se ai slL-2R,
IL-6, IL-8 CRP e TNF-alfa (Kim et al., 2004; Middle et al. 2000). Por fim, existe
evidéncia preliminar de aumentos de IL-1beta e IL-6 durante a depressao em
relacdo a mania e aumentos de sIL-2R, IL-4 e CRP durante a mania em relagao a

depresséao (Papiol et al., 2004; Rapaport and Maniji, 2001)

2.5 Esquizofrenia, Transtorno de Humor Bipolar e Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo (EO) ocorre quando ha um desequilibrio entre os
compostos oxidantes e antioxidantes do organismo, ou seja, quando os radicais
livres (RL) s&o produzidos em quantidades excessivas ou os sistemas de defesa
antioxidante sao ineficientes nestas condi¢gées. Os RL produzidos em excesso
reagem com carboidratos, proteinas, DNA e lipideos. O RL mais comum é
chamado superoxido (O2'), sendo produzido quando a molécula de oxigénio ganha
um elétron de outra substancia. Este radical causa elevagcdo dos niveis
intracelulares de calcio, através da liberacao de seus depdsitos mitocondriais. Esta
alteracdo gera mudangas na transdugao de sinal intracelular e na expresséao
génica, podendo ocasionar leséo celular. Os RL podem causar disfungédo ou morte
neuronal (Gilgun-Sherki Y et al., 2002).

Embora a principal fungdo da mitocéndria seja a produgdo de energia das
células, elas também geram espécies reativas de oxigénio (EROs) (Leeuwenburgh
and Heinecke, 2001).

O SNC é suscetivel a danos oxidativos, pois apresenta grande atividade
energética mitocondrial dependente de oxigénio, associada a elevada
concentragdo de ferro livre e lipideos poli-insaturados, e baixos niveis de

glutationa e enzimas antioxidantes. (Coskun et al., 2005). O coértex frontal e o
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hipocampo tém alta concentracao de ferro, que se torna potencialmente téxico ao
SNC em situagdes de estresse oxidativo. (Bostanci et al., 2006).

Em resposta a acédo dos RL, o organismo possui um sistema de defesa anti-
oxidante. Os principais representantes desse sistema sdo as enzimas superoxido-
desmutase (SOD), a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px), sendo a
SOD a mais amplamente distribuida enzima antioxidante do cérebro. (Scarpa et
al., 1987).

Aumento nos niveis de estresse oxidativo neuronal produz efeitos deletérios
na transducéo de sinal, plasticidade estrutural e resisténcia celular, principalmente
por induzir a peroxidagao lipidica nas membranas e danos diretos em proteinas e
genes (Andreazza e tal., 2008).

Acido tiobarbiturico (TBARS) é um indicador direto de peroxidacéo lipidica
(Reddy and Yao, 1996). Stress oxidativo e alteragbes em enzimas antioxidantes
tém sido descritas na fisiopatologia da SZ.

A peroxidacdo lipidica, avaliada pelos niveis de TBARS, mostrou estar
aumentado em pacientes com SZ medicados cronicamente e naqueles que apre-
sentam sintomas psicoticos marcantes (Gama et al., 2008). Gama e colaboradores
(2008), ainda encontraram niveis altos de TBARS em soro de pacientes com SZ
utilizando clozapina quando comparado com o tratamento com o haloperidol,
podendo indicar a gravidade da doenga neste grupo.Em contraste com estes
resultados Parikh et al. (2003), encontrou aumento nos niveis de peroxidagdo no
cérebro de ratos cronicamente tratados com haldol. Mas n&o nos cronicamente
tratados com risperidona, olanzapina e clozapina.

Niveis altos de SOD, uma enzima chave na defesa antioxidante, esta rela-
tado em pacientes com SZ. (Gama et al., 2006). Também niveis altos de SOD
foram relatados em pacientes sz livre de neurolépticos e foram associados com
sintomas positivos. (Zhang et al., 2003).

Gama et al. (2008) encontrou niveis altos de SOD e TBARS em pacientes
SZ medicados cronicamente mas nao encontrou diferenca na atividade da SOD
nos trés diferentes cursos clinicos, com remissao parcial dos sintomas psicéticos,

sintomas psicéticos marcantes e deterioro. A correlagao positiva encontrada entre
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o BDNF e TBARS ajudam a suportar a hipdtese de que os niveis elevados de
BDNF funciona como um mecanismo de compensagao para o dano oxidativo e
consequente estresse metabdlico, ao menos, neste grupo de pacientes cronica-
mente medicados.

Ja em pacientes bipolares foi encontrado, durante episddio maniaco, uma
correlacdo negativa entre BDNF e TBARS (Kapczinski et al., 2008). O resultado
deste estudo e do anterior relacionado aos niveis altos de BDNF em SZ apdia a
hipétese de padrdes diferenciais de danos entre THB e SZ, com um processo
degenerativo precoce em SZ e um padrao de deterioro episodio-dependente do
THB.

Estudos recentes apontam alteragbes da atividade das enzimas
antioxidantes (superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) nas
hemacias (Kuloglu et al., 2002; Ozcan et al., 2004) e no soro(Savas et al., 2006;
Frey et al., 2007) de pacientes bipolares.

Os niveis de peroxidagao lipidica geralmente aparecem aumentados em
pacientes bipolares (Kuloglu et al., 2002; Ozcan et al., 2004; Andreazza et al.,
2007).

Existem diversas evidéncias mostrando o envolvimento das espécies
reativas do oxigénio (ERO) em diversas patologias, especialmente nos transtornos
neuroldgicos e psiquiatricos devido a vulnerabilidade do sistema nervoso central
ao estresse oxidativo (Takuma et al., 2004).

O papel do estresse oxidativo no THB tem sido sugerido por estudos que
observaram uma reducgéo da atividade da superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase e aumento de malondialdeido em sangue periférico
de individuos com THB (Ozcan et al., 2004; Ranjekar et al., 2003; Kuloglu et al.,
2002).

A importéncia do EO na fisiopatologia do THB €& apoiada pela descri¢do da
disfuncdo mitocondrial e alteragdo do metabolismo energético neste transtorno.
(Kato and Kato, 2000; Stork and Renshaw, 2005). Gens que regulam a funcgao
mitocondrial estdo regulados para baixo no hipocampo e CPF de pacientes

bipolares (lwamoto et al., 2005; Macdonald, 2006). O dano mitocondrial esta
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associado a inducao de cascatas de sinalizagdo que levam a apoptose. (Nicholls e
Budd, 2000). O BDNF previne a morte celular induzida pelo estresse do reticulo
endoplasmatico (Shimoke et al., 2004). Sabemos que a disfungéo na resposta do
estresse do RE causada por mutagdes genéticas ou fatores ambientais pode
resultar em varias doencgas, tais como diabetes, doencas inflamatérias e

neurodegenerativas e possivelmente THB (Yoshida, 2007).

2.6 Inflamacéao e Sistema Complemento

Especificamente, o sistema complemento € o principal mediador humoral do
processo inflamatorio junto aos anticorpos. Compdem, juntamente com algumas
linhagens celulares e mecanismos de barreira, o sistema imune inato do
organismo, com funcdo importante na defesa humoral inespecifica. E constituido
por um conjunto de proteinas (cascata protéica), mais de vinte proteinas
circulantes, tanto soluveis no plasma como expressas na membrana celular, e
pode ser ativado por diversos mecanismos. Também €& contituido por um numero
similar de receptores da superficie celular e proteinas reguladoras. Tem sido
descrita em varias células, incluindo células epiteliais e musculares, eritrécitos e
diferentes tipos de leucécitos.

A deficiéncia de uma ou mais proteinas da cascata pode ser responsavel
pela suscetibilidade aumentada a varias doencas. As deficiéncias podem ser
genéticas, de regulagdo ou mesmo de receptores ou adquiridas. Por outro lado, o
aumento da concentragao sérica das proteinas do sistema de complemento pode
ocorrer em consequéncia a uma resposta de fase aguda (trauma, inflamacgao ou
necrose tissular), servindo de indicativos para estas condic¢des.

O complemento € um dos sistemas maiores da imunidade inata, e tem
como fungdo, dentre outas, reconhecer e eliminar células necréticas ou
apoptéticas. As proteinas do sistema complemento se ligam a essas células,
ativando a fracdo C3 do complemento, que inicia a ocorréncia dessa cascata

O sistema complemento participa dos seguintes processos bioldgicos:

fagocitose, opsonizagao, quimiotaxia de leucdcitos, liberagdo de histamina dos
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mastocitos e basodfilos e de espécies ativas de oxigénio pelos leucocitos,
vasoconstricdo, contracdo da musculatura lisa, aumento da permeabilidade dos
vasos, agregagao plaquetaria e citolise.

A ativacdo do sistema complemento ocorre por trés vias: a classica, a
alternativa e a via da lecitina. (Figura 1).
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Figura 1 - As trés vias de ativagao do complemento (Kubi J, 2002).

Estudos tém demonstrado o envolvimento do sistema complemento na
fisiopatologia da esquizofrenia bem como do transtorno de humor bipolar.

Existem indicios de que o sistema complemento esta ativado em varias
doengas neurodegenerativas, com evidéncias incipientes de que o sistema
complemento esta envolvido na SZ, com a ativagdo das vias classicas e da
manose, possivelmente contribuindo para sua etiopatogénese por neurotoxicidade
e apoptose neuronal (Mayilyan et al., 2006).

Ha evidéncias que sugerem um papel complementar da apoptose

relacionada com a patogénese da SZ. Resultados promissores, implicando o
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sistema complemento na neurogénese e na remodelagem das sinapses durante o
desenvolvimento cerebral, sugerem um papel potencial do complemento nos
processos de desenvolvimento neurolégico que contribuem para susceptibilidade
da SZ (Woods, 1998; Stevens et al., 2007)

Boyajyan e colaboradores (2010), demonstrou atividade significativamente
elevada da proteina C3 no sangue de pacientes esquizofrénicos em comparagao
com individuos saudaveis, enquanto que a atividade da via classica foi a mesma
que em individuos saudaveis. A deposicdo de C3 ativado em células apoptoéticas
tem demonstrado aumentar a eficiéncia de sua absorgao pelas células fagociticas,
ajudando fagécitos a eliminar as células apoptoticas. Propde-se entdo que os
niveis elevados de C3 em pacientes esquizofrénicos podem resultar da
hiperativacdo da via alternativa do complemento a partir destas células em
apoptose.

Em estudo de Hakobyan et al (2005), onde estudou pacientes
esquizofrénicos de fase aguda da doencga, verificou um aumento de C3 e C4 em
niveis sanguineos destes pacientes, dados estes confirmado por estudos prévios,
que por sua vez, pode ser explicado pelo nivel significativamente elevado da
concentragao sérica de IL-6 no SZ, como € conhecido que IL-6 é particularmente
importante para estimular a produgéo de proteinas de fase aguda pelo figado.

Em outro estudo conduzido por Mayilyan e colaboradores (2006) foi
sugerido uma elevada atividade funcional da via classica em pacientes crénicos
com SZ comparados a controles saudaveis.

Os dados relacionados as concentragcoes de C3 e C4 no soro ou plasma de
pacientes com SZ sdo também um tanto inconsistentes entre os diferentes
estudos. Ha relatos de diminuigdo da concentracdo de C3 em pacientes crbnicos e
aumento em livre de farmacos (Wong et al, 1996).

No entanto, grande parte dos estudos conclui alteragdes nao significativas
ou auséncia de alteragdes. Cabe ressaltar que as medi¢cbes da concentragdo de
C3 e C4 podem ser insatisfatorias visto que também medem produtos de degra-
dacgéo de C3 e C4 (Maes et al, 1997).
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Maes e colaboradores (1997) também mostrou alta concentracado de C4 no
plasma de pacientes com SZ ndo medicados o que nao se reflete nos resultados
dos outros grupos.

Em um estudo de Morera e colaboradores (2007) sobre a correlagdo da
relagao entre proteinas de fase aguda e psicopatologia na esquizofrenia parandi-
de, niveis séricos de C3 e C4 foram sugeridos como marcadores bioldgicos, para
sintomas negativos da esquizofrenia paranéide. Apesar de nenhum item da escala
PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) se correlacionar significativamen-
te com os niveis de C3 e C4, trés dos sete itens da escala mostram correlagdes
positivas com os niveis destas proteinas. Esses itens foram, para C3, repertorio
pobres, retraimento social/apatia e pensamento estereotipado e para o C4, retrai-
mento social/apatia. Além disso, dois itens da escala de psicopatologia geral tam-
bém foram significativamente correlacionados com o C3 (esquiva social) e com
niveis de C4 (atencao deficiente) no soro. No entanto, deve-se considerar o tama-
nho da amostra deste estudo que foi pequeno (N = 15).

O estudo de Wadee et al (2002), investigou os niveis de proteinas C3, C4,
C6 e do fator B no soro de 45 pacientes em episédio de mania. Os resultados
demonstram uma série de diferengas significativas entre pacientes e controles.
Houve aumento das proteinas C3, C6 e do fator B no grupo de pacientes quando
comparados com os controles. Nossos resultados sugerem uma relagdo entre a

mania e parametros imunoldgicos associados com as respostas de fase aguda.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Primério
O objetivo deste estudo ¢é verificar se individuos esquizofrénicos e bipolares
eutimicos apresentam alteracdes nos niveis séricos de C3 e C4 comparando-os

com controles.

3.2 Objetivos Secundarios
e Verificar possiveis correlacdes entre variaveis clinicas e os niveis séricos
de C3 e C4.
e Verificar possiveis correlagdes entre diferentes tratamentos e o0s niveis
séricos de C3 e C4.
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ABSTRACT

Evidence suggests the involvement of the Complement System (CS) with the pa-
tophysiology of Schizophrenia (SZ) and Bipolar Disorder (BD). The CS is an impor-
tant part of the innate immune system, with the Complement 3 (C3) playing a cen-
tral role in all the three distinct pathways. To compare levels of C3 and C4 among
patients with SZ and euthymic patients with BD and healthy controls, we recruited
53 patients with SZ, 20 euthymic patients with BD and 80 healthy controls. Patients
fulfiled DSM-IV diagnostic criteria and symptomatology was assessed through
BPRS and CGl for patients with SZ and YMRS and HAMD for patients with BD.
Serum levels of C3 and C4 were quantified through nephelometry. C3 was signifi-
cantly higher in patients with SZ when compared to both controls (p<0.011) or eu-
thymic BD patients. C3 levels were not different between controls and euthymic
patients with BD (p=0.998). There was no significant difference between serum
levels of C4 among the three groups (p=0.164). There was no correlation of anti-
psychotic dose and C3 (p=0.613) or C4 (p=0.668). Our results suggest activation
of the CS in SZ, indicated by the increased levels of C3. This activation probably
occurs through the alternative pathway, since there was no increase in C4 levels.

Keywords: Complement System; C3 and C4; inflammation; Bipolar; Schizophre-
nia.
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INTRODUCTION

Bipolar Disorder and Schizophrenia are severe psychiatric disorders that
share many epidemiologic and clinical features. Several pathophysiological me-
chanisms implicated in Schizophrenia have also been shown to be involved in Bi-
polar Disorder. However, very few studies have focused on examining the different
ways these mechanisms are involved in each disorder.

Different lines of research have examined the role of neurotrophins and
oxidative stress on Bipolar Disorder and Schizophrenia. Nevertheless, the most
extensively study so far seems to be the role of inflammation. In the field of mood
disorders, in particular, the immune system seems to play a particularly important
role. Over the years, a significant body of accumulated evidence suggests that ma-
jor depression is associated with dysfunction of inflammatory mediators. Patients
with unipolar depression who are otherwise clinically healthy have been shown to
present activated inflammatory pathways, with increased pro-inflammatory cyto-
kines, acute-phase proteins, and increased expression of chemokines and adhe-
sion molecules.

More recently, evidence indicates that Bipolar Disorder and inflammation are
linked through shared genetic polymorphisms and gene expression, as well as al-
tered cytokine levels during acute episodes and euthymia. Inflammatory processes
have also been implicated in the pathophysiology of SZ, and different studies have
focused on the role of inflammation in SZ, Many observations of immune deregula-
tion in SZ overlap with central pathophysiological mechanisms as well as with clini-

cal manifestations of the illness,
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So far, most of the studies of inflammation in psychiatric disorders have fo-
cused on inflammatory cytokines. The involvement of other components of the in-
flammatory response has remained fairly obscure. The examination of different
components of the inflammatory mechanism involved in these disorders might pro-
vide new possibilities of treatment. The serum complement system is one of the
most important components of humoral immunity; it consists of separate plasma
proteins that react in a specific sequence with antigen-antibody complexes. The
result of this sequence of reactions is increased vascular permeability, attraction of
polymorphonuclear leukocites, enhancement of phagocytosis, and alterations in
cell membrane that lead to lysis and cell death [10].

Therefore, this study was designed to examine levels of two different com-
ponents of the complement system, C3 and C4, on both euthymic patients with BD

and chronic stabilized patients with SZ in comparison to healthy controls.
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MATERIAS AND METHODS:

This case-control study protocol was approved by the local ethics committee
of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS, Brazil (HCPA). All subjects pro-
vided written informed consent before inclusion in the study.

We recruited fifty-three stabilized outpatients with SZ, all chronically medi-
cated, from the HCPA Schizophrenia Program and twenty euthymic outpatients
with BD from the HCPA Bipolar Disorders Program. All subjects had a comprehen-
sive clinical interview by a trained psychiatrist. Only non-smokers and non-obese
subjects were included. Obesity was defined as a body mass index (weight in kilo-
grams/height® in meters) of 30 or more. The diagnosis of BD and SZ were con-
firmed according to the DSM-IV [1]. Psychiatric status in patients with SZ was as-
sessed with the BPRS [9] and the CGI [8]. Only patients with BPRS scores < 25
and no history of a psychiatric hospitalization over the last two years were included
in the study. Mood symptoms in patients with BD were assessed using the YMRS
[11] and the HAMD-21 [5]. Patients were considered euthymic, and therefore able
to participate in the study, when both YMRS and HAMD scores were lower than
seven. The control group consisted of eighty medication-free healthy volunteers
who had no current or previous history as well as no first-degree family history of a
major psychiatric disorder, including dementia or mental retardation, matched by

age and sex.



35

Serum C3 and C4 measurement

Each subject had 5 ml of blood collected by venipuncture without anticoagu-
lants, and serum was obtained by centrifugation at 3,000xg for 5 minutes and kept

frozen at -70°C for up to 6 months, until the assay by nephelometry.

Statistical Analysis

Analysis was performed using SPSS Version 18.0. Demographic and clinical
characteristics were analyzed using chi-square and ANOVA test as indicated. De-
scriptive analyses are presented as mean + SD or median (interquartile range) and
p-values < 0.05 were considered significant. C3 levels showed a parametric distri-
bution, C4 levels showed nonparametric distribution and were analyzed with ap-
propriate tests as indicated in tables. Relationships between variables were as-

sessed with Spearman rank correlation coefficient.
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RESULTS

The subjects’ demographics and clinical characteristics are summarized in
table 1.

Insert table 1

The three groups were not significantly different for age (p=0.115). Length of
illness was higher in the group with SZ than in the group with BD (18.0£16.7 vs.
12.0+£16.3, p=0.026). Patients with SZ were predominantly male (76%), while the
BD and control groups had lower frequency of male subjects (40% for both
groups). In the SZ group, 12 patients were on atypical antipsychotics, 13 on typical
antipsychotics and 28 on clozapine. The BD group had 15 patients on lithium, 8 on
other mood stabilizers, 10 on antipsychotics, 3 on antidepressants and 6 on ben-
zodiazepines.

C3 was significantly increased in patients with SZ when compared to either
controls (p<0.011) or euthymic patients with BD (p<0.011). C3 levels were not dif-
ferent in controls compared to euthymic BD patients (p=0.998) (figure 1).

Insert figure 1

There was no significant difference in C4 serum levels among the three
groups (p=0.164) (figure 2). No correlation was found between dose of antipsy-
chotic medication and levels of C3 (p=0.613) or C4 (p=0.668).

Insert figure 2
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DISCUSSION

Our results are in line with those from previous reports showing increased
C3 and C4 levels in Schizophrenia [4] and Bipolar Disorder [12]. However, to our
knowledge, this is the first study to evaluate euthymic patients with Bipolar Disord-
er in comparison to Schizophrenia and healthy controls. Considering that our com-
parison involved patients in non-acute phases of iliness (euthymic BD vs. chronic
SZ), our finding provides further evidence of a chronic immune activation and in-
flammatory syndrome in SZ, in line with previous studies [7]. Nevertheless, these
findings could also be explained by the longer duration of illness in the SZ group
[3].

We believe that a comparative assessment of the pathophysiological me-
chanisms at play in BD and SZ may provide interesting insights into the different
roles played by such mechanisms in each disorder. Past comparisons have sug-
gested that different profiles of oxidative stress [6], neurotrophins [2] and different
patterns of correlation between oxidative stress markers and neurotrophins are at
play in SZ and BD. While different lines of evidence suggest that, in BD, we can
see an episode-related deterioration pattern, it appears that, in SZ, this deteriora-
tion pattern seems to be of a chronic nature, starting at the onset of the iliness.

However, the interpretation of this report must take in consideration its limi-
tations. Potential confounders such as diet and physical activity have not been tak-
en into consideration. Also, use of antipsychotic medications has been previously

shown to be associated with higher levels of C3 in patients with SZ [4]. We were
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unable to consider different medications in our analysis, therefore, interference

cannot be ruled out.
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Characteristics of healthy controls and patients with Bipolar Disorder (BD) and,

Schizophrenia (SZ).

Control BD Sz p-value
group euthymic
(n=80) (n=20) (n=53)
Gender (M/F)? 32/48 8/12 40/13 <0.0001*
Age, years® 40.7 (12.5) 46.6 (12.6) 39.9(9.4) 0.115"
Years of iliness® - 12.0(16.3) 18.0(16.7)  0.026***
YMRS score® - 15(6.5) - -
HAMD score® - 4.0(45) - -
BPRS score” - - 12.0 (11.0) -
CGl score® - - 2.0(1.0) -
Antipsychotic daily dose, In mg of |- - 501.9 -
chlorpromazine equivalents® - - (218.1) -
C3(mg/dL) 162.6(50.1) 163.4(32.8) 190.3(43.6) 0.003**
C4 (mg/dL) 38.4 (24.9) 33.1(10.6) 40.3(16.1) 0.352**

YMRS, Young Mania Rating Scale; HAMD, Hamilton Depression Rating Scale;
BPRS, Brief Psychiatry Rating Scale; CGl, clinical global impression.

*Chi-Square
**One-way ANOVA
*** Mann-Whitney

aShown as mean * standard deviation
control/euthymic vs. SZ, p<0.011 (Tukey)
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Figure 1: Comparison of serum C3 mean levels. Error bars represent standart
deviation. C3 was significantly increased in patients with SZ when compared to
either controls (p<0.011) or euthymic patients with BD (p<0.011). C3 levels were

not different in controls compared to euthymic BD patients (p=0.998).

41



100,00
o
o] o]
50,007
60,00
-1
[ &
40,007
20,007
0,00
T T T
Contral BD euthymic 5Z

Figure 2: Comparison of C4 levels. Box-plot of serum C4 levels in patients with
SZ, euthymic BD, and controls. There was no significant difference in C4 serum

levels among the three groups (p=0.164).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O envolvimento do processo inflamatério com a consolidagdo de
biomarcadores, que sugerem a inflamagdo como um mecanismo implicado na
fisiopatologia da esquizofrenia, bem como do transtorno bipolar, esta bem relatado
e consolidado por varios estudos prévios.

Nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriores que
demonstraram um aumento nos niveis de C3 e C4 na esquizofrenia e transtorno
bipolar embora alguns estudos tenham relatado o inverso.

A nossa descoberta fornece evidéncia adicional de uma ativagéo
imunoldgica crbénica e sindrome inflamatéria na SZ. No entanto, acreditamos que
padrées diferenciais nos mecanismos fisiopatoldégicos ocorrem entre as duas
doencas, evidenciado por diferentes padrées de correlagdo entre marcadores de
estresse oxidativo e neurotrofinas, enquanto linhas de evidéncia sugerem para SZ
um padrao de deterioragao de natureza cronica ja a partir do inicio da doenga no
transtorno de humor bipolar o padrao de deterioragcao parece estar relacionado ao
episddio da doenca.

Nossos resultados sugerem, a partir, do aumento nos niveis de C3 na
amostra de pacientes esquizofrénicos a ativagdo do sistema complemento nesta
doenca. Tal ativacdo provavelmente esta ocorrendo pela via alternativa, uma vez
gue nao houve aumento significativo nos niveis de C4, corroborando desta forma,
com dados da literatura.

Enfim, a interpretacédo do presente estudo merece ressalvas quanto as suas
limitagbes. Potenciais fatores de confusdo como dieta e atividade fisica ndo foram
levados em consideragao. Além disso, a associagao entre o uso de antipsicéticos
e 0s nhiveis mais elevados de C3 em pacientes com SZ tem sido mostrado
previamente. Nao foi possivel considerar diferentes medicagbes em nossa analise,
portanto, a interferéncia ndo pode ser descartada.

Acreditamos que mais estudos sdo necessarios para consolidar o papel do
sistema complemento na fisiopatologia de ambas as doengas, principalmente do

transtorno de humor bipolar pela escassez de estudos relacionados ao tema.
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