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Watched my brother cutting grass outside
Sitting on the porch he told me

"It's a long way to go before we can rest
But it's all for the best"

Thom Yorke — All for the Best

tudo claro
ainda ndo era o dia
era apenas o raio

Paulo Leminski



Para Cristiane.
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ABREVIATURAS E SIGLAS

CNYV — Copy Number Variation.

DNA - Deoxyribonucleic Acid

DSM - Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
EF — Executive Function

GPx — Glutationa Peroxidase

GWAS - Genome-Wide Association Study

HLTYV - Hopkins Verbal Learning Test

OS — Oxidative Stress

TBARS - Thiobarbituric Acid Reactive Substances

PCC — Protein Carbonyl Content

SOD - Superoxide Dismutase

SCID - Structured Clinical Interview for DSM Disorders
SB — Siblings

SZ - Schizophrenia

VM - Verbal Memory

WALIS - Wechsler Memory Scale

WM — Working Memory



RESUMO

Endofendtipos sdo caracteristicas mensuraveis que se encontram entre a doenga e o
genotipo e podem ser medidas neurofisiologicas, bioquimicas, endocrinologicas,
neuroanatomicas ou cognitivas. Gottesman e Shields propuseram pela primeira vez o
conceito em transtornos psiquiatricos, em 1973. Endofen6tipos tém sido estudados em
familiares de pacientes com transtornos psiquiatricos e servem para correlacionar os
fendtipos e risco genético. O objetivo do nosso estudo foi caracterizar possiveis
endofendtipos em uma populacdo brasileira com os riscos genéticos para a
esquizofrenia (SZ). N6s medimos dois grupos de possiveis endofendtipos: marcadores
de estresse oxidativo e de defesa antioxidante (artigo 1) e dominios cognitivos (artigo
2). A fim de examinar os marcadores de estresse oxidativo no soro, foram
selecionados 37 irmaos de pacientes com SZ e 37 controles saudaveis sem historia de
transtorno psiquidtrico. Medimos TBARS, carbonilacdo proteica e niveis da
glutationa peroxidase. Encontramos aumento significativo do estresse oxidativo
proteico em irmaos de pacientes com esquizofrenia (p = 0,03). Nao foram encontradas
diferencas de TBARS (p = 0,73) e dos niveis da glutationa peroxidase (p = 0,53)
(artigo 1). Para caracterizar funcdes cognitivas como possiveis endofenotipos,
medimos memoria verbal (VM), memoria de trabalho (WM) e fungdo executiva (EF)
em 90 participantes (45 irmdos de pacientes com SZ e 45 controles saudaveis
pareados). Nao foram encontradas diferencas na EF (p = 0,42) e WM (p = 0,19 para
sequencia de numeros e letras e p = 0,43 para Digit Span). No entanto, em VM,
irmaos de pacientes tiveram desempenho pior do que os controles no teste de

memoria tardia (p <0,01, d = 0,6) e no teste de memoria verbal total (p <0,05, d =0,5)



(artigo 2). Nossos resultados sugerem que a prejuizos em memoria verbal e estresse

oxidativo proteico podem ser considerados endofendtipos de SZ.
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ABSTRACT

Endophenotypes are considered measurable components along the pathway between
disease and genotype and could be neurophysiological, biochemical,
endocrinological, neuroanatomical, cognitive, or neuropsychological. Gottesman and
Shields first proposed the concept for psychiatry disorders in 1973. Endophenotypes
have been studied in relatives of patients with psychiatry disorders to correlate
phenotypes and genetic risk. The aim of our study was characterize possible
endophenotypes in a Brazilian population with genetic risks to schizophrenia (SZ).
We measured two groups of possible endophenotypes: oxidative stress and
antioxidant defense serum markers (article 1) and cognitive domains (article 2). In
order to examine serum oxidative stress markers, we selected 37 siblings and 37
healthy controls without actual or past psychiatry disorder. We measured TBARS,
Protein Carbonyl Content, and Glutathione Peroxidase levels. We found significant
increase in protein oxidative stress in siblings of patients with schizophrenia (higher
Protein Carbonyl Content levels) (p=0.03). We haven’t found differences in TBARS
(p=0.73) and Glutathione Peroxidase (p=0.53) levels (article 1). To characterize
cognitive deficits as possible endophenotypes, we measured verbal memory (VM),
working memory (WM) and executive function (EF) in 90 subjects (45 unaffected
siblings of patients with SZ and 45 matched healthy controls). No differences were
found in EF (p = 0.42) and WM (p = 0.19 to Letter-Number Sequencing and p=0.43
to Digit Span). However, in VM, siblings of patients performed worse than controls in
the delayed recall test (p<0.01, d=0.6) and in the total recall test (p<0.05, d=0.5)
(article 2). Our results suggest that verbal memory impairment and protein oxidative

stress could be considered endophenotypes of SZ.
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PREFACIO

O presente trabalho surge de uma ideia audaciosa: estudar individuos saudaveis para
tentar entender melhor os riscos genéticos e a fisiopatologia da esquizofrenia. O
estudo com familiares de primeiro grau de pessoas com transtornos psiquiatricos
ganhou forca apods as hipoteses de que manifestagdes fenotipicas podem ocorrer em
pessoas em risco genético, mesmo sem a manifestacdo completa da doenca. Essas
manifestagdes ganharam nome de endofenotipos e tém sido estudadas em diversas
populagdes.

O quanto a presenca de um endofendtipo pode representar risco de desenvolvimento
do transtorno ainda ¢ uma interrogacao. O reconhecimento de individuos em risco e
de prodromos para esquizofrenia cresceu nos ultimos anos, inclusive com um longo
debate se prodromos de esquizofrenia deveriam entrar nos manuais diagnosticos (1,
2).

Fatores presentes ou ausentes antes de um individuo desenvolver a esquizofrenia ou,
até mesmo, em quem nao desenvolve a doenca sdo importantes objetos de estudo.
Que relacao esses fatores t€ém com o desenvolvimento da sindrome sdo perguntas
ainda sem resposta, o que faz deste um grande campo de pesquisa.

O fato de estudar irmaos saudaveis de pacientes trouxe para a equipe de pesquisa
contato com individuos que vivem uma realidade singular. Sdo pessoas que conhecem
e convivem com a esquizofrenia, sabem de todas as limitagdes que a doenca pode
trazer ao portador e, altruisticamente, se encontraram dispostos a ajudar, de todas as
formas, médicos e pesquisadores para melhorar o entendimento da doenga.

Se uma longa caminhada comeca com o primeiro passo, as limitagcdes desse estudo

’,

podem ser relativizadas. Ele ¢ um estudo transversal para “perguntas longitudinais”. E
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apenas um pequeno passo cientifico para reconhecimento de fatores que possam estar
relacionados a esquizofrenia em individuos saudaveis.

Este trabalho ¢ dividido em 4 partes. A primeira ¢ a introdugdo, na qual a
esquizofrenia ¢ abordada de forma ampla, com descri¢do de caracteristicas da doenga
e seus fatores de riscos. A segunda parte ¢ a apresentacdo dos objetivos do projeto,
com algumas especificagdes utilizadas. Na terceira, sdo apresentados os dois artigos
como resultados do trabalho executado. O primeiro artigo ¢ a dosagem de marcadores
de estresse oxidativo em irmdo de portadores de esquizofrenia. O segundo artigo sao
testagens cognitivas nesse grupo. Em ambos os artigos, as medigdes foram
comparadas com controles saudaveis. Por fim, apresentam-se os anexos referentes ao

estudo.

1. Carpenter WT. Anticipating DSM-V: should psychosis risk become a
diagnostic class? Schizophrenia bulletin. 2009 Sep;35(5):841-3.

2. Woods SW, Addington J, Cadenhead KS, Cannon TD, Cornblatt BA,
Heinssen R, et al. Validity of the prodromal risk syndrome for first psychosis:
findings from the North American Prodrome Longitudinal Study. Schizophrenia
bulletin. 2009 Sep;35(5):894-908.
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico

A esquizofrenia se apresenta como uma das mais intrigantes e fascinantes doengas da
psiquiatria. Com mais de 100 anos apds suas descricdes médicas iniciais, muito se
avangou no mapeamento de sua etiologia, porém essa busca ainda ndo se completou.
Os sintomas da doenga tém sido descritos em documentos que remontam a histéria
das civilizacdes. Em documentos encontrados na antiga mesopotamia, escritos ha
cerca de 5 mil anos, sintomas psicoticos e paranoides estavam descritos juntamente
com outras descri¢cdes clinicas, como epilepsia ¢ meningite (1). Descri¢gdes dos
sintomas classicos da doenca ocorreram também em relatos na India antiga, nas
civilizagdes gregas e romanas, além da Idade Média e Idade Moderna, porém, em
grande parte, essas descricoes estavam mais ligadas a literatura religiosa que médica,
pois os sintomas psicoticos eram considerados misticos e possiveis vidéncias (1, 2).
Na arte literaria, descricdes de sintomas psicoticos sdo presentes mesmo antes das
descrigdes classicas. Em obras literarias do inglés William Shakespeare (1556 — 1616)
(3, 4) e do francés Honor¢ de Balzac (1799 — 1850) (5), por exemplo, quadros clinicos
semelhantes ao da esquizofrenia estdo presentes.

No século 19, os transtornos psiquiatricos comecaram a ter um outro tratamento e
conduta, capitaneados, principalmente, pelas ideias de Philippe Pinel (1745-1826) e
seus colaboradores. De cadeias, pacientes passaram para hospitais, recebendo ateng¢ao
como doentes (6, 7).

A mudanca na identificagdo da esquizofrenia, levando em conta os sintomas e curso,
iniciou-se com Emil Kraepelin (1856 — 1926). Este, ao avaliar doentes mentais,

observou dois diferentes padroes de doenga: o da deméncia precoce e o da psicose
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maniaco-depressiva, o que deu origem a dicotomia kraepeliniana. O termo
esquizofrenia foi posteriormente introduzido por Eugen Bleuler (1857 — 1959) apds
um aperfeicoamento do conceito de deméncia precoce. Bleuler também propos um
delineamento clinico e incluiu entre os critérios da doenca manifestagdes
psicopatologicas como distirbios das associagdes do pensamento, autismo,
ambivaléncia, embotamento afetivo, distdrbios da atencdo e avoli¢do. Para
Bleuler, delirios, alucina¢des, ou catatonia ndo eram essenciais ao diagnoéstico.
Apos a descricao dessas duas sindromes (deméncia precoce e esquizofrenia), coube a
Kurt Schneider (1887 — 1967) o agrupamento dos sintomas e reorganizacao da sua
importancia para diagndstico. Schneider propos os sintomas de primeira ordem para
esquizofrenia, como as alucinac¢des e os delirios, que serviram como base para o
conceito moderno de esquizofrenia (8).

Durante a primeira metade do século 20, porém, havia uma divergéncia no conceito
de esquizofrenia. Enquanto alguns paises europeus baseavam-se nos conceitos
Kraepelinianos e Schineiderianos, os norte-americanos baseavam-se nos conceitos
Bleurelianos e psicanaliticos. Com essa divergéncia em curso, alguns psiquiatras
propuseram que a esquizofrenia era uma condi¢cao médica de exclusdo, pois ndo teria
uma causa organica, mas sim estaria relacionada com o ambiente psicoldgico de
nascimento. A partir dessa teoria, as indicacdes de tratamento eram psicandlise de
longa duracao e terapia familiar. Hipdteses como mae esquizofrenizante remontam a
essa época. Duas descobertas cientificas da metade do século XX parecem ter sido
eventos transformadores para o entendimento neurobioldgico da esquizofrenia: a
terapia e resposta a medicamentos antipsicéticos e os estudos com familiares
adotados, os quais mostraram que a heranca genética era mais importante que o

ambiente de criacao no desenvolvimento da esquizofrenia (9).

15



Nos anos 70, um grupo de pesquisadores da universidade de Washington propds
novos critérios para o diagnostico da doenca. Baseados em critérios Schineiderianos,
Bleulerianos e Kraepelinianos, a proposta foi base para o DSM III no ano de 1980, a
qual apresenta critérios que se assemelham aos critérios atuais (8).

Atualmente, a esquizofrenia ¢ considerada uma sindrome cujos sintomas podem ser
divididos em dimensdes como: sintomas positivos, sintomas negativos, sintomas
afetivos e cognitivos. Porém nem todos sdo necessarios para diagndstico do transtorno

(10-12).

1.2 Diagnostico de esquizofrenia

O inicio dos sintomas psicoticos (delirios e alucinagdes) define tradicionalmente o
diagnostico da doenca. A apresentacao clinica inicial pode variar de um lento e
gradual prejuizo cognitivo até uma crise psicotica abrupta. A idade de inicio ¢
variavel e pode ocorrer entre os 15 aos 45 anos, com um pico no final da adolescéncia
para homens e cerca de 5 a 7 anos depois em mulheres. Estas apresentam ainda um
segundo pico de incidéncia da doenca apos os 40 anos de idade, incomum em
homens. Comparando por género, mulheres apresentam melhor funcionamento
premoérbido, com menos sintomas negativos, menos prejuizo cognitivo e respondem
melhor ao tratamento, porém apresentam sintomas afetivos mais graves. Pacientes
com inicio da doenga antes dos 20 anos apresentam mais frequentemente sintomas

premorbidos, sintomas negativos e cognitivos (13, 14).

1.3 Epidemiologia e fatores de risco para esquizofrenia

Estimativas de risco de incidéncia e prevaléncia da esquizofrenia para a populagcdo em

geral dependem das populagdes avaliadas e dos métodos dos estudos. Dados sobre
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risco para desenvolvimento da doenga durante toda a vida variam de 0,3% a 2%, com
uma meédia de aproximadamente 0,7% (15, 16). Estudos na América Latina e Brasil
apresentam média de risco semelhante, proxima a 1% (17).

Alguns estudos demonstram uma maior incidéncia da doenca no sexo masculino. O
risco relativo quando homens sdo comparados a mulheres ¢ de 1,4. Além do género,
outros fatores de risco para esquizofrenia tém sido estudados. Populagdes imigrantes
tém riscos relativos maiores de desenvolvimento da doenca. Na primeira geragao de
imigrantes, o risco relativo ¢ de 2,7, enquanto para a segunda geracao esse risco
cresce para 4,5 (18). Areas urbanas também parecem estar relacionadas com maiores
riscos de desenvolvimento da doenga (19, 20). Outros fatores tém sido listados como
fatores de risco para o desenvolvimento da esquizofrenia, dentre eles estdo infeccdo e
desnutri¢ao durante a gestagdo (21), nascimento no inverno, complicacdes obstétricas
e perinatais (22-24), uso de cannabis (25) e idade paterna avancgada (tabelal) (26-28).
Dentre todos, porém, o mais importante fator de risco para esquizofrenia ¢ a historia
familiar (29). Familiares de qualquer grau de pacientes com esquizofrenia t€ém risco
maior de desenvolvimento da doenga quando comparados com a populagdo em geral

(figura 1) (30, 31).
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Tabela 1. Estimativas de risco relativo para esquizofrenia devido a fatores ambientais

Risco relativo

Fator de Risco . Referéncias
aproximado

Habitar areas urbanas 2-3 (Pedersen e Mortensen, 2001a)

Migragao 2-45 (Cantor-Graae e Selten, 2005)

Infecgdo ou desnutri¢do no
primeiro ou segundo trimestre 2-3 (Penner e Brown, 2007)
de gestacao

Complicagdes obstétricas e

perinatais 2-3 (Byrne et al., 2007)
Uso de cannabis 2-3 (Henquet et al., 2005)
Idade paterna > 35 anos 1.5-3 (Wohl e Gorwood, 2007)

Adaptado de Tandon, Keshavan et al. (2008)
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Figura 1. Risco de desenvolvimento da esquizofrenia em familiares de uma pessoa

com a doenga. Adaptado de Gottesman ¢ Wolfgram (1991)

“Populagao em geral
' 1%

I 2%
- 6% “ Pais
- 9% Elrmaos
— 13% “Filhos (com um dos pais com
diagnoéstico)
- 17% & Gémeos dizigoticos
0,

“Primos
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1.4 Hipéteses etioldgicas:

A esquizofrenia ¢ considerada uma doenca neurodesenvolvimental e, mesmo
iniciando mais frequentemente no final da adolescéncia, ¢ provavel que a doenga
inicie em um individuo que j& apresente um cérebro ndo completamente saudavel (14,
32). Diferentes alteracdes no desenvolvimento foram observadas em estudos
populacionais longitudinais. Um estudo dinamarqués mostrou que pessoas que
manifestaram a esquizofrenia apresentaram atraso em diversos marcos do
desenvolvimento quando comparados a média dos controles. Em especial, nos marcos
desenvolvimentais de sorriso social, nos atos de firmar a cabega, sentar, engatinhar e
andar (33). Uma revisdo publicada por Woodberry et al. (2008) mostrou que
pacientes com esquizofrenia apresentam QI premorbido menor que os controles (34).
O modelo neurodesenvolvimental se baseia em trés periodos: um individuo com um
insulto cerebral precoce, um periodo de laténcia e o aparecimento da psicose. De
acordo com Insel (2010), duas hipoteses nao excludentes podem ocorrer no cérebro
desses individuos até o aparecimento da psicose. A primeira ¢ que esses insultos
precoces s6 se manifestam quando mecanismos compensatorios cerebrais nao sao
mais capazes de controld-los, consequentemente desenvolvendo o episddio psicotico.
A outra hipdtese ¢ que o insulto precoce possa influenciar e alterar os processos
regulatdrios de vias cerebrais como os processos de poda de sinapses (35).

O periodo da adolescéncia ¢ o periodo em que o cortex pré-frontal ainda ndo estd
completamente desenvolvido, além de ser o periodo em que ocorre um ajuste fino das
sinapses cerebrais. A poda das sinapses excitatorias e proliferacdo de circuitos
inibitorios ocorrem nesse periodo, em especial os circuitos dopaminérgicos. Uma

falha nesse processo parece ter relagdo com o episodio psicotico (35).
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Um dos achados mais importantes em esquizofrenia sdo as alteragdes em vias
dopaminérgicas em pacientes. Uma revisdo que incluiu 44 estudos de imagem
molecular, publicada por Howes et al. (2012), mostrou que pacientes com
esquizofrenia apresentam aumento dopaminérgico pré-sinaptico, com um grande
tamanho de efeito nesse achado (36). Resultado semelhante foi encontrado em
pacientes em prodromos para a doenga. Esses estudos dao suporte a hipdtese de uma
disfungdo dopaminérgica na esquizofrenia (37).

Atualmente, além das vias dopaminérgicas, disfungdes em vias serotonérgicas,
gabaérgicas e colinérgicas t€ém sido relacionadas com a doenga (38-40), com uma
importancia dada ao sistema glutamatérgico (41). Essa importancia se deve ao fato de
que o uso de antagonistas do receptor NMDA (receptor glutamatérgico) pode levar a
sintomas negativos e cognitivos semelhantes aos da esquizofrenia (42), enquanto
agonistas glutamatérgicos tém se mostrado promissores no tratamento de alguns

sintomas da doenga (43).

1.5 Genética da esquizofrenia

Fatores genéticos tém grande importancia no desenvolvimento da esquizofrenia e
estudos realizados hd mais de 50 anos mostraram o componente bioldgico hereditario
da doenca (27). Estudos mais recentes estimam que o coeficiente de herdabilidade da
esquizofrenia seja de cerca 80%, o que a coloca entre as doengas médicas com maior
herdabilidade (44, 45).

A identificacdo de que a esquizofrenia ¢ uma doenga poligénica ja foi descrita ha mais
de 40 anos e ¢ uma teoria que ganhou suporte ao longo dos anos (46). Mais de 1000
genes e polimorfismos ja foram estudados em esquizofrenia e um banco de dados on-

line foi produzido com os resultados (http://www.szgene.org) (47). Entretanto muitos
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desses estudos ndo foram reproduzidos ou ndo apresentam poder estatistico (45).
Estudos de associagdo global do genoma (GWAS) tém trazido a luz novas
associacoes de genes com a esquizofrenia, até entdo desconhecidas, nao so
identificando genes relacionados a doenca, mas também relacionando esses genes a
fendtipos especificos (45, 48-50).

Estudos mais recentes tém relacionado o risco de desenvolvimento de esquizofrenia
com alteragdes de variagcdes do nimero de copias (CNV) de uma ou mais regides do
DNA. Isso significa microdele¢des ou microduplicacdes de areas especificas do DNA
(figura 2) (51, 52). Essas alteracdes, entretanto, sdo raras, mas quando presentes
parecem ser um fator de risco importante (53). As conclusdes mais atuais reforcam a
teoria de que a esquizofrenia ¢ uma doenca poligénica e sugerem que a inter-relacao
complexa de diversas variacdes genéticas, que sozinhas tém pequeno efeito,

contribuem significativamente para o seu desenvolvimento (45, 53, 54).
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Figura 2. Variacdes do nimero de copias de regides do DNA.

—————
e ———

Adaptado de Bassett, Scherer et al. (2010)
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1.6 Endofenotipos

O conceito de endofendtipo foi descrito inicialmente na literatura psiquiatrica por
Gottesman e Shields (1973) e, com os avangos dos estudos genéticos na psiquiatria,
reeditado em 2003 (55, 56). O conceito surgiu originalmente na biologia evolutiva,
em um artigo publicado em 1966, cujos autores propunham que diferencas
bioquimicas e microscopicas em insetos sao “fenotipos internos”, que nao podem ser
vistos a “olho nu”, sendo necessario algum instrumento para serem vistos e medidos,
em contraposi¢do ao “exofendtipo” ou “fenotipo externo”, o qual pode ser definido
como um claro fenotipo expresso, visivel a “olho nu” (57).

Ao adaptar o conceito para transtornos psiquidtricos, os autores definiram
endofendtipos como elementos mensuraveis que se encontram manifestados entre o
genoma ¢ a doenga. Endofenotipos podem ser medidas neuropsicolédgicas,
bioquimicas, endocrinologicas, neuroanatoOmicas, cognitivas € neuropsicologicas e
podem representar pistas importantes da base genética dos transtornos psiquiatricos.
Nesse estudo, Gottesman e Goud listaram critérios para que marcadores sejam
considerados endofenotipos (Tabela 2) (56).

Nos ultimos anos, alteracdes neurofisioldgicas, cognitivas, neuroanatomicas,
neurofuncionais e bioquimicas observadas em pacientes com esquizofrenia t€ém sido
estudadas como possiveis endofenotipos da doengca. Em um estudo pioneiro de
neuroimagem com pacientes com diagnostico de esquizofrenia, transtorno de humor
bipolar e seus respectivos familiares, Mcdonald ef al. (2004) mapearam as regides
cerebrais associadas ao risco genético para os transtornos. Na esquizofrenia, esse risco
foi associado com diminui¢ao de volume de substincia cinzenta bilateral na regido
frontal talamica e estriatal e regido temporal esquerda, enquanto o risco genético para

o transtorno de humor bipolar ¢ associado com diminuicdo da substancia cinzenta
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somente no giro cingulado anterior e estriado ventral direito. Associado a isso, para
ambos os transtornos, o risco genético estd associado a redugdo volumétrica de
substancia branca em regido frontal esquerda e regides temporo-parietal. O autor
conclui que areas especificas de substincia cinzenta cerebral podem contribuir para
estudos como possiveis endofendtipos (58).

Uma meta-analise de 25 estudos de ressonancia magnética cerebral volumétrica,
realizada por Boos ef al (2007), incluiu 1065 familiares de paciente com
esquizofrenia e 1100 controles. Esse estudo encontrou que familiares apresentam
menor hipocampo e substancia cinzenta além de maior terceiro ventriculo. Essas
alteragdes estdo relacionadas geneticamente a esquizofrenia (59).

Alteragdes em areas e mecanismos cerebrais relacionadas a percepcdo e ao
processamento da linguagem tém sido bastante estudadas em pacientes com
diagnostico de esquizofrenia. Essas alteragdes fazem parte, inclusive, de um modelo
etiologico da doenca proposto por Crow, em que a esquizofrenia pode ser causada por
uma falha na especializagdo hemisférica para a linguagem (60, 61).

A ativacdo de areas frontais e temporais sdo relacionadas a mecanismos de linguagem
normais, como o processamento da audi¢cdo. Em pacientes com esquizofrenia,
alteragdes nessas regioes sao frequentemente encontradas (62). Uma meta-analise
publicada por Honea et al. (2005), que incluiu estudos de morfometria encefalica de
pacientes com esquizofrenia, mostrou que apenas duas regides apresentavam
alteragdes em mais de 50% dos estudos, ambas em regido temporal (63). Estudos de
ressondncia funcional com testes de linguagem em pacientes cronicos mostraram
alteragdes na lateralizacdo em regido frontal e temporal quando comparados com

controles saudaveis (64, 65). Um estudo com pacientes em primeiro episodio de

esquizofrenia e nao medicados mostrou resultados semelhantes (66).
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Francis et al. (2012) estudaram volume cerebral de 4reas relacionadas a linguagem em
familiares de primeiro grau de pacientes com esquizofrenia com a hipotese de que
alteragdes nessas areas seriam endofenotipos da doenca. Nesse estudo, encontraram
diminui¢do de substancia cinzenta em duas areas localizadas no cortex frontal, pars
triangularis e pars orbitalis, ambas importantes na linguagem e sendo a pars
triangularis pertencente a, classicamente denominada, area de Brocca (67, 68).

Em uma revisao sobre conectividade como endofenotipos em esquizofrenia, White e
Gottesman (2012) apresentam alguns resultados que sustentam a hipdtese de que
alteragdes na conectividade estdo relacionadas com o risco genético de desenvolver
esquizofrenia e podem ser consideradas endofenotipos (69). Um estudo utilizando
métodos de imagem de difusdo (DTI) com irmdos de pacientes com esquizofrenia
demonstrou que a diminui¢do da integridade da substancia branca da regido frontal
esta relacionada ao risco genético da doenga (70). Um achado semelhante em cortex
frontal foi publicado por Hao ef al. (2009), que também encontrou menor integridade
na substancia branca do hipocampo (71).

Outros possiveis endofendtipos sdao as pequenas anomalias fisicas, as quais tém sido
historicamente relacionadas com a esquizofrenia. Acredita-se que elas representem
anormalidades no desenvolvimento fetal e tenham relagdo com o risco genético de
desenvolvimento da doenga (72). Estudos realizados com diferentes metodologias em
familiares de pacientes também encontraram essas anomalias em menor quantidade
em familiares de primeiro grau de pacientes. Presenca de prega epicantal, palato
ogival e sindactilia parcial dos dedos dos pés sao alguns dos achados mais frequentes
em familiares de pacientes com esquizofrenia (73, 74). Uma meta-analise realizada

por Xu et al. (2011), confirmou esses resultados (75).
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Uma revisdo sobre endofenotipos neurofisioldgicos em esquizofrenia, realizada por
Turetsky et al. (2007), mostrou que medidas de processamento sensorio podem
também ser consideradas endofendtipos de esquizofrenia. Um dos testes utilizados em
pacientes com esquizofrenia para medir capacidade inibitoria € o teste de inibigdo por
pré-pulso, que consiste em medir o sobressalto do individuo quando um estimulo ¢
precedido por outro mais fraco. Os estimulos podem ser sonoros, por exemplo. Em
individuo sem o diagnodstico de esquizofrenia, esse estimulo prévio ¢ capaz de
diminuir o sobressalto que ele apresenta. Ja em pacientes, essa diminui¢do apresenta-
se prejudicada. Isso demonstra um prejuizo na capacidade inibitoria cerebral (76). Um
estudo de ressonancia magnética funcional mostrou envolvimento do talamo,
hipocampo, estriado e cortex frontal na inibi¢do por pré-pulso (77). Estudos
realizados com familiares de pacientes mostraram que prejuizos na inibi¢do por pré-
pulso estdo presentes em irmaos de pacientes com esquizofrenia (78, 79).

Outro endofenotipo relacionado a capacidade inibitéria na esquizofrenia € o teste
antissacadico, o qual consiste em mover os olhos de forma oposta a um estimulo. Em
pacientes, erros nos testes antissacadicos sdo mais frequentes que em individuos ndo
doentes (80). Raemackers et al. (2002), em um estudo de ressonancia funcional,
demonstraram que pacientes com esquizofrenia apresentavam menor ativacao estriatal
no momento de inibicdo do movimento ocular (81). Em duas meta-anélises
publicadas por Levy et al. (2004) e Calkins ef al. (2004), foram selecionados estudos
com o teste antissacadico em familiares de pacientes com esquizofrenia. Ambos os
estudos constataram que familiares, na média, cometem mais erros no teste
antissacadico (82, 83).

Estudos mais recentes incluindo paciente e familiares tém correlacionado

endofendtipos com éareas cromossomicas. Um estudo de linkage com 296 familias
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relacionou 12 endofenoétipos ja estudados em esquizofrenia com areas cromossdmicas
e encontrou significancia na relacdo entre alteragcdes no teste antissacadico e a regido
cromossomica 3pl4. Em outras regides cromossomais, encontraram-se outras
possiveis relagdes: regido cromossomo 1p36 com reconhecimento de emogdes; regido
2p25 e 16923 com processamento espacial; 2q24 e 2q32 com destreza sensoria e
motora; 8q24 memoria verbal, entre outros (figura3) (50). Esses achados de “gene to
phene” podem ajudar a avancar no entendimento de uma doenca geneticamente

complexa como a esquizofrenia (56, 84).
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Tabela 2. Critérios para marcadores serem considerado endofenotipos

O endofendtipo deve estar associado a doenca na populagao.

O endofendtipo ¢ hereditario.

O endofendtipo se manifesta mesmo sem a doenga estar em atividade.

O endofendtipo e a doenga sdao co-segregados.

O endofendtipo encontrado em pessoas afetadas pela doenga € mais frequente em
familiares (ndo afetados) do que na populagao.

Adaptado de Gottesman ¢ Gould (2003)
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Figura 3. Endofend6tipos correlacionados com possiveis loci.
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Adaptado de Gottesman e Gould (2003) e Greenwood, Swerdlow et al. (2013).
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1.7 Estresse Oxidativo

Reacdes quimicas de oxidagdo e reducdo envolvem a transferéncia de elétrons entre
dois elementos e sdo a base da cadeia respiratoria mitocondrial e producao de energia.
Durante o processo metabdlico normal envolvendo o oxigénio, espécies reativas de
oxigénio, conhecidas como radicais livres, sdo produzidas, atuando como agentes pro-
oxidantes e podendo causar danos a lipidios, proteinas e ao DNA, danos esses
chamados de estresse oxidativo (85, 86). Alguns marcadores bioldgicos tém sido
utilizados para medir os danos causados pela oxidagdo, dentre eles o TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances) para lipidios ¢ o PCC (protein carbonyl
contents) para proteinas (87, 88).

Enzimas como a Glutationa Peroxidase, Superoxido Dismutase (SOD) e Catalase
atuam de forma integrada como enzimas de defesa contra agentes pro-oxidantes,
protegendo o organismo contra a excessiva formacdo de radicais livres. De certa
forma, a relacdo entre agentes pro-oxidantes e antioxidantes se d4 como uma balanga
que, em processos patoldgicos, pode estar desequilibrada e consequentemente agir na
disfungdo e morte celular (figura 4) (86, 88). O cérebro ¢ um dos 6rgaos mais
vulnerdveis ao estresse oxidativo. A grande demanda de energia faz com que ele seja
responsavel pelo uso de cerca de 20% do consumo de oxigénio. Somado a isso, 0
cérebro tem menor concentracdo de antioxidantes (89). O estresse oxidativo tem sido
relacionado com diversos transtornos psiquiatricos, entre eles, a esquizofrenia € o
transtorno de humor bipolar, e parece ter um importante papel na fisiopatologia desses
transtornos (88, 90-92).

Um estudo realizado por Gama et al. (2006) mostrou que, quando comparados com
controles, pacientes com diagndstico de esquizofrenia apresentaram maiores niveis

séricos de marcadores de dano lipidico por stress oxidativo (TBARS). Esse dano era

31



maior nos pacientes que faziam uso de clozapina quando comparados com pacientes
em uso de haloperidol. J& os niveis da enzima de defesa ao stress oxidativo
Superoxido Dismutase (SOD) ndo apresentaram diferengas entre pacientes e
controles, concluindo que o TBARS pode ser um possivel marcador do curso da
doenca (88). Em outro estudo com 68 pacientes com diagnostico de esquizofrenia,
Gama ef al. (2008) encontraram TBARS aumentado em pacientes mais sintomaticos
(90). Uma meta-analise publicada por Zhang et al. (2010) incluiu 16 estudos que
mediram TBARS e confirmou os resultados em pacientes com esquizofrenia (93).
Casos de maior peroxidacao lipidica também foram encontrados em estudos
posmortem. Wang et al. (2009) realizaram um estudo que encontrou aumento de
produtos da peroxidagao lipidica em pacientes com esquizofrenia e transtorno de
humor bipolar (94).

Um estudo realizado por Raffa ef al. (2011) mostrou que pacientes em primeiro
episodio psicotico, ndo medicados, apresentavam as enzimas de defesa contra o
estresse oxidativo Glutationa Peroxidase aumentadas quando comparados a controles
saudaveis, enquanto os niveis séricos de outra enzima, a Catalase, estavam
diminuidos. Nao foram observadas alteragdes de SOD. Pedrini, Massuda (96)
mostraram que pacientes tanto em estdgios iniciais da doenca, quanto tardios
apresentam aumentados niveis séricos de marcadores de estresse oxidativo lipidico
(maiores niveis de TBARS) e de estresse oxidativo proteico (maiores niveis de PCC).
Esses resultados dao suporte a hipdtese de que o estresse oxidativo ¢ parte do
mecanismo patofisioldgico da esquizofrenia (95).

A avaliacdo do estresse oxidativo em familiares de pacientes com esquizofrenia foi
explorada por Ben Othmen ef al. (2008) . Esse estudo com irmaos de pacientes

encontrou diminuicdo das atividades das enzimas protetoras ao estresse oxidativo
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Superoxido Dismutase e Catalase, enquanto a Glutationa Peroxidase apresentou
niveis de atividades mais alto que de controles saudaveis. Nao houve diferenca nos
niveis de TBARS. Esse estudo sugere que o dano na defesa ao estresse oxidativo pode
ser relacionado com o risco genético da esquizofrenia e consequentemente ser
considerado um possivel endofenotipo (97).

Diversos mecanismos fisiopatologicos t€ém sido relacionados como possiveis fatores
para o aumentado estresse oxidativo, dentre eles, fatores genéticos (98), disfung¢des no
metabolismo mitocondrial (99) e aumento da liberacdo da dopamina em regides
estriatais (85).

Estudos promissores estdo sendo realizados com o uso de terapia com dmega 3, um
conhecido antioxidante, em pacientes em risco para desenvolvimento da doenga.
Enquanto o 6mega 3 como adjuvante ndo parece melhorar sintomas residuais em
pacientes ja diagnosticados com esquizofrenia (100), estudos em modelo animal (101)
e um ensaio clinico randomizado (102) demonstraram a possibilidade do uso como
protetor contra o desenvolvimento da doenca.

A clara relacdo do estresse oxidativo com a esquizofrenia, demonstrada por diversos
estudos e pelas respostas em intervengdes precoces, faz do tema um importante objeto
de estudo para aprofundamento e compreensdo do mecanismo fisiopatolégico na

esquizofrenia.
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Figura 4. Equilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes.
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1.8 Neuropsicologia da esquizofrenia

O estudo das fungdes cognitivas e as relagdes dessas funcdes com areas cerebrais ¢
um dos campos da neuropsicologia. As complexas fung¢des do cérebro podem ser
divididas em processos simples e mais gerais para serem estudadas isoladamente.
Atualmente, técnicas de ressonancia magnética estao sendo utilizadas para identificar
processos cerebrais e relaciona-los a um comportamento (103).

O prejuizo nas fungdes cognitivas ¢ uma caracteristica central na esquizofrenia, ja
reconhecido por Kreapelin e Bleuler nas primeiras conceptualizagdes da doenca
(104). Esses prejuizos podem ser encontrados de formas leves até graves e variam
significativamente entre pacientes (105). Diversas funcdes se encontram prejudicadas
em pacientes com esquizofrenia, dentre elas, pode-se citar: memoria de trabalho,
fungdo executiva, velocidade psicomotora € memoria/aprendizagem verbal (tabela 3)
(106).

Um estudo realizado por Barrett ef al. (2009) mostrou que os prejuizos cognitivos em
memoria, funcdo executiva e linguagem j& se encontram presentes no primeiro
episodio psicético (107). Esses achados sdo confirmados por outros estudos (108,
109). Durante o curso da doenga, esses prejuizos parecem estaveis, e ensaios clinicos
com medicagdes antipsicdticas nao tém sido capazes de melhorar significativamente a
performance cognitiva dos pacientes (110, 111).

Keefe ef al. (2006) compararam performance cognitiva em diversos dominios de
pacientes em prodromos da doenga, primeiro episddio e controles. Individuos em
primeiro episddio apresentaram a pior performance cognitiva, seguidos por individuos
em prodromos e controles, concluindo que o prejuizo cognitivo estd presente mesmo
antes do aparecimento do diagnostico da esquizofrenia (112). Esses resultados foram

reproduzidos por outros grupos (113, 114).
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Disfungdes cognitivas relacionadas a esquizofrenia parecem também ser herdadas. No
estudo realizado por Greenwood et al. (2013) com pacientes e familiares, loci no
cromossomo 8 estdo possivelmente relacionados com memoria verbal, enquanto no
cromossomo 14, com memoria de trabalho (50). O estudo realizado por Gasperoni et
al. (2003) relacionou também memoria de trabalho ao cromossomo 1 (115).

Estudos em familiares de primeiro grau de pacientes com esquizofrenia tém
confirmado essa hereditariedade e tém contribuido para identificacao de um padrao de
prejuizo relacionado ao risco genético de esquizofrenia. Duas meta-analises sobre
achados neuropsicologicos em familiares foram publicadas. O que ambos os estudos
mostraram ¢ que muitas das fungdes cognitivas alteradas na esquizofrenia estavam
presentes, em menor grau (116, 117).

Na meta-analise publicada por Snitz ef al. (2006) foram incluidos 58 estudos e 43
testes neuropsicoldgicos. Os resultados encontrados apontam prejuizos em diversos
testes com tamanhos de efeito médios e pequenos. As diferengas com maiores
tamanhos de efeito foram em testes de medem atencdo, memoria e fluéncia verbal,
atencao visual, memoria de trabalho e funcao executiva (117). Na revisdo publicada
por Sitskoorn et al. (2004), 37 estudos foram incluidos, e os resultados com maiores
tamanhos de efeito foram os de memoria verbal e funcdo executiva. Ambas as
revisdes sugerem que funcdes cognitivas podem ser consideradas endofenétipos da
esquizofrenia. Nao ha, porém, estudos que avaliem fungdes cognitivas em familiares

de pacientes com esquizofrenia em populacao brasileira (116).
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Tabela 3. Descricao de fungdes cognitivas estudadas em individuos com

esquizofrenia.

Capacidade de guardar e manipular temporariamente

Memoria de trabalho ) N , . ..
informagdes necessarias para tarefas cognitivas complexas

como compreensao da linguagem, aprendizado e raciocinio.

Habilidade de resolver problemas, utilizar conceitos

Fungdo executiva . . o
¢ abstratos e gerenciar as habilidades cognitivas, como a

capacidade de alternar entre demandas concorrentes.

Velocidade . T

Quantidade de tempo que um individuo leva para processar
psicomotora .

um sinal, preparar uma resposta e executar essa resposta.

E um termo que se refere a memoria de varias formas de
Meméria verbal linguagem e pode ser dividida em memoria de curto e longo

prazo.

Adaptado de Ekerholm et al. (2012) e Toulopoulouand e Murray (2004).

37




2. OBJETIVOS

Geral

Avaliar estresse oxidativo e fungdes neuropsicologicas como possiveis endofenotipos
de esquizofrenia.

Especificos

Medir marcadores biologicos de estresse oxidativo lipidico (TBARS) e proteico
(PCC) e medida sérica de enzima protetora ao stress oxidativo (Glutationa
Peroxidase) em individuos saudéveis, irmdos de pacientes com esquizofrenia, €
comparar com controles saudaveis.

Avaliar fungdo executiva, memoria de trabalho e memoria verbal respectivamente
com o teste de Stroop, Wechsler Adult Intelligence Scale (WAIS-III) e Teste de
aprendizado verbal de Hopkins de individuos saudaveis, irmaos de pacientes com

esquizofrenia e comparar com controles saudaveis.
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3. METODOS

Irmaos de pacientes com diagndstico de esquizofrenia sem transtornos psiquiatricos
foram convidados a participar do estudo. Os critérios de inclusao foram idade entre 18
a 60 anos, nao ter no passado nem no momento diagnostico de transtorno psiquiatrico
confirmado pelo SCID-I e ter um irmdo com diagndstico de esquizofrenia confirmado
pelo SCID-I.

Em todos os participantes foi realizada uma coleta de 10ml de sangue venoso para as

analises bioquimicas no Centro de Pesquisas Clinicas do HCPA.

Analises Bioquimicas

Para as andlises bioquimicas, foram utilizados os soros dos participantes, que poderao
ser mantidos congelados a —80°C por no maximo trés anos. As amostras foram

armazenadas no Freezer -80C no Laboratorio de Pesquisa Molecular do HCPA.

Avaliagdo dos niveis de enzimas de defesa ao estresse oxidativo

A avaliacdo dos niveis de enzimas de defesa ao estresse oxidativo foi realizada
através da medida dos niveis séricos de Glutationa Peroxidase. As amostras de soro
foram incubadas a 37°C durante 10min com tampdo fosfato de potissio 20mM
(KH2PO4, K2HPO4, EDTA 2mM, Azida sodica 0,8mM, pH 7,7) e NADPH
SmM. Em seguida, foram adicionados 40 mM de glutationa

reduzida (GSH), e 40U glutationa redutase (GR). A reacdo foi iniciada pela adicao do
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tert- butilhidroperoxido. A atividade de Glutationa Peroxidase foi medida pela
diminui¢do da absor¢do de NADPH a340 nm.Os resultados foram corrigidos

pela quantidade de proteinas

Avaliagdo dos niveis de dano lipidico

A avaliacao da peroxidagao lipidica foi realizada no soro dos pacientes, através do
método de TBARS (substincias reativas ao acido tiobarbituricos) usando TBARS
Assay Kit (Caymam Chemical Company, Ann Arbor) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Neste método, a quantificacdo dos produtos da peroxidacdo lipidica ¢
realizada pela formacdo de substidncias plasmaticas que reagem ao dacido
tiobarbitarico, o que consiste na analise dos produtos finais da peroxidacao lipidica
(peroxidos lipidicos, malondialdeidos e demais aldeidos de baixo peso molecular)
que, ao reagirem com o acido 2-tiobarbiturico (TBA), formam bases de Schiff. Tais
complexos sdo coloridos e sua concentragdo pode ser determinada

espectrofotometricamente a 535nm. Os resultados sdo expressos em uM de MDA.

Avaliagao dos niveis de danos a proteinas

A determinacdo de proteinas carboniladas foi realizada espectrofotometricamente
segundo Levine et al. (1990), no soro dos pacientes, utilizando o reagente 2,4-
difenilhidrazina (DNPH) para demonstrar a presenga de grupos carbonilas. Os

resultados sdo expressos em nmol de DNPH/mg de proteinas (118).

Testagem cognitiva
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Uma bateria de testes neuropsicologicos foi administrada para avaliar a memoria
verbal, memoria de trabalho e funcao executiva. Esses dominios foram selecionados
baseados em estudos prévios em que familiares de pacientes apresentaram prejuizos
de tamanho de efeito grande e moderado. O tempo de duracdo da bateria de testes
neuropsicologicos foi de aproximadamente 60 minutos — incluindo uma pausa durante
a avaliagdo. Os testes utilizados foram Wechsler Memory Scale-Third Edition
(WAIS-III) para memoria de trabalho, teste de Stroop para funcdo executiva e

Hopkins Verbal Learning Test (HLVT) para memoria verbal.

Analise Estatistica

Para descri¢ao da amostra foram utilizadas analises descritivas. As médias dos grupos
serdo comparadas utilizando testes paramétricos ou ndo paramétricos quando

necessario.

Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado no comité de ética do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacao
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob o nimero 10-348. A participacdo no
estudo se deu somente mediante autorizagao dos participantes, através de um termo de
consentimento informado, no qual ¢ garantida plena liberdade para interromper a
participagdo quando o desejar, sem implicar perdas ou prejuizos no atendimento

prestado aos pacientes nos servigos. Nesse documento, foram explicados os objetivos,
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as justificativas e os riscos desta pesquisa. Todas as informagdes e dados colhidos

individualmente sao mantidos em sigilo.
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ABSTRACT

The impairment in the antioxidant defense in patients with schizophrenia has been
shown by many studies and could play an important role in the pathophysiology and
development of the disorder. The aim of this study was to examine serum oxidative
stress markers in healthy siblings of patients with schizophrenia and compare it with
healthy controls. We selected 37 siblings and 37 healthy controls without actual or
past psychiatry disorder. We measured thiobarbituric acid-reactive substances
(TBARS), protein carbonyl content (PCC), and glutathione peroxidase activities. We
found significant increase in protein oxidative stress in siblings of patients with
schizophrenia (higher PCC levels p = 0.030). We haven’t found differences in
TBARS (p=0.729) and Glutathione Peroxidase activity (p =0.533). The present
findings provide additional evidence that increased oxidative stress may be an

endophenotype and could be related to the pathophysiology of schizophrenia.

1 Artigo no publicado no periédico Schizophrenia Research.
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Figure 1. Oxidative stress biomarkers in SB compared to healthy controls.
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Fig. 1. (A) Serum levels of protein carbonyl content (PCC), (B) Thiobarbituric acid-
reactive substances (TBARS) levels and (C) glutathione peroxidase (GPx) in siblings
of patients with schizophrenia compared with healthy controls. Horizontal lines
indicate median in (A) and (B). In (C) the horizontal line indicate the mean. Data
points show individual values. Statistical significance is given by the indicated the p
value. A and B were analyzed using Mann-Whitney test. C was analyzed using t-test.
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Verbal memory impairment in healthy siblings of patients with schizophrenia. >
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Abstract:

Neurocognitive deficits have been recognized as a core feature of schizophrenia (SZ)
and are present in most patients. Verbal memory (VM), working memory (WM), and
executive function (EF) are domains commonly impaired in patients with SZ. These
latter domains have been related to the genetic risk of the disorder characterizing as
possible endophenotypes. In order to study neurocognitive endophenotypes in a
Brazilian population with genetic risks to develop SZ, we measured VM, WM and EF
in 90 subjects (45 unaffected siblings of patients with SZ and 45 matched healthy
controls). No differences were found in EF (p = 0.42) and WM (p = 0.19 to Letter-
Number Sequencing and p=0.43 to Digit Span). However, in VM, siblings of patients
performed worse than controls on the delayed recall test (p<0.01, d=0.6) and on the
total recall test (p<0.05, d=0.5). Our results suggest that VM impairment could be

considered an endophenotype of SZ.

2 Submetido ao periédico Schizophrenia Research.
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Table 1.

Characteristics of healthy controls and siblings of patients with schizophrenia.

Healthy Controls Siblings (n=45) p-Value
(n=45)
Gender (Male/Female) 22/23 21/24 0.833b
Agea 38.33 (11.28) 39.56 (12.09) 0.621¢
Age of education 2 12.02 (3.00) 12.08 (3.62) 0.937¢
HVLT-R* total recall 2 24.09 (5.01) 21.76 (5.06) 0.030<™
HVLT-R* delayed recall = 8.36 (2.16) 7.11 (2.28) 0.009<™
Stroop Test - Interference 2 54.25 (22.94) 57.62 (35.73) 0.595¢
WAIS** letter/number 8.60 (2.47) 7.89 (2.65) 0.191¢
sequencing ?
WAIS Digit Span= 8.27 (2.82) 7.82 (2.53) 0.434¢

*HVLT-R - Hopkins Verbal Learning Test — Revised
**WAIS - Wechsler Adult Intelligence Scale
*** n<0.05

@ Mean (S.D.).
b Chi-Square.

€ T-test.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

A partir dos dados apresentados, nossos resultados sugerem que tanto memoria verbal
quanto estresse oxidativo proteico podem ser considerados endofenétipos de
esquizofrenia.

Nossa hipotese a priori, baseados em estudos prévios em que a Glutationa Peroxidase
apresentou-se reduzida em irmaos de portadores de pacientes com esquizofrenia, era
que o estresse oxidativo poderia ser um endofenotipo de esquizofrenia. Porém nossos
resultados nos surpreenderam. Enquanto nao houve diferenca nos niveis de Glutationa
Peroxidase, o achado de que o estresse oxidativo proteico estaria aumentado em
irmaos de portadores de esquizofrenia ¢ um resultado novo na literatura cientifica.

O papel do estresse oxidativo na esquizofrenia ndo ¢ completamente compreendido, e
esses resultados podem trazer mais informacgdes sobre a sua complexa relagdo com a
doenca. E possivel que o estresse oxidativo proteico nio seja apenas consequéncia da
doenca ou do uso de antipsicoticos, e sim, consequéncia de um risco genético.
Somado a outros fatores, o aumento da carbonilizacdo proteica pode fazer parte da
base fisiopatoldgica da esquizofrenia. Sdo necessdrios mais estudos em diferentes
grupos para confirmar nossos achados, outros, ainda, para aprofundar o papel do
estresse oxidativo. Estudos longitudinais com pacientes em prédromos e até mesmo o
acompanhamento dos individuos em risco poderiam ajudar a compreender melhor a
fisiopatologia da esquizofrenia e sua relacdo com o estresse oxidativo.

Nao ha como ndo relacionar, a0 menos em teoria, os dados obtidos nesse estudo com
resultados que alguns agentes antioxidantes, especialmente o dmega 3, apresentam.
Uma possivel protecao desse agente ao desenvolvimento da esquizofrenia trouxe com

mais for¢a a necessidade de entendimento da a¢do do dmega 3 e o processo
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patologico a que o estresse oxidativo esta relacionado. Muitos achados em
esquizofrenia t€ém orbitado por esse tema.

O resultado de prejuizo de memoria verbal encontrado em nosso estudo confirma e
soma dados a literatura de que, em uma populacao brasileira, a memoria verbal pode
ser considerada um endofenodtipo da esquizofrenia. Estudos com diferentes
populagdes tém trazido resultados semelhantes.

Em individuos com esquizofrenia, a memoria verbal tem sido associada com
funcionalidade. Embora esse ndo tenha sido o foco inicial do nosso projeto, futuros
estudos da funcionalidade em individuos portadores e em risco genético de
desenvolver esquizofrenia sdo importantes para melhor identificar e explorar essa
relagdo.

Nossos resultados podem ser considerados como objeto de novos estudos
prospectivos. Nao sabemos se esses individuos que apresentaram maior estresse
oxidativo proteico ou maior prejuizo em memoria verbal ndo vao desenvolver
esquizofrenia no futuro. Um acompanhamento de longo prazo ¢ indicado, para,
inclusive, avaliar se esses fatores, além de serem considerados endofenétipos, possam

ser considerados fatores de risco para desenvolvimento da esquizofrenia.
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8. ANEXOS
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8.1 Outros artigos publicados com foco em esquizofrenia
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8.1.1 Artigo anexo 1 (Resumo)

Schizophrenia Research. 2012 Nov;141(2-3):162-7.

doi: 10.1016/j.schres.2012.08.002.

Effects of omega-3 dietary supplement in prevention of positive, negative and
cognitive symptoms: a study in adolescent rats with ketamine-induced model of

schizophrenia.

Gama CS, Canever L, Panizzutti B, Gubert C, Stertz L, Massuda R, Pedrini M, de

Lucena DF, Luca RD, Fraga DB, Heylmann AS, Deroza PF, Zugno AL

Laboratory of Molecular Psychiatry, INCT for Translational Medicine, Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto

Alegre, Brazil. clarissasgama@gmail.com

Omega-3 has shown efficacy to prevent schizophrenia conversion in ultra-high
risk population. We evaluated the efficacy of omega-3 in preventing ketamine
induced effects in an animal model of schizophrenia and its effect on brain-
derived neurotrophic factor (BDNF). Omega-3 or vehicle was administered in
Wistar male rats, both groups at the 30th day of life for 15days. Each group was
split in two to receive along the following 7days ketamine or saline. Locomotor
and exploratory activities, memory test and social interaction between pairs

were evaluated at the 52nd day of life. Prefrontal-cortex, hippocampus and
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striatum tissues were extracted right after behavioral tasks for mRNA BDNF
expression analysis. Bloods for serum BDNF were withdrawn 24h after the end
of behavioral tasks. Locomotive was increased in ketamine-treated group
compared to control, omega-3 and ketamine plus omega-3 groups. Ketamine
group had fewer contacts and interaction compared to other groups. Working
memory and short and long-term memories were significantly impaired in
ketamine group compared to others. Serum BDNF levels were significantly
higher in ketamine plus omega-3 group. There was no difference between
groups in prefrontal-cortex, hippocampus and striatum for mRNA BDNF
expression. Administration of omega-3 in adolescent rats prevents positive,
negative and cognitive symptoms in a ketamine animal model of schizophrenia.
Whether these findings are consequence of BDNF increase it is unclear. However,
this study gives compelling evidence for larger clinical trials to confirm the use of
omega-3 to prevent schizophrenia and for studies to reinforce the beneficial role

of omega-3 in brain protection.
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8.1.2 Artigo anexo 2 (Resumo):

Journal of Psychiatric Research. 2012 Jun;46(6):819-24.

doi: 10.1016/;.jpsychires.2012.03.019.

Similarities in serum oxidative stress markers and inflammatory cytokines in patients

with overt schizophrenia at early and late stages of chronicity.

Pedrini M, Massuda R, Fries GR, de Bittencourt Pasquali MA, Schnorr CE, Moreira

JC, Teixeira AL, Lobato MI, Walz JC, Belmonte-de-Abreu PS, Kauer-Sant'Anna M,

Kapczinski F, Gama CS.

Laboratory of Molecular Psychiatry, INCT for Translational Medicine, Hospital de

Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto

Alegre, Brazil.

Schizophrenia (SZ) is a debilitating neurodevelopmental disorder that strikes at a
critical period of a young person's life. Its pathophysiology could be the result of

deregulation of synaptic plasticity, with downstream alterations of inflammatory
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immune processes regulate by cytokines, impaired antioxidant defense and increased
lipid peroxidation. The aim of this study was to examine serum oxidative stress
markers and inflammatory cytokines in early and late phases of chronic SZ. Twenty-
two patients at early stage (within first 10 years of a psychotic episode), 39 at late
stage (minimum 10 years after diagnosis of SZ) and their respective matched controls
were included. Each subject had 5 ml blood samples collected by venipuncture to
examined thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), total reactive antioxidant
potential (TRAP), protein carbonyl content (PCC), Interleukins 6 and 10 (IL-6, IL-10)
and tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha). TBARS, IL-6 and PCC levels were
significantly higher in patients with SZ at early and late stages than in controls. There
were no differences for TRAP and TNF-alpha levels in patients with SZ at early and
late stages than in controls. IL-10 levels were decreased in patients at late stage and a
decrease trend in early stage was found. Results provided evidence consistent with
comparable biological markers across chronic SZ. The concept of biochemical staging
proposed by others for bipolar disorder is not seen in this cohort of patients with SZ,
at least for cytokines and oxidative stress markers. Our findings reinforce the need of
assessment of individuals in ultra high risk to develop psychosis and first-episode

population.

77



8.1.3 Artigo anexo 3 (Resumo):

Schizophrenia Research 2012 May;137(1-3):1-6.

doi: 10.1016/j.schres.2012.03.013.

Meeting report: the Schizophrenia International Research Society (SIRS) South

America Conference (August 5-7, 2011).

Massuda R, Chaves C, Trzesniak C, Machado-de-Sousa JP, Zanetti MV, Murray RM,

Gattaz WF, Busatto GF.

Department of Psychiatry, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),

Porto Alegre, Brazil.

On August 5-7, 2011, Sdo Paulo was home to the first regional meeting of the
Schizophrenia International Research Society (SIRS). Over 400 people from many
countries attended the activities and contributed with around 200 submissions for oral
and poster presentations. This article summarizes the data presented during the
meeting, with an emphasis on the plenary talks and sessions for short oral
presentations. For information on the poster presentations, readers are referred to the
special issue of Revista de Psiquiatria Clinica (Brazil) dedicated to the conference

(available at: http://www.hcnet.usp.br/ipg/revista/vol38/s1/).
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8.1.4 Artigo anexo 4 (Resumo):

Journal of Psychiatric Research

doi: 10.1016/;.jpsychires.2013.06.018

Mitochondrial activity and oxidative stress markers in peripheral blood mononuclear

cells of patients with bipolar disorder, schizophrenia, and healthy subjects.

Gubert C, Stertz L, Pfaffenseller B, Panizzutti BS, Rezin GT, Massuda R, Streck EL,

Gama CS, Kapczinski F, Kunz M.

Laboratorio de Psiquiatria Molecular, Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil; Instituto Nacional
de Ciéncia e Tecnologia em Medicina Translacional (INCT-TM), Porto Alegre,
Brazil; Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Biologicas: Bioquimica,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

Evidence suggests that mitochondrial dysfunction is involved in the pathophysiology
of psychiatric disorders such as schizophrenia (SZ) and bipolar disorder (BD).
However, the exact mechanisms underlying this dysfunction are not well understood.
Impaired activity of electron transport chain (ETC) complexes has been described in
these disorders and may reflect changes in mitochondrial metabolism and oxidative

stress markers. The objective of this study was to compare ETC complex activity and
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protein and lipid oxidation markers in 12 euthymic patients with BD type I, in 18
patients with stable chronic SZ, and in 30 matched healthy volunteers. Activity of
complexes I, II, and III was determined by enzyme kinetics of mitochondria isolated
from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Protein oxidation was evaluated
using the protein carbonyl content (PCC) method, and lipid peroxidation, the
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay kit. A significant decrease in
complex I activity was observed (p = 0.02), as well as an increase in plasma levels of
TBARS (p=0.00617) in patients with SZ when compared to matched controls.
Conversely, no significant differences were found in complex I activity (p =0.17) or
in plasma TBARS levels (p =0.26) in patients with BD vs. matched controls. Our
results suggest that mitochondrial complex I dysfunction and oxidative stress play
important roles in the pathophysiology of SZ and may be used in potential novel
adjunctive therapy for SZ, focusing primarily on cognitive impairment and disorder

progression.
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8.1.5 Artigo anexo 5 (Resumo):
Cell Transplantation 2012;21(7):1547-59.

doi: 10.3727/096368911X600957

Altered oxygen metabolism associated to neurogenesis of induced pluripotent stem

cells derived from a schizophrenic patient.

Paulsen Bda S, de Moraes Maciel R, Galina A, Souza da Silveira M, dos Santos
Souza C, Drummond H, Nascimento Pozzatto E, Silva H Jr, Chicaybam L, Massuda
R, Setti-Perdigao P, Bonamino M, Belmonte-de-Abreu PS, Gongalves Castro N,

Brentani H, Rehen SK.

Laboratorio Nacional de Células-Tronco Embrionarias, Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil.

Schizophrenia has been defined as a neurodevelopmental disease that causes changes
in the process of thoughts, perceptions, and emotions, usually leading to a mental
deterioration and affective blunting. Studies have shown altered cell respiration and
oxidative stress response in schizophrenia; however, most of the knowledge has been
acquired from postmortem brain analyses or from nonneural cells. Here we describe
that neural cells, derived from induced pluripotent stem cells generated from skin
fibroblasts of a schizophrenic patient, presented a twofold increase in
extramitochondrial oxygen consumption as well as elevated levels of reactive oxygen
species (ROS), when compared to controls. This difference in ROS levels was

reverted by the mood stabilizer valproic acid. Our model shows evidence that

81



metabolic changes occurring during neurogenesis are associated with schizophrenia,
contributing to a better understanding of the development of the disease and

highlighting potential targets for treatment and drug screening.
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8.2 Protocolo utilizado no estudo.



Laboratorio de Psiquiatria Molecular

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

ESTUDO DA COGNICAO E
NEUROTROFINAS EM IRMAOS DE
PORTADORES DE ESQUIZOFRENIA

CRF -SZ
Irmaos

INICIAIS

CODIGO DO SUJEITO
(irmao/irma com SZ)

Obs.: Utilizar somente caneta com tinta preta para o preenchimento.
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SCREENING

Data: / /

] Marcagdo da Avaliacao Psicoldgica (visita W00-Baseline)

] Agendar Coleta de Sangue

Nome, assinatura e carimbo do médico responsavel



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA IRMAOS DE PACIENTES:

Nome: Data de Nascimento:
Pesquisador Responsavel: Clarissa Severino Gama
Pesquisador Executor: Raffael Massuda

Gostariamos de convidar vocé. a participar de um estudo cientifico, e, antes de mais nada,
gostariamos que vocé tomasse conhecimento do que ele envolve.Damos abaixo alguns
esclarecimentos sobre duvidas que vocé possa ter. Em caso de qualquer outra duvida quanto ao
estudo e o que ele envolve e sobre os seus direitos, vocé devera contatar o médico psiquiatra
Raffael Massuda ou a médica psiquiatra Clarissa Severino Gama pelo telefone: 2101845 ou pelo
enderego: Laboratério de Psiquiatria Molecular, Rua Ramiro Barcellos, 2350 - CEP 90035-903
Bairro Rio Branco - Porto Alegre - RS.

uai o objetivo desta pesquisa?

Conhecer algumas caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de esquizofrenia e
compara-las com seus irmaos. Serdo medidos no sangue trés grupos de substancias: marcadores
de inflamag&o (chamados interleucinas), neurotrofinas (proteinas que existem no cérebro que
podem ser medidas no sangue) e marcadores de stress oxidativo. Esses grupos de substancias,
quando analisadas juntas sao utilizadas para verificarmos que as doencas psiquiatricas tem
alteragdes sistémicas (em todo o corpo). Queremos, primeiro, verificar como essas substancias
estdo presentes nos sangue dos pacientes e depois comparar com irmdos de pacientes, junto a
isso queremos correlacionar essas alteragdes com a cognigéo, issc para ver se existe associacio
entre alteragdes inflamatérias e cognigdo em pacientes e familiares de primeiro grau. Ou seja,
este estudo tem por objetivo, de uma forma geral, conhecer um pouco melhor como “funciona” o

esquizofrenia.

O que acontecera neste estudo?

Apés os pacientes e familiares responderem as questdes em estudo através de
questionarios, serao feito alguns testes de perguntas que durara cerca de 60 minutos, com uma
pausa se o paciente se cansar. Sera feita também uma coleta de 5 mis sangue para exame. Este
exame sera utilizado apenas para observar as alteragdes nos trés grupos de substancias acima

descritos.

uais os beneficios em participar deste estudo?
Vocé néo tera beneficios diretos na participagéo desse estudo, porém a sua participagdo

poderd proporcionar ajuda no desenvolvimento de maior conhecimento da esquizofrenia e

principalmente em relacdo as causas da doenga e como ela funciona.




Quais sdo os direitos dos participantes?

Os pesquisadores deste estudo podem precisar examinar os seus registros, a fim de
verificar as informagdes para o objetivo deste estudo. No entanto, os seus registros médicos serzo
sempre tratados confidencialmente. Os resultados deste estudo poderdo ser enviados para
publicagdo em um jornal cientifico, mas vocé em nenhum momento sera identificado por nome.
Sua participagdo no estudo € voluntaria, de forma que caso vocé decida nao participar, isto ndo
afetara o tratamento normal ao que o paciente tem direito.

Se durante a avaliagdo em que serdo aplicadas escalas diagnosticas, for constatado algum
diagnostico psiquiatrico, o voluntario sera orientado a procurar a rede basica de satude para uma
melhor avaliagdo e conduta.

Todo o material coletado sera descartado ap6s a realizagdo desse projeto (escalas e soro
sanguineo) e ndo sera utilizado para nenhum outro fim. Nenhum uso

comercial do referido material sera feito.

Quais sdo os riscos que envolvem este estudo?

Esta pesquisa é considerada como de risco minimo para a satide, podendo ocorrer apenas
um mal-estar passageiro ou manchas roxas no local da coleta de sangue. Seu nome e seus dados
ser@o mantidos em sigilo pelos pesquisadores, sendo estes dados utilizados somente para
pesquisa. Declaro que:

1. Recebi uma explicacio completa do objetivo do estudo, dos procedimentos
envolvidos e o que se espera de minha pessoa.

2. Estou ciente de que tenho total liberdade de desistir do estudo a qualquer momento
e que esta desisténcia nao ira, de forma alguma, afetar o tratamento do meu familiar
na instituigao.

3. Estou ciente de que a informagdo nos meus registros médicos é essencial para a
avaliagdo dos resultados do estudo. Concordo em liberar esta informagdo sob o
entendimento de que ela sera tratada confidenciaimente, ou seja, ndo serei referido
por nome em qualquer relatério relacionado a este estudo.

4. Concordo total e voluntariamente em fazer parte deste estudo.

Nome do Paciente:

Assinatura do Paciente:
Data:

Nome do Pesquisador Responsavel:

Assinatura do Pesquisador responsavel:
Data:
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IDENTIFICACAO

Prontuario HCPA:

Nome Completo:

Sexo: () 1-masculino () 2- feminino

Data de nascimento: / / Idade: __ anos
Etnia: () 1-branco () 2- ndo-branco
Situacdo Conjugal: () 1- solteiro () 2- casado ou companheiro fixo
() 3- separado ou divorciado () 4- viGvo
Ocupacao: () 1- estudante () 2- com ocupagao (remunerada)
() 3- sem ocupagao (ndo aposentado) () 4- dona de casa
() 5- em auxilio-doenca () 6- aposentado por invalidez

() 7- aposentado por tempo servigo

Escolaridade: Grau: () 1- Completo () 2- Incompleto
( anos de estudo completos)
Repeténcia escolar: anos repetidos

Sabe ler e escrever? () 1-sim () 2- ndo

Tabagismo Passado: () 1-sim () 2-ndo  Se sim, tempo de uso: (anos)
Tabagismo Atual: () 1-sim () 2-ndo  Se sim, maior n° cigarros/dia:
Peso atual (medido): (Kg) Altura (medida): (m)

IMC: [Peso + (altura)?] Circunferéncia da cintura:

Tem diagnostico psiquidtrico atual: () 1 —Sim () 2- Nao

Quais: 1.

2.

3.

4,

Faz atualmente uso de psicofarmacos: () 1 —Sim () 2- Nao (Se sim, acrescentar
medicacao no quadro de medicagoes)
Teve, no passado, diagnostico psiquiatrico

Quais: 1.

2.

3.

4,

Fez, no passado, uso de psicofarmacos: ( ) 1 — Sim (Inserir tempo.) () 2- Nao.
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Quais: 1.

Vive atualmente com oirmdao SZ: ()1-Sim () 2- Nao;

Se sim, quanto tempo apos o diagndstico (Anos)

Viveu com o irmdo apos o diagndstico: () 1 —Sim () 2- Nao;

Se sim, quanto tempo (Anos). Quanto tempo afastado (Anos)

Tem diagnostico de doencas cronicas: () 1 —Sim () 2- Nao

Quais: 1.

2.

3.

4,

Faz uso de medicacdo para doencas cronicas: () 1 — Sim

medicacoes)

() 2- Nao (inserir no quadro

Endereco :
Cidade: CEP: -
Telefone para contato: 1-
2-
Familiar/Responsavel:
Nome: Telefone:

Data: / /
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Medicacgoes Atuais (TODAS), em uso e respectivas doses:

Medicacdo Dose/dia (com unidade) ou Finalidade
(nome genérico) total de comprimidos/capsulas
ou outras formas utilizadas
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
10.

Evolugao da consulta médica:

Nome e assinatura do médico responsavel
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ESCALA BREVE DE FUNCIONAMENTO (FAST)

Nome: Data:
Prontuario: Sexo:( )Feminino ( )Masculino Idade:
Diagndstico:

Medicacao:

Tempo: min

Qual é o grau de dificuldade em relagdao aos seguintes aspectos?
Por favor, pergunte ao paciente ao paciente as frases abaixo e responda a que melhor
descreve seu grau de dificuldade. Para responder utilize a seguinte escala:
(0) nenhuma ; (1) pouca; (2) bastante; (3) imensa

IAUTONOMIA 0) (1) (2) (3)
1. Ser responsavel pelas tarefas de casa 0 (1) (2) (3)
2. Morar sozinho 0 (1) (2) (3)
3. Fazer as compras da casa 0 (1) (2) (3)
4. Cuidar de si mesmo (aspecto fisico, higiene...)

TRABALHO 0) (1) (2) (3)
5. Realizar um trabalho remunerado 0 (1) (2) (3)
6. Terminar as tarefas tao rapido quanto necessario 0 (1) (2) (3)
7. Obter o rendimento previsto no trabalho 0 (1) (2) (3)
8. Trabalhar de acordo com seu nivel de escolaridade 0 (1) (2) (3
9. Ser remunerado de acordo com o cargo que ocupa

COGNICAO 0) (1) (2) (3)
10. Concentrar-se em uma leitura ou filme 0) (1) (2 (3)
11. Fazer célculos mentais 0 (1) (2) (3)
12. Resolver adequadamente os problemas 0 (1) (2) (3)
13. Lembrar o nome de pessoas novas 0 (1) (2) (3
14. Aprender uma nova informagéao

FINANCAS 0) (1) (2) (3)
15. Administrar seu proprio dinheiro 0 (1) (2) (3)
16. Fazer compras equilibradas

RELACOES INTERPESSOAIS 0) (1) (2) (3)
17. Manter uma amizade 0 (1) (2) (3)
18. Participar de atividades sociais 0 (1) (2) (3)
19. Dar-se bem com as pessoas a sua volta 0 (1) (2) (3)
20. Convivéncia familiar 0 (1) (2) (3)
21. Relacbes sexuais satisfatorias 0 (1) (2) (3)
22. Capaz de defender os proprios interesses

LAZER 0) (1) 2) (3)
23. Praticar esporte ou exercicio 0 (1) (2) (3)
24. Ter atividade de lazer
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FORMA 2

Categorias Semanticas: Utensilios de Cozinha; tipos de bebida alcodlica; armas

Nome:

Sexo:

Aplicador :

Idade:

Data nascimento:

Data da aplicagéo :

Lista de Palavras

Lista 1

Lista 2

Lista 3

Recuperagao
(20-25 min.)

Garfo

Vodca

Frigideira

Revolver

Espada

Xicara

Whisky

Cerveja

Pote

Bomba

Rifle

Vinho

T = Resp. Corretas

Tempo:

Tempo:
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RECONHECIMENTO TARDIO

REVOLVER

16 BOMBA

GARFO
POTE

S
S

17

FRIGIDEIRA

|
14 VODCA | S | N |
|

N

N

\BIII

ESPADA N | 21 XiCARA N
| | 22 WHISKY N
12 CERVEJA S N 24 RIFLE N
Total de acertos: 12
Erros: Recuperacdo semantica de falsos positivos: /6 (claro)
Erros: Recuperacado semantica de falsos positivos: /6 (escuro)
Total de erros (falsos positivos): /12
Raw T-Score
Score

Total de Recuperacéo (total de respostas corretas nas listas 1, 2 e
3)

Recuperagao Tardia (lista 4)

Retencéo (%): (Lista 4/ soma de lista 2 + lista 3) x 100

Discriminagado de Reconhecimento (total no R corretas — total de
falsos positivos)

Normative table (Appendix A):
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STROOP:

Erros

Tempo

Palavras

Cores

Palavras-Cores
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Protocolo WAIS-III:

Obs:. Protocolo usado somente para pesquisa.

1. DIGITOS:

Aplicar sempre as 2 tentativas.

Interromper apds erro nas 2 tentativas do mesmo item.

Digitos em ordem direta
13tent. / resp.

Ponto
1a
tent.

23tent. / resp.

Ponto
za
tent.

Pontos

1. 1-7 6-3 0 1 2
2. 5-8-2 6-9-4 0 1 2
3. 6-4-3-9 7-2-8-6 0 1 2
4. 4-2-7-3-1 7-5-8-3-6 0 1 2
5. 6-1-9-4-7-3 3-9-2-4-8-7 0 1 2
6. 5-9-1-7-4-2-8 4-1-7-9-3-8-6 0 1 2
7. 3-8-2-9-5-1-7-4 5-8-1-9-2-6-4-7 0 1 2
8. 2-7-5-8-6-2-5-8-4 7-1-3-9-4-2-5-6-8 0 1 2
Digitos em ordem | Pou° 23tent. / resp. Ponto Pontos
inversa tent. tent.
13tent. / resp.
1. 24 5-7 0 1 2
2. 4-1-5 6-2-9 o 1 2
3. 3-2-7-9 4-9-6-8 0 1 2
4, 1-5-2-8-6 6-1-8-4-3 0 1 2
5. 5-3-9-4-1-8 7-2-4-8-5-6 0 1 2
6. 8-1-2-9-3-6-5 7-4-3-9-1-2-8 0 1 2
7. 7-2-8-1-9-6-5-3 9-4-3-7-6-2-5-8 0 1 2
Total ordem Total ordem Total=
direta= indireta= (max.=30)
(max.= 16) (max.= 14)
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2. SEQUENCIA DE NUMEROS E LETRAS:

Interromper apds erro nas 3 tentativas de um mesmo item.

Eu vou dizer um grupo de nimeros e letras. Depois que eu apresenta-los, quero
que vocé diga primeiro os nimeros em ordem, comecando com o menor nimero.
Em seguida, diga-me as letras em ordem alfabética. Por exemplo, se eu falar B-7,
sua resposta devera ser 7-B. O nimero devera vir primeiro e, em seguida, a letra.
Se eu falar 9-C-3, entdo sua resposta devera ser 3-9-C. Primeiro os nimeros em
ordem crescente e depois as letras em ordem alfabética. Vamos praticar:

6-F (6-F) / G-4 (4-G) / 3-W-5 (3-5-W) / T-7-L (7-L-T) / 1-3-A (1-A-)

Tentativa Itens / resposta Pontos por Pontos no item
tentativa

L-2/ (2-1)

[y

B-5 / (5-B)

6-P / (6-P)

H-1-8 / (1-8-H)

R-4-D / (4-D-R)

F-7-L / (7-F-L)

V-1-3-5 / (1-5-J-V)

T-9-A-3 / (3-9-A-T)

7-N-4-L / (4-7-L-N)

5-P-3-Y-9 / (3-5-9-P-Y)

8-D-6-G-1 / (1-6-8-D-G)

K-2-C-7-S / (2-7-C-K-S)

W-8-H-5-F-3 / (3-5-8-F-H-W)

6-G-9-A-2-S / (2-6-9-A-G-S)

M-4-E-7-Q-2 / (2-4-7-E-M-Q)

5-T-9-3-2-X-7 / (2-5-7-9--T-X)

E-1-H-8-R-4-D / (1-4-8-D-E-H-R)

R-3-B-4-Z-1-C / (1-3-4-B-C-R-2)

5-H-9-S-2-N-6-A / (2-5-6-9-A-H-N-S)

D-1-R-9-B-4-K-3 / (1-3-4-9-B-D-K-R)

WIN|FEFIWINFERIWIN(RIWINERIWIN(ERIWIN(=IWIN =
olo|lo]o|lojo]ojo|o]o|o|o]o|ojo]o|o|o]o|o|
AT PRI AR NPT PR TS PRy [T

o

[y

N

w

7-M-2-T-6-F-1-Z / (1-2-6-7-F-M-T-2)

Total=
(max.=21)
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WAIS-III

Escala de Inteligéncia Wechsler

Subtestes Funcoes Escore Escore
Avaliadas Bruto Ponderado
Seqiiéncia de Atengdo
NUmeros e Letras Memoria Verbal
Concentracao

Memoria Imediata

Digitos

Atengdo Automadtica
Memdria Imediata

Observacoes sobre a Aplicacao das Escalas Psicoldgicas

(para uso dos psicélogos)

Data: /

Assinatura:
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