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ABREVIATURAS E SIGLAS

AODS - Antioxidant Defense System
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PCC — Protein Carbonyl Content
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SCID - Structured Clinical Interview for DSM Disorders
SZ — Schizophrenia

TBARS - Thiobarbituric Acid Reactive Substances
TRAP — Total Reactive Antioxidant Potential

TNF — Tumoral Necrose Factor

VBM - Voxel-Based-Morphometry



RESUMO

Modelos de estadiamento para transtornos mentais graves tém sido propostos para
personalizar e otimizar o tratamento. A logica do estadiamento é baseada na avaliacdo de cada
paciente para fornecer diferentes abordagens de acordo com a patofisiologia, sintomatologia e
alteragbes estruturais da doenca. Alteragdes do sistema inflamatdrio, regulado pelas citocinas,
e desequilibrio oxidativo s&do cada vez mais estudados como possiveis responsaveis pela
patofisiologia da esquizofrenia (SZ). O objetivo deste estudo foi investigar os niveis séricos de
marcadores de estresse oxidativo e de inflamagao em pacientes com inicio recente de doenca
(RO) e pacientes crénicos (CP) com SZ em remissédo sintomatica. Medimos dois grupos de
possiveis biomarcadores séricos para estadiamento da doenga: marcadores de estresse
oxidativo e de defesa antioxidante (artigo 1) e marcadores inflamatdrios (artigos 1 e 2). A fim de
examinar os marcadores de estresse oxidativo e inflamatérios, foram selecionados vinte e dois
pacientes RO (com até 10 anos de doenca), trinta € nove CP (com no minimo 10 anos de
diagnéstico de SZ) e seus respectivos controles pareados. Analizamos TBARS, PCC, TRAP,
IL-6, IL-10 e TNF-alfa. Encontramos aumento significativo dos niveis séricos de TBARS, IL-6 e
PCC em ambos os grupos RO e CP com SZ comparados com os controles saudaveis. Nao
ocorreu diferenca nos niveis séricos de TRAP e TNF-alfa em ambos os grupos RO e CP
comparados aos seus controles. Niveis séricos de IL-10 aumentados foram encontrados no
grupo CP, e ocorreu uma tendéncia ao aumento desta interleucina no grupo RO em
comparagao aos controles (artigo 1). Para caracterizar o papel das quimiocinas no curso da SZ,
medimos os niveis séricos da CCL-11 (Eotaxin) e da CCL-24 (Eotaxina-2) em vinte e trés
pacientes RO (com até 5 anos de doenga) e dezoito CP (com no minimo 20 anos de
diagnéstico de esquizofrenia) e seus respectivos controles pareados. Os niveis séricos da CCL-

24 estavam significativamente aumentados nos dois grupos de pacientes comparados com 0s



controles. Os niveis séricos da CCL-11 ndo estavam diferentes nos pacientes RO, mas
estavam significativamente aumentados nos CP em relagdo aos seus controles (artigo 2).
Nossos resultados sugerem que a SZ estd associada com a inflamagao e que os marcadores
bioldgicos tém niveis similares ao longo do curso da doenca. Sendo assim, o conceito de
estadiamento proposto para outros transtornos nao é visto nesta coorte de pacientes com SZ,
pelo menos para citocinas e marcadores de estresse oxidativo. Contudo, a CCL-11 parece
indicar um caminho promissor na investigacdo de marcadores associados ao envelhecimento

precoce para fins de estadiamento.



ABSTRACT

Staging models for severe mental disorders have been proposed to personalize and
optimize the treatment. The logic of staging is based on accessing each patient to provide them
different approaches according to the pathophysiological, symptomatomatic and structural
changes of the disease. Alterations on the immune system, which is regulated by cytokines, and
oxidative imbalance are increasingly being studied as potentially implicated in the
pathophysiology of schizophrenia (SZ). The aim of this study was to investigate serum markers
of oxidative stress and inflammation in recent onset (RO) and chronic patients (CP) with SZ in
symptomatic remission. We measured two groups of potential biomarkers for staging the
disease: oxidative stress and antioxidant defense serum markers (article 1) and inflammatory
markers (articles 1 and 2). In order to examine serum markers of oxidative stress and
inflammation, we selected twenty-two RO patients (within 10 years of disease), thirty-nine CP
(minimum of 10 years after the diagnosis of SZ) and their matched controls. We analyzed
TBARS, PCC, TRAP, IL-6, IL-10 and TNF-alpha. We found a significant increase in serum
levels of TBARS, PCC and IL-6 in both RO and CP groups with SZ compared with healthy
controls. There was no difference in TRAP and TNF-alpha serum levels in both RO and CP
groups compared with their controls. IL-10 levels were increased in CP group, and an increase
trend in RO group was found compared with controls (article 1). In order to characterize the role
of chemokines in the course of SZ, we measured serum levels of CCL-11 (Eotaxin) and CCL-24
(Eotaxin-2) in twenty-three RO patients (within first 5 years of SZ diagnosis) and nineteen CP
(minimum of 20 years after the diagnosis of SZ) and their matched controls. CCL-24 serum
levels were significantly increased in both groups of patients with SZ compared with controls.
CCL-11 serum levels were not different in RO, but were significantly increased in CP when

compared with their controls (article 2). Our results suggest that SZ is associated with



infflamation and that biological markers have similar levels throughout the course of the chronic
disease. Thus, the proposed staging concept for other disorders is not seen in this cohort, at
least for cytokines and oxidative stress markers. However, CCL-11 seems to indicate a

promising path in the investigation of accelerated aging markers for staging.



1. INTRODUCAO

A esquizofrenia € uma doenca mental complexa, cronica, incapacitante, grave e com
etiologia e patofisiologia pouco definidas (1). E caracterizada por uma ampla gama de
comportamentos anormais, incluindo delirios e alucinagdes, fungéo cognitiva prejudicada, bem
como disturbios do humor e isolamento social (2). O transtorno tem sido observado no mundo
inteiro, com prevaléncia na faixa de 0,3 a 0,7%, e € um dos mais importantes problemas de
saude publica do mundo, sendo classificada como a quarta principal causa de incapacidade em
pessoas com idades entre 18 e 45 anos nos paises desenvolvidos (1, 3, 4).

A fisiopatologia da esquizofrenia pode ser o resultado de alteragbes da plasticidade
sinaptica e das neurotrofinas com defesa antioxidante prejudicada, aumento da peroxidagao
lipidica e processos imunes e inflamatérios alterados, que podem estar presentes nas fases
iniciais e tardias da doenca (5-9).

A inflamacao sistémica crbénica, existente na esquizofrenia, pode explicar o aumento de
anormalidades metabdlicas que ocorre nestes pacientes em relagdo a populacdo geral, como
diabete, hipertensio arterial, obesidade e dislipidemia (10). Todas estas condigbes parecem
estar subjacentes e contribuem para a patofisiologia da arteriosclerose, das doencgas
vasculares e de um fendtipo de envelhecimento acelerado, podendo reduzir o tempo de vida
destes pacientes em cerca de 20 anos (11, 12). O encurtamento acelerado dos telémeros e a
diminui¢cdo da atividade da telomerase também tém sido descritos na esquizofrenia (13-15). A
presenca de perda significativa do teldbmero neste transtorno implica em um componente de
envelhecimento anormal e pode ser um marcador de tragco da doenca causado pelo estresse

oxidativo e pela instabilidade do DNA (13, 14).



Uma nova abordagem para a compreensé&o dos transtornos mentais graves, tais como a
esquizofrenia, € a adogcdo de um modelo de estadiamento clinico (16). Este modelo é
particularmente util, pois diferencia fendmenos clinicos mais leves e iniciais daqueles crénicos,
que acompanham a progressao da doencga (17). Além disso, o estadiamento tem a finalidade

de personalizar e otimizar os tratamentos (18).

Um estudo publicado por Agius ef a/ propds trés fases do desenvolvimento da
esquizofrenia: um periodo prodrémico, ou seja, quando os sintomas leves aumentam
progressivamente em gravidade, duracéo e frequéncia, o primeiro episédio e a fase crbnica da
doencga (19). Na primeira etapa, que € a fase do prédromo, ocorre uma perda de massa
cinzenta, bem como alteragdes da cognigéo (19). A segunda fase é caracterizada pelo primeiro
episddio de doencga e o declinio cognitivo progressivo (19). Na terceira fase, a esquizofrenia é
cronica, tendo interrupgdes no neuro-desenvolvimento e na plasticidade neural (19).

Segundo Lieberman (1999), a esquizofrenia apresenta um padrdo uUnico e grave de

deterioragao clinica no inicio da doenga (20). Corroborando esta hipotese, estudos recentes
sugerem um padrao similar de ativacdo imune crénica na esquizofrenia (12, 21).

Estudos que permitam avangar na compreensao do papel dos biomarcadores de trago
de doenca deste grupo de pacientes sdo da maior importancia a fim de personalizar e otimizar

o tratamento da esquizofrenia.

10



Figura 1. Curso da esquizofrenia.

Infancia

-®

Adaptado de Tandon et al. 2009
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Esquizofrenia

2.1.1 Diagnéstico

Os sintomas caracteristicos da esquizofrenia envolvem uma variedade de disfungoes
cognitivas, comportamentais, e emocionais, mas nenhum unico sintoma é patognoménico do
transtorno (1). O diagndstico envolve o reconhecimento de uma constelacdo de sinais e
sintomas associados com o comprometimento do funcionamento ocupacional ou social do
individuo (1).

Apesar dos avancos, ainda ndo ha testes radioldgicos, laboratoriais ou psicométricos
sensiveis e especificos para o transtorno (1). Diferengas sdo evidentes em vavias regides
cerebrais entre grupos de individuos saudaveis e pessoas com esquizofrenia, incluindo exames
de neuroimagem, neuropatologia e estudos neuropsicolégicos (1). Conforme assinalado por
Lieberman (1999), varios achados de neuroimagem e de necrodpsia, junto com a deterioragéo
comportamental e cognitiva, que sao observadas em pacientes esquizofrénicos, podem refletir
um processo neurodegenerativo limitado, mas significativo, provavelmente mais ativo na fase
inicial (5-10 anos) da doenga (20).

Por isso, exames de neuroimagem estrutural e funcional podem ganhar um importante
papel no futuro préximo (22). Estudos de neuroimagem funcional indicam alteragbes da
ativacdo cerebral em tarefas, ocorrendo diminuigdo na regido frontal e aumento em regibdes
cerebrais mediais nos pacientes com esquizofrenia (22). Estudos longitudinais de neuroimagem
estrutural apontam para uma redugado progressiva do volume de massa cinzenta em varias
regides cerebrais destes pacientes (23). Tais redu¢des podem caracterizar uma alteragédo da

plasticidade sinaptica, resultante do desenvolvimento anormal de circuitos neuronais, que
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possivelmente estdo implicados nesta doenca, incluindo os circuitos do cértex dorsolateral pré-
frontal e o hipocampo (23).

Além disso, sabe-se que na esquizofrenia ha diminuicdo da substancia cinzenta,
principalmente no lobo frontal esquerdo, detectada por VBM (Voxel-based-morphometry) (22,
23). Outras regides cerebrais, que foram descritas com diminuigdo da substancia cinzenta, séo
o cortex limbico e para-limbico, bem como o tdlamo (22, 24).

Diversos estudos com VBM também demonstraram redugdo da substancia branca em
pacientes com esquizofrenia comparados com controles (23). A distribuicdo das alteragcdes na
substancia branca permanece incerta na esquizofrenia (24). Apesar de algumas excegoes, a
maioria dos estudos com DTI (Diffusion Tensor Imaging) encontraram FA (Fractional
Anisotropy), medida de anisotropia, reduzidas significativamente em duas regides: na
substancia branca do lobo frontal esquerdo e na substancia branca profunda do lobo temporal
no grupo de pacientes com a doenga (23). Isto sugere que duas redes de tratos de substancia
branca podem estar afetadas na esquizofrenia, tendo potencial para se desconectar das

regides de substancia cinzenta com as quais estdo ligadas (24).
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Tabela 1. Critérios diagndsticos da esquizofrenia segundo o DSM-V

A. No minimo dois dos seguintes quesitos, cada qual presente persistentemente por uma
por¢do significativa de tempo durante o periodo de um més (ou menos se tratados com

sucesso):

(1) delirios

(2) alucinacées

(3) discurso desorganizado (p. ex., frequente descarrilamento ou incoeréncia)
(4) comportamento amplamente desorganizado ou cataténico

(5) sintomas negativos, isto €, embotamento afetivo, alogia ou abulia.

B. Por uma porgéo significativa do tempo desde o inicio da perturbagdo, uma ou mais areas
importantes do funcionamento, tais como trabalho, relagcbes interpessoais ou cuidados
pessoais, estdo acentuadamente abaixo do nivel alcangado antes do inicio (ou quando o inicio
se da na infancia ou adolescéncia, incapacidade de atingir o nivel esperado de alcance
interpessoal, académico ou ocupacional).

C. Sinais continuos da perturbagao persistem pelo periodo minimo de 6 meses. Esse periodo
de 6 meses deve incluir pelo menos um més de sintomas (ou menos, se tratado com sucesso)
que satisfazem o critério A (i.e. sintomas da fase ativa) e pode incluir periodos de sintomas
prodromicos 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 (p. ex., crengas

estranhas, experiéncias perceptivas incomuns).
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D. O Transtorno Esquizoafetivo e a Depressdo ou o Transtorno do Humor Bipolar com
Caracterisicas Psicoticas foram descartados, porque (1) nenhum Episddio Depressivo Maior ou
Maniaco ocorreu concomitantemente aos sintomas da fase ativa; ou (2) se os episddios de
humor ocorreram durante os sintomas da fase ativa, sua duracao total foi breve com relacéo a
duracédo dos periodos ativo e residual da doenca.

E. A perturbagédo ndo se deve aos efeitos fisiolodgicos diretos de uma substancia (p. ex., uma
droga de abuso, um medicamento) ou uma condigdo médica geral.

F. Se existe um histérico de Transtorno do Espectro Autista ou Transtorno de Comunicagao
com Inicio na Infancia, o diagndstico adicional de Esquizofrenia é feito apenas se delirios ou
alucinagdes proeminentes também estdo presentes pelo periodo minimo de 1 més (ou menos,

se tratados com sucesso).

Especificar se:

Os seguintes especificadores de curso podem ser usados somente apés um ano de duragao da
doenca e se eles ndo estiverem em contradigdo com o curso dos critérios de diagnostico.
Primeiro episédio, atualmente em episdédio agudo: Primeira manifestacdo do transtorno
com a definicdo dos critérios diagndsticos de sintomas e tempo. Um episédio agudo é um
periodo de tempo no qual os critérios de de sintomas estdo preenchidos.

Primeiro episédio, atualmente em remissao parcial: Remissdo parcial é um periodo de
tempo no qual uma melhora apds um episddio prévio € mantida e na qual os critérios de
definicdo do transtorno estdo somente parcialmente preenchidos.

Primeiro episédio, atualmente em remissdo completa: Remissdo completa € um periodo de
tempo apds um episodio prévio durante o qual nenhum sintoma especifico do transtorno estao

presentes.
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Episédios multiplos, atualmente em episédio agudo: Multiplos episdédios podem ser
determinados ap6s um minimo de dois episédios (i.e., apdés um primeiro episddio, uma
remissao e pelo menos um relapso).

Episddios multiplos, atualmente em remissao parcial

Episddios multiplos, atualmente em remissao completa

Continuo: Os sintomas que preenchem os critérios diagnésticos de sintomas do transtorno
permanecem pela maioria do curso da doenga, com periodos de sintomas subliminares sendo
muito breves em relac&o ao curso da doenca.

Inespecificado

Especificar se:

Com catatonia (refere ao critério para catatonia associado com outro transtorno mental).

Nota de cédigo: Usar cédigo adicional 293.89 (F06.1) catatonia associada com esquizofrenia
para indicar a presenga de catatonia comérbida.

Especificar gravidade atual: Gravidade é avaliada por uma analise quantitativa dos sintomas
primarios de psicose, incluindo delirios, alucinagdes, discurso desorganizado, comportamento
psicomotor anormal, e sintomas negativos. A gravidade atual de cada um desses sintomas
deve ser avaliada (mais grave nos ulimos 7 dias) por uma escala de 5 pontos, variando de 0
(ausente) a 4 (presente e severo).

Nota: O diagndstico de esquizofrenia pode ser feito sem usar este especificador de gravidade.
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2.1.2 Epidemiologia e Fatores de Risco para Esquizofrenia

A prevaléncia da esquizofrenia ao longo da vida parece ser de aproximadamente 0.3%
a 0.7%, embora ocorra variagdo de acordo com a raga/etnicidade, pais em que o estudo foi
realizado e origem geografica de imigrantes e filhos de imigrantes (1). Estudos realizados na

América Latina e Brasil apresentam médias de risco semelhantes, proximas a 1% (25).

Mulheres tém melhor funcionamento pré-mérbido, menos sintomas negativos, menos
prejuizo cognitivo e melhor resposta ao tratamento, porém com sintomas afetivos mais graves
(26). A proporcao entre os sexos varia de acordo com as amostras e populagées dos estudos
(1). Por exemplo, pesquisas com énfase em sintomas negativos e em longa duragdo do
transtorno (associadas com pior progndstico) apresentam maior incidéncia de homens,
enquanto definicbes que permitem a inclusdo de mais sintomas de humor e apresentacbes
breves (associadas com melhor progndstico) mostram riscos equivalentes para ambos os
sexos (1). Alguns estudos indicam que os homens tém maior probabilidade de sofrer sintomas
negativos do que as mulheres, e que estas tém maior probabilidade de ter melhor
funcionamento social antes do inicio da doenga (26).

A idade de inicio é variavel e pode ocorrer entre os 15 e os 45 anos, com um pico no
final da adolescéncia para homens, e cerca de 5 a 7 anos depois para as mulheres (26). Estas
apresentam ainda um segundo pico de incidéncia da doenga apds os 40 anos de idade,
incomum em homens (26).

Familiares de qualquer grau de pacientes com esquizofrenia tém risco maior de
desenvolvimento da doenga quando comparados com a populacdo em geral (27, 28). Fatores
genéticos tém grande importancia no desenvolvimento da esquizofrenia, e estudos realizados
ha mais de 50 anos mostraram o componente biolégico hereditario da doencga (29). Estima-se
que o coeficiente de herdabilidade da esquizofrenia seja cerca de 80%, o que a coloca entre as

doengas com maior herdabilidade (27, 30).

17



Outros fatores de risco para o transtorno sdo: infeccdo e desnutricdo durante a
gestacdo, nascimento no inverno, complicagdes obstétricas e perinatais, uso de cannabis e
idade paterna avangada (29, 31-37). Além disto, populagbes que vivem em areas urbanas e

imigrantes tém riscos relativos maiores de desenvolvimento da doencga (38, 39).
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2.1.3 Esquizofrenia e Cognicao

As alteragdes cognitivas s&o caracteristicas centrais na esquizofrenia (40). Diversos
estudos vém sendo realizados no sentido de caracterizar suas principais alteracdes
neurocognitivas, identificar suas bases neurobioldgicas e padronizar instrumentos de pesquisa,
fundamentais para o advento de novos alvos para intervengdes farmacolégicas (40).

Pacientes com esquizofrenia apresentam disfuncdo cognitiva, que precede o inicio da
doenca, e que € mais pronunciada no estagio prodrémico do que no pré-mérbido, e nos
primeiros anos apoés diagnéstico para entdo passar a manter um padrao estavel de piora (41).

Declinio na fungéao intelectual geral (entre as idades de 4 e 7 anos) e baixos escores,
persistentemente, em testes cognitivos durante a infancia precoce (idades entre 3 e 11 anos)
mostram alguma especificidade para a esquizofrenia e transtornos do seu espectro, enquanto
problemas emocionais e sociais parecem nao ser indicadores especificos para uma variedade
de desfechos psiquiatricos no adulto (42). Por estas razbes, essas medidas se mostram
promissoras como endofendtipos para estudos genéticos na esquizofenia (42).

Pacientes com esquizofrenia crdnica apresentam déficits cognitivos com niveis de
funcionamento abaixo da média (43). O perfil neuropsicolégico da esquizofrenia € tipicamente
caracterizado por prejuizos especificos na memodria e aprendizado, memodria de trabalho,
funcdes executivas, atengéo e velocidade de processamento (44).

Conforme descrito por Zanello ef a/ (2009), ndo ha diferenca entre a memdria de
trabalho de pacientes com primeiro episédio de esquizofrenia e pacientes com a doenca em
estagio crénico, sugerindo a estabilidade da disfuncdo cognitiva ao longo do transtorno (45).
Este achado é corroborado por um estudo realizado por Spoheim ef a/ (2010), que encontrou
prejuizos cognitivos comparaveis no curso da esquizofrenia, desde o estagio precoce até a sua

fase crénica (46).
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2.1.4 Aspectos Neurobiolégicos da Esquizofrenia

Estudos mostram que a esquizofrenia € uma doencga poligénica e sugerem que a inter-
relacdo complexa de diversas variagdes genéticas, que sozinhas tém pequeno efeito,
contribuem significativamente para o desenvolvimento do transtorno (47, 48).

Recentes teorias convergem para um conceito global, o da esquizofrenia como uma
patologia neurodesenvolvimental (49). Segundo essa teoria, as alteragdes responsaveis pelos
sintomas da doenca acontecem durante o desenvolvimento do sistema nervoso central (49).
Portanto, a esquizofrenia seria causada por alteracbes cerebrais determinadas por uma
combinacdo de fatores genéticos e/ou ambientais iniciais e que eventualmente interagem com
0 processo de maturacdo normal do cérebro para facilitar sintomas como a psicose (49).
Sugere-se que durante o periodo da adolescéncia, quando o cortex pré-frontal ainda néo esta
completamente desenvolvido, ocorra uma falha na poda das sinapses excitatérias e na
proliferacado de circuitos inibitérios, em especial nos circuitos dopaminérgicos, que parecem ter
relacdo com o episddio psicotico (50).

A patofisiologia da esquizofrenia pode ser resultante de uma desregulagdo na
plasticidade sinaptica, com alteragcbes de neurotrofinas, radicais livres e processos
inflamatérios (51, 52). Existe uma larga evidéncia de que os radicais livres podem ter um papel
importante na patofisiologia da esquizofrenia, induzindo danos na membrana celular, em
proteinas € no DNA (6, 8). Alteracdes na defesa antioxidante e aumento da peroxidacéo lipidica
foram descritos em pacientes com esquizofrenia em primeiro episédio, virgens de tratamento
(51, 53, 54) e naqueles cronicamente medicados (6, 8, 9).

As formulagdes das teorias neuroquimicas para a esquizofrenia adotaram um modelo
fisiopatolégico em que as alteracbes de um sistema neurotransmissor especifico seriam
responsaveis pelo quadro clinico dos pacientes (49). Cada vez mais, no entanto, as relagdes
entre os sistemas de transmissao tém sido levadas em conta para a formulagao de modelos

mais complexos da doenga (49). Embora existam varias hipoteses bioquimicas desenvolvidas
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para explicar a génese da esquizofrenia, a hiperfungdo dopaminérgica central, atualmente, é a
mais bem investigada e mais aceita (49). No entanto, sabe-se que, além do sistema
dopaminérgico, outros sistemas de neurotransmissores centrais desempenham algum papel,
sendo provavel que varios deles estejam envolvidos simultaneamente (55).

As principais projecbes dopaminérgicas sdo divididas em nigroestriatal, mesolimbica e
mesocortical (56). A via nigroestriatal projeta-se da substancia nigra para o estriato dorsal e
esta classicamente envolvida na integracdo cognitiva, habituacdo, coordenagédo sensorio-
motora e iniciagdo dos movimentos (56). A via mesolimbica projeta-se da area tegmental-
ventral para estruturas limbicas como o estriato ventral (ndcleo accumbens e porgéo ventral do
caudado e putdmen), o hipocampo e a amigdala (56). A via mesocortical projeta-se da area
tegmental-ventral para regides corticais, especialmente orbitofrontal, pré-frontal medial e
cingulado, mas também coértex pré-frontal dorso-lateral, temporal e parietal (56). Os sistemas
mesolimbicos e mesocortical estdo envolvidos na motivagcdo, atencdo, recompensa e
agressividade (56).

A hipotese dopaminérgica foi desenvolvida a partir da observacado de que a anfetamina,
um agonista dopaminérgico indireto, é capaz de induzir sintomas psicéticos em pessoas
saudaveis e exacerbar alucinacdes, delirios e disturbios do pensamento em pacientes com
esquizofrenia (57, 58). Uma recente revisao sobre a natureza da dopamina e sua disfungéo na
esquizofrenia incluiu 44 estudos de imagem molecular, que mediram a fun¢gdo dopaminérgica
estriatal /7 vivo (59). O resultado mostrou que pacientes com esquizofrenia apresentam
aumento dopaminérgico pré-sinaptico com um grande tamanho de efeito neste achado (59).
Outro recente estudo com imagem molecular, que avaliou a fungdo dopaminérgica pré-
sinaptica estriatal em pacientes em prédromos para a esquizofrenia, encontrou resultados
semelhantes e corroboram os achados anteriores dos mesmos autores (60). Esses estudos

dao suporte a hipétese de uma disfungdo dopaminérgica na esquizofrenia (59).
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Os receptores D2 estdo localizados principalmente em regides subcorticais, como
estriado e acumbens, regides em que a hiperatividade dopaminérgica parece ser responsavel
pelos sintomas positivos (58). Por outro lado, os sintomas negativos da doenga estariam
associados a um estado hipodopaminérgico no cortex frontal e ndo seriam tratados a partir do
bloqueio D2 (58).

A hipdtese glutamatérgica surgiu pelo fato de que o uso de antagonistas do receptor
glutamatérgico NMDA (N-methyl-d-aspartate), como o PCP e a quetamina, podem levar a
sintomas negativos e cognitivos semelhantes aos da esquizofrenia (61, 62). Além disso,
agonistas glutamatérgicos tém se mostrado promissores no tratamento de alguns sintomas da

doenga (61, 63).
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2.2 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo se estabelece quando ocorre um desequilibrio entre a producao de
espécies reativas de oxigénio e a capacidade do organismo de inativa-las ou de reparar os
danos produzidos pelas mesmas (65). Nestas condigdes, os radicais livres, espécies altamente
reativas, que possuem um ou mais elétrons desemparelhados no seu orbital externo, sdo
produzidos em excesso e reagem com carboidratos, proteinas, DNA e lipideos (65). O radical
livre mais comum é chamado superéxido (0O2-), sendo produzido quando a molécula de
oxigénio ganha um elétron de outra substancia (65). Durante o processo metabdlico normal
envolvendo o oxigénio, os radicais livres sdo produzidos, atuando como agentes pro-oxidantes
e podendo causar danos a lipidios, proteinas e DNA, danos esses chamados de estresse
oxidativo (65, 66).

Existem diversas evidéncias mostrando o envolvimento dos radicais livres em diversas
patologias, especialmente nos transtornos neuroldgicos e psiquiatricos devido a vulnerabilidade
do sistema nervoso central ao estresse oxidativo (66). O estresse oxidativo aumentado em
nivel neuronal produz efeitos deletérios sobre a transducdo de sinal, a plasticidade e a
resisténcia estrutural celular, principalmente por inducdo da peroxidacdo lipidica em
membranas e pelos danos diretos em proteinas e genes (7-9). Além disso, o sistema nervoso
central € suscetivel a danos oxidativos, pois apresenta grande atividade energética mitocondrial
dependente de oxigénio, que esta associada a elevada concentragao de ferro livre e lipideos
poli-insaturados e a baixos niveis de glutationa e enzimas antioxidantes (67).

O estresse oxidativo tem sido identificado como um possivel elemento no processo
neuropatoldgico da esquizofrenia devido ao aumento da peroxidagao de lipidios e proteinas no
inicio da psicose em pacientes nunca medicados (6, 8, 9, 56, 68-70). Diversos mecanismos
fisiopatolégicos tém sido relacionados como possiveis fatores para a elevacdo do estresse
oxidativo nesta doenca, dentre eles, fatores genéticos, disfungbes no metabolismo mitocondrial

e aumento da liberagdo da dopamina em regides estriatais (65, 71,72).
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Alguns marcadores biolégicos tém sido utilizados para medir os danos causados pela
oxidacgao, dentre eles o TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) para os produtos
resultantes da peroxidagao lipidica ou peroxidos de lipideos plasmaticos capazes de reagir com

o 4cido tiobarbiturico, e o PCC (Protein Carbonyl Contents) para proteinas (6, 73).

O TBARS ¢é um dos produtos secundarios da peroxidacgao lipidica mais conhecidos e foi
utilizado como um indicador do dano oxidativo para varias doengas (6, 8). Através do aumento
do TBARS, os radicais livres gerados pelo estresse oxidativo interagem com proteinas
associadas a membrana celular, alterando o funcionamento de neurotransmissores, enzimas e
segundos-mensageiros, descritos em ampla variedade de doengas neurolégicas e psiquiatricas

(6, 8, 53, 74).

Uma meta-analise sobre marcadores de estresse oxidativo na esquizofrenia, realizada
por Zhang ef a/. (2010), apresentou niveis séricos de TBARS significativamente aumentados
nesta doenca comparados a controles saudaveis (74). Niveis séricos elevados de TBARS,
encontrados em pacientes com esquizofrenia cronicamente medicados comparados com
controles, fornecem evidéncia do aumento da peroxidacgao lipidica por estresse oxidativo neste
transtorno (6, 8, 9). Esse dano mostrou-se maior nos pacientes que faziam uso de clozapina
quando comparados com pacientes em uso de haloperidol (6). Estudos anteriores mostraram
um aumento dos niveis séricos de TBARS, predominantemente em pacientes com

esquizofrenia virgens de tratamento, em relagéo aos controles (56,75).

O principal mecanismo molecular induzido pelo estresse oxidativo € a oxidacao de
proteinas (6, 8, 9). As mudancas estruturais causadas por estresse oxidativo nas proteinas séo
caracterizadas pela formacgao de carbonil (76). Sendo assim, a dosagem de PCC indica o nivel
de estresse oxidativo (79). Dietrich-Muszalska & Olas (2009) mostraram um aumento
estatisticamente significativo do nivel de biomarcadores de estresse oxidativo, como o PCC em

proteinas de plaquetas de pacientes com esquizofrenia comparados com controles saudaveis
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(77). Massuda, Pedrini (2013) em um recente estudo que selecionou 37 irmaos de pacientes
com esquizofrenia e 37 controles saudaveis, encontraram um aumento significativo dos niveis
de PCC nos irmaos saudaveis de pacientes com esquizofrenia, comparando com controles
saudaveis, fornecendo evidéncias adicionais de que o aumento do estresse oxidativo pode ser

um endofendtipo relacionado a fisiopatologia da doenca (78).

Os sistemas biolégicos possuem estratégias complexas para proteger o organismo
contra a toxicidade dos radicais livres, através de diversos componentes enzimaticos e nao
enzimaticos, denominados AODS (Antioxidant Defense System) (51). Os componentes
enzimaticos dos AODS sado predominantemente representados pelas enzimas: SOD
(Superoxide Dismutase), CAT (Catalase) e GSH-PX (Glutathione peroxidase) (51). Além disso,
a dosagem sérica de TRAP (Total Reactive Antioxidant Potential) € um dos métodos mais
utilizados para avaliar a capacidade antioxidante de amostras /7 vitro (79, 80).

Os antioxidantes reduzem a extensao da peroxidacao lipidica (80). As enzimas de
defesa contra agentes pro-oxidantes agem de maneira cooperativa e integrada em diferentes
fases do metabolismo dos radicais livres, prevenindo os potenciais danos causados por eles
(51). A relagédo entre agentes pré-oxidantes e antioxidantes se da como uma balanca, que em
processos patoldgicos pode estar desequilibrada e, consequentemente, agindo na disfungéo e
morte celular (6, 64).

A SOD ¢é a enzima antioxidante mais frequentemente estudada e a mais amplamente
distribuida no cérebro (6). Gama ef a/ (2006) encontraram niveis da SOD similares nos
pacientes com esquizofrenia comparados com controles (6). Um estudo publicado por Raffa ef
al. (2011) apresentou aumento da GSH-PX em pacientes em primeiro episodio psicoético, ndo
medicados, comparados a controles saudaveis (81). Nao ocorreu diferenga nos niveis séricos
da SOD, e os niveis séricos da CAT estavam diminuidos nos pacientes em relagdo aos

controles neste mesmo estudo (81).
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Recentemente, novas pesquisas estdo sendo realizadas com o uso de terapia com
6mega 3, um conhecido antioxidante, em pacientes em risco para o desenvolvimento da
esquizofrenia (83, 84). Um estudo com modelo animal e um ensaio clinico randomizado
demonstraram a possibilidade do uso de 6mega 3 como protetor contra o desenvolvimento da

doenca (83, 84).
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Figura 2. Equilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes.
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2.3 Citocinas

As citocinas s&o proteinas ou glicoproteinas envolvidas no desenvolvimento,
coordenacdo e supressdo das respostas imunolégicas e execugdo de acgdes
neuromodulatérias, responsaveis pela emissdo de sinais entre as células durante o
desencadeamento das respostas imunes (21). Existem mais de 100 citocinas identificadas,
formando uma super-familia, que engloba IL (interleucinas), quimiocinas, interferonas, fatores
estimuladores de colbnia, fatores de crescimento e TNFs (Tumor Necrose Factor) (85). Sdo
responsaveis pela coordenacédo do sistema imunolégico inato e adaptativo e tém um papel
importante na relagdo entre o sistema nervoso central e o sistema imune, o que pode ter

implicagdes para a clinica na psiquiatria (66, 84-86).

De acordo com suas acgbes, as citocinas podem ser proé-inflamatorias ou anti-
inflamatérias. As citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, II-12, TNF-alfa e IFN) levam a
ativacdo dos macréfagos, células NK, células T e células B e proliferagdo de imunoglobulinas
(87). As citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-beta) reduzem a resposta
inflamatéria por meio da diminuicdo das citocinas pro-inflamatérias e da supressdo de

mondacitos (87, 88).

A inflamagdo tem sido fortemente implicada nos mecanismos fisiopatologicos e
etiologicos da esquizofrenia. (12, 21, 51, 89-97). Além disso, dados da literatura mostram que

ocorre um estado inflamatério hiper-regulado nas fases precoce e tardia da esquizofrenia (5-9).

Um dos achados mais robustos na pesquisa dos marcadores inflamatérios na
esquizofrenia é o nivel sérico elevado da IL-6, como foi evidenciado por um meta-analise que
incluiu 19 estudos e 1219 pacientes (88, 95). Um recente estudo mostrou que os pacientes com
primeiro episodio de psicose tinham niveis elevados de IL-6, assim como hiper-expressao do

seu gene, quando comparados aos controles, sugerindo um estado pré-inflamatério, associado
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com niveis reduzidos de BDNF e com um menor volume de hipocampo (98). Uma meta-analise
a respeito das citocinas na esquizofrenia, realizada por Miller ef a/ (2011), também encontrou
niveis aumentados de IL-6 em pacientes com esquizofrenia com sintomas agudos quando
comparados aos controles (21).

Kunz ef a/ (2011) analisaram vérias citocinas inflmatérias em 20 pacientes bipolares
eutimicos, 53 pacientes com esquizofrenia cronicamente estabilizados e 80 controles
saudaveis (12). Os resultados evidenciaram uma ativagdo imune crdnica na esquizofrenia:
niveis séricos de IL-6 aumentados nos pacientes com esta doenca quando comparados aos
controles e aos pacientes bipolares eutimicos; niveis de IL-10 diminuidos nos controles quando
comparados aos pacientes com esquizofrenia ou aos bipolares; niveis séricos de TNF-alfa
similares entre os grupos (12). Concluiu-se, neste estudo, que os niveis séricos aumentados de
IL-10 no transtorno bipolar e na esquizofrenia sugerem diferentes padrbes de equilibrio
inflamatdério entre esses dois transtornos (12).

Uma recente meta-analise mostrou, em seus resultados, a presenca de niveis
sanguineos de IL-10 significativamente diminuidos em pacientes com esquizofrenia com
sintomatologia aguda em relagdo aos controles (21). Além disso, recentes estudos néo
encontraram niveis de TNF-alfa significativamente diferentes ao comparar pacientes com
esquizofrenia e controles (97).

Outro tipo de citocinas, as quimiocinas, ou citocinas quimiotaticas, sdo proteinas
classicamente definidas pela sua capacidade para dirigir 0 movimento de circulagdo de
leucécitos para os locais de inflamagéo ou lesdo (99-102). Elas tém sido implicadas nao s6 no
recrutamento de leucdcitos, mas também na apoptose, angiogénese, e neurogénese (102).
Aproximadamente 50 diferentes tipos de quimiocinas humanas foram descritas e interagem
com os 18 diferentes receptores (103). A ligagcdo de uma quimiocina ao seu receptor ativa uma

cascata de sinalizagdo, que resulta em aumento das concentragcdes de calcio e ativacdo de
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proteinas quinases ativadas por mitdgenos, um mecanismo importante para a plasticidade
sinaptica (101, 104).

Conforme sugerido por Fernandez-Egea ef a/ (2013), a CCL-11 aumenta com a idade
nos seres humanos e roedores, podendo servir como um biomarcador periférico para a
neurogénese (105). As quimiocinas parecem desempenhar um papel crucial na
neurodegeneracdo, uma vez que a maioria das doencas neurodegenerativas s&o
acompanhadas por um aumento da sua expressao (99, 103, 106). Também, foi sugerida a
associagao das quimiocinas com diversos transtornos psiquiatricos e com o envelhecimento
acelerado (88, 107).

Em relagdo a esquizofrenia, estudos mostraram um aumento dos niveis séricos de
CCL-2/MCP-1, CCL-3/MIP-1, CXCL-8/IL-8, RANTES e CCL-22 em pacientes com a doenca
comparados com controles (91,108). Recentemente, foi encontrado aumento dos niveis de
CCL-11 em pacientes com esquizofrenia em relagdo aos controles saudaveis (85, 109). No
entanto, ndo ocorreu diferenca dos niveis séricos da CCL-24 em individuos com esquizofrenia
(85, 109).

Ambas as quimiocinas CCL-11 e CCL-24 agem sobre o receptor CCR-3, expresso
preferencialmente em eosinoéfilos, mastdcitos e linfocitos Th2 (102). Niveis séricos elevados de
CCL-11 e CCL-24 em pacientes com esquizofrenia sdo consistentes com a ideia de que a
ativacao preferencial de linfocitos Th2 desempenha um papel importante na sua patogénese,
além de corroborar a teoria de que a esquizofrenia esta associada a um desequilibrio da

resposta imunolégica Th1/Th2 com um desvio no sentido de Th2 (21, 85, 88, 109).
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Figura 3. Marcadores inflamatdrios.
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4. JUSTIFICATIVA

Uma vez que a compreensido do papel dos biomarcadores de trago de doenga pode
abrir novas possibilidades de estadiamento a fim de personalizar e otimizar o tratamento,
justifica-se a investigacdo dos niveis séricos de biomarcadores de estresse oxidativo (TBARS,
PCC), de defesa antioxidante (TRAP) e de inflamacéo (IL-6, IL-10, TNF-alpha, CCL-11/Eotaxin,

CCL-24/Eotaxin-2) em pacientes com inicio recente de doenga e com esquizofrenia cronica.
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5. OBJETIVOS

Geral
Avaliar a presenca de estresse oxidativo e de fatores inflamatérios como possiveis

marcadores de estadiamento da esquizofrenia.

Especificos

Comparar os niveis de marcadores bioldgicos de estresse oxidativo lipidico (TBARS) e
proteico (PCC) e de defesa antioxidante (TRAP) em pacientes com inicio recente de doenca e
com esquizofrenia crénica e com controles saudaveis.

Comparar os niveis de marcadores de inflamagédo (IL-6, IL-10, TNF-alfa, CCL-
11/Eotaxin e CCL-24/Eotaxin-2) em pacientes com inicio recente de doenca e com

esquizofrenia crénica e com controles saudaveis.
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6. METODOS

Este projeto incluiu dois grupo de pacientes com esquizofrenia em remissdo dos
sintomas: um grupo com inicio recente de doenga e um grupo com doenga crdnica, além de um
grupo com controles saudaveis pareados por idade, sexo e escolaridade.

Os pacientes foram recrutados no ambulatério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Todos os individuos tinham pelo menos 18 anos e ndo mais do que 60 anos. Nenhum deles
tinha qualquer doencga neuroldgica, tumor cerebral, doenga da tiredide, doenga hepatica grave,
doenca cardiaca grave ou qualquer outro diagndstico psiquiatrico. Pacientes incluidos tinham
indice de massa corporal igual ou inferior a 27, eram nao-fumantes ou fumando até 10 cigarros
por dia. Remisséo sintomatica foi definida como BPRS (Brief Psychiatry Rating Scale) com
pontuacao abaixo de 15 (Romano e Elkis, 1996).

Todos os pacientes preencheram critérios para o diagnéstico de esquizofrenia
confirmado pela SCID (Entrevista Clinica Estruturada para o DSM- IV) e foram avaliados pela
BPRS quanto ao estado psicopatolégico.

O grupo controle foi composto por voluntarios saudaveis que nao tinham histéria atual
ou anterior, bem como sem histdria familiar de primeiro grau de um transtorno psiquiatrico
maior, incluindo deméncia ou retardo mental. Todos os individuos tinham pelo menos 18 anos
e ndo mais de 60 anos, eram nao-fumantes ou fumando até 10 cigarros por dia. Nenhum deles

tinha qualquer doenga clinica grave ou qualquer diagndstico psiquiatrico avaliado pela SCID.

Analises Bioquimicas

Avaliacdo dos niveis de dano lipidico

A avaliacdo da peroxidagao lipidica foi realizada no soro dos pacientes, através do
método de TBARS, usando o TBARS Assay Kit (Caymam Chemical Company, Ann Arbor) de

acordo com as instrucbes do fabricante. Neste método, a quantificagdo dos produtos da
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peroxidacgéo lipidica é realizada pela formagédo de substancias plasmaticas que reagem ao
acido tiobarbiturico, o que consiste na analise dos produtos finais da peroxidagao lipidica
(peroxidos lipidicos, malondialdeidos e demais aldeidos de baixo peso molecular) que, ao
reagirem com o acido 2-tiobarbiturico, formam bases de Schiff. Tais complexos s&o coloridos e
sua concentracao pode ser determinada espectrofotometricamente a 535nm. Os resultados sao

expressos em yM de MDA.

Avaliacao da defesa antioxidante
As defesas celulares antioxidantes ndo-enzimaticas foram estimadas pela TRAP, a qual
determina o potencial antioxidante ndo enzimatico, tal como descrito anteriormente (Wayner et

al., 1985).

Avaliacdo dos niveis de danos a proteinas

A determinagdo 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.

Avaliagao dos marcadores inflamatérios

As citocinas séricas IL-6, IL-10 e TNF-alfa foram medidas de acordo com os
procedimentos fornecidos pelo fabricante, utilizando kits sanduiche de ELISA altamente
sensivel para o TNF-alfa, IL-6 e IL-10 (Quantikine, R & D Systems, Minneapolis, Minnesota,

EUA).
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As quimiocinas séricas CCL-11 e CCL-24 foram medidas de acordo com os
procedimentos fornecidos pelo fabricante, utilizando kits sandwich-ELISA altamente sensiveis
para CCL11/Eotaxin humano e CCL24/Eotaxin-2/MPIF-2 humano (Quantikine, R&D Systems,

Minneapolis, Minnesota, EUA).

Analise Estatistica
Para descrigcdo da amostra foram utilizadas analises descritivas. As médias dos grupos
foram comparadas utilizando testes paramétricos ou nao paramétricos quando necessario.

Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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7. ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado no comite de ética do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacgao do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob o numero 100348.

A participacdo no estudo ocorreu somente mediante autorizagdo dos participantes,
através de um termo de consentimento informado, no qual é garantida plena liberdade para
interromper a participacdo quando o desejar, sem implicar perdas ou prejuizos no atendimento
prestado aos pacientes nos servigos.

Neste documento, foram explicados os objetivos, a justificativa e os riscos desta
pesquisa. Todas as informagdes e dados colhidos individualmente foram mantidos em

anonimato.
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Similarities in serum oxidative stress markers and cytokines in patients with
schizophrenia at early and late stage!

doi: 10.1016/j.jpsychires.2012.03.019.
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ABSTRACT

Unlike bipolar disorder (BD), schizophrenia (SZ) presents a unique and severe deterioration
pattern at the very beginning of the disease and the overt syndrome would not indicate staging
possibilities. The pathophysiology of SZ could be the result of deregulation of synaptic plasticity,
with downstream alterations of neurotrophins, impaired antioxidant defense and increased lipid
peroxidation. The aim of this study was to examine several biological markers in early and late
phases of the disorder, and to test for evidence of progression in oxidative stress and
inflammatory impairment. We examined TBARS, TRAP, PCC, IL-6, IL-10 and TNF- alpha. This
double case-control design included 22 patients at early-stage of SZ, 39 patients at late-stage of
SZ and their respective matched controls. The present study provided evidence consistent with
comparable biological markers across SZ: IL-6 was increased in the early and late stages of SZ
and IL-10 was increased in late stages, with an increase trend in early stages. However, TNF-
alpha levels were similar in patients with SZ at the early and late-stages compared to controls.
The results also show an increased redox status, indicated by higher serum levels of TBARS
and PCC in the early and late-stage of SZ, compared to controls. On the other hand, no
differences found in TRAP levels at early and late stages compared to controls. The results
suggest that SZ is associated with a chronic immune activation and the concept of biochemical
staging proposed by others for BD is not seen in this cohort of patients with SZ, at least for
cytokines and oxidative stress markers.

1Artigo publicado no periddico Journal of Psychiatry Research
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INTRODUCTION

It has been accepted that schizophrenia (SZ) originates from abnormalities occurring during the
early stages of neural development (Lieberman, 1999). The pathophysiology of SZ could be the
result of deregulation of synaptic plasticity, with downstream alterations of neurotrophins,
impaired antioxidant defense and increased lipid peroxidation (Gama et al., 2006; 2007; 2008a;

2008b).

Inflammatory immune processes have been strongly implicated in the pathophysiological
mechanisms of SZ (Reddy et al., 1996; Sasayama et al., 2011, Kunz et al., 2011; Drexhage et
al., 2011; Cazzullo et al., 2001; Miller et al., 2011; Francesconi et al., 2011). Cytokines regulate
inflammation and coordinate both innate and adaptive arms of the immune system (Miller et al.,
2011), being important mediators of the cross-talk between the central nervous system and the
immune system, which might have implications for clinical psychiatry (Kapczinski et al., 2010;
2011). They can exert cellular effects that, if not adequately moderated or counteracted,
ultimately lead to toxicities, physiological deregulation, and medical compromise (Kapczinski et

al., 2010; 2011).

Examples of cytokines include interleukins (IL) and tumor necrosis factors (TNF). IL-1, IL-6 and
TNF-alpha are considered pro-inflammatory, in the sense that they augment the immune
response to infection and inflammation by promoting leukocyte recruitment to inflammatory sites
and/or by activating inflammatory cells (Potvin et al., 2007). IL-10 is an anti-inflammatory
cytokine that contributes to dampen the immune and inflammatory response (Potvin et al.,

2007).
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Oxidative damage is a mechanism of cellular injury in a number of conditions, including cancer,
inflammatory states, and neurodegeneration (Kapczinski et al., 2011). Increased neuronal
oxidative stress levels produce deleterious effects on signal transduction, structural plasticity
and cellular resilience, mostly by inducing lipid peroxidation in membranes and direct damage in
protein and genes (Gama et al., 2007; 2008a; 2008b). Neurons and glia are particularly
vulnerable to inflammatory processes and redox status, and are dependent on the maintenance
of neurotrophic activity (Kapczinski et al., 2010; 2011; Kunz et al., 2008; 2011). Furthermore,
oxidative stress has been identified as a possible element in the neuropathological processes of
SZ (Zhang et al., 2011; Riegel et al., 2010; Dietrich- Muszalska et al., 2010; Kunz et al., 2008;

Gama et al., 2006; 2008a; 2008b).

Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) is one of the well-known secondary products
of lipid peroxidation and was used as an indicator of oxidative damage for several diseases
(Huang et al., 2010). TBARS has been studied in SZ, providing some evidence of increased
levels of lipid peroxidation (Gama et al., 2006; 2008a; 2008b). Major molecular mechanisms
induced by oxidative stress are protein oxidation. Structural changes by oxidative stress in
proteins are characterized by carbonyl formation, so the protein carbonyl content (PCC)
indicates oxidative stress (Dietrich-Muszalska et al., 2009a). Total reactive antioxidant potential
(TRAP) is one of the methods most employed to estimate the antioxidant capacity of samples in

vitro (Dresch et al., 2009).

Staging models for SZ (Agius et al., 2010; Wood et al., 2011) and bipolar disorder (BD) (Vieta et
al., 2010; Kapczinski et al., 2009a; 2009b;Berk et al., 2007) have been proposed in order to
personalize and optimize treatments (Berk et al., 2009). During the SZ course, patients present
deterioration, suggesting that a degenerative process operates during the first years of illness

(Liebeman, 1999). The staging consisted on prodrome, first episode and chronic phases (Agius
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et al.,, 2010). Unlike BD, SZ present a unique and severe deterioration pattern at the very
beginning of the disease. Episode dependant deterioration pattern have been widely described
in BD by serum biomarkers (Kauer-Sant’Anna et al., 2008; Berk et al., 2011), brain imaging
(Strakowski et al., 2002; Velakoulis et al., 2006) and functioning (Reinares et al., 2010; Scott et
al., 2006). The overt BD would be staged in four categories, according to functioning and
cognition (Kapczinski et al., 2009b). Whereas in SZ, the overt syndrome would not indicate

staging possibilities (Agius et al., 2010).

In order to characterize several biological markers in early and late phases of the disorder, and
to test for evidence of progression in oxidative stress and inflammatory impairment, the present
study examined TBARS, TRAP, PCC, IL-6, IL- 10 and TNF-alpha. The study included separate

control groups for early and late stage of SZ.

We hypothesized that oxidative stress and inflammatory markers would be comparable across
the two samples, since the patients already have a cognitive and functional deterioration from

the prodromal phase of iliness.
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METHODS

This study protocol was approved by the Ethical Committee of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, RS, Brazil (HCPA). In accordance with the Declaration of Helsinki, all subjects were
advised about the procedure and signed the informed consent prior to participation. Sixty-one
patients with SZ and fifty-seven healthy controls matched for age, gender and education were
recruited. The double case- control design included 22 patients at early-stage of SZ (within first
10 years of a psychotic episode); 39 patients at late-stage of SZ (minimum 10 years after
diagnosis of SZ) and their respective matched controls (25 and 32 subjects). All patients had to
fulfill the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders; fourth Edition (DSM-IV) for SZ
in the Structured Clinical Interview (SCID-I) and their psychopathological state were assessed
by the 18-item Brief Psychiatry Rating Scale (BPRS) (Romano and Elkis, 1996). The control
group consisted of 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

assessed by the non-patient version of the Structured Clinical Interview for DSM-IV (SCID).

Patients were recruited from HCPA through the outpatients’ clinic. All subjects were required to
be at least age 18 and no older than 60. None of them had any neurological disease, brain
tumor, thyroid disease, severe hepatic disease, severe cardiac disease or any other psychiatric
diagnosis. Included patients had body mass index at or below 27, they were non-smokers or
smoked up to 10 cigarettes per day.

Each subject had 5 ml blood samples collected by venipuncture without anticoagulants, and
serum was obtained by centrifugation at 300 x g for 5 min and kept frozen at — 700 C for up to 6

months, until the assay.
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The levels of lipid peroxidation were measured using the TBARS method described by Wills
(1966), and data were expressed as nmol/mL. The oxidative damage to proteins was measured
by the determination of carbonyl groups (protein carbonyl content) based on the reaction with
dinitrophenylhidrazine (DNPH), as previously described (Levine et al., 1990). The non-
enzymatic antioxidant cellular defenses were estimated by the total radical-trapping antioxidant
parameter (TRAP), which determines the non-enzymatic antioxidant potential, as previously
described (Wayner et al., 1985). Serum cytokines (IL-6, IL-10 and TNF-a) were measured
according to the procedures supplied by the manufacturer using highly sensitive sandwich-
ELISA kits for TNF-alpha, IL-6 and IL-10 (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, Minn., USA).

All samples were assayed in duplicates.

Analysis was performed using Statistical Product and Service Solutions 16.0 Version (SPSS).
Demographic and clinical characteristics were analyzed using, Chi- Square, Mann-Whitney or T-
test. Descriptive analyses are presented as mean(standard deviation) and p-values < 0.05 were

considered significant.
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RESULTS

The subjects™ characteristics are summarized in Table 1.

TBARS (p<0.0001 for early and late-stage groups), IL-6 (p<0.0001 for early, p=0.003 for late-
stage) and PCC (p=0.001 for early, p=0.006 for late-stage) levels were significantly higher in
patients with SZ at early and late-stages than in controls. There were no differences for TRAP
(p=0.083 for early, p=0.731 for late-stage) and TNF-alpha (p=0.786 for early, p=0.114 for late-
stage) levels in patients with SZ at early and late-stages than in controls. IL-10 levels were
decreased in patients at late- stage (p=0.006) and a decrease trend in early stage was found

(p=0.053) (Figures 1 and 2).
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DISCUSSION

As far as we are aware, this is the first study to examine oxidative stress markers and cytokines
levels at early and late stages of SZ. The results suggest that SZ is associated with a chronic
immune activation and the concept of biochemical staging proposed by others for BD
(Kapczinski et al., 2009a; Kauer-Sant ‘Anna et al., 2008; Berk et al., 2007) is not seen in this
cohort of patients with SZ, at least for cytokines and oxidative stress markers. For instance, IL-6
was increased in the early and late stages of SZ and IL-10 was decreased in late stages, with a
decrease trend in early stages. However, TNF-alpha levels were similar in patients with SZ at
the early and late-stages compared to controls. The results also show an increased redox
status, indicated by higher serum levels of TBARS and PCC in the early and late-stage of SZ,
compared to controls. On the other hand, no differences found in TRAP levels at early and late

stages compared to controls.

Increased IL-6 level is one of the most robust findings in the study of inflammatory markers in
SZ, as evidenced by a meta-analysis of 19 studies and 1219 patients (Sasayama et al., 2011;
Potvin et al., 2007). Consistent with our findings, a recent study with patients with recent-onset

SZ found activation of pro-inflammatory networks (Drexhage et al., 2011; Miller et al., 2011).

A recent study presented that patients with first-episode of psychosis had increased levels of IL-
6 gene expression when compared with controls, suggesting a pro-inflammatory state to be
associated with decreased levels of BDNF and smaller hippocampal volume (Mondelli et al.,
2011). In accordance with our findings, a recent meta-analysis has reported that blood IL-10
levels were significantly decreased and IL-6 levels were significantly increased in acutely
relapsed patients compared to control subjects (Miller et al., 2011). As reported by previous

studies (Kunz et al., 2011; Francesconi et al., 2011) the fact that TNF-alpha levels were not
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different from those of the controls in our sample could be explained by the non-acute profile of
the patients. In SZ, however, defining remission in a chronically ill and stable population may not

allow for a clear differentiation of state and trait effects (Kunz et al., 2011).

In line with our findings, a recent meta-analysis showed that TBARS are significantly increased
in SZ (Zhang et al., 2010). Previous studies have found increased levels of serum TBARS
predominantly in never-medicated schizophrenia patients compared to controls (Arvindakshan
et al., 2003). Increased oxidative stress has been suggested in the pathophysiology of SZ,
based on the increased peroxidation at the onset of psychosis in never-medicated patients
(Arvindakshan et al., 2003). Gama et al., found elevated TBARS levels in chronically medicated
SZ patients compared to controls, suggesting that the high level of TBARS is a sign of

peroxidative injury to membrane phospholipids (Gama et al., 2006).

In our study, we presented elevated PCC levels in the early and late-stage of SZ, compared to
controls. Corroborating our findings, Dietrich-Muszalska et al. found, in platelet proteins from
patients with SZ, a statistically significant increase of the level of biomarkers of
oxidative/nitrative stress such as carbonyl groups (Dietrich- Muszalska et al., 2009b).
Furthermore, we found total antioxidant defense, presented by TRAP levels, similar in both
stages and controls. It seems that patients do not perform an antioxidant action reactive to the
illness injury. In line with our findings, earlier results showed significantly increased TBARS
levels in patients with SZ, whereas the activities of antioxidant defense enzymes were not

increased (Dietrich- Muszalska et al., 2010).

Our findings support the growing body of evidence corroborating the early central nervous
system damage hypothesis in SZ, suggesting a different pattern of damage between SZ and

BD, with an early degenerative component preceding the iliness onset in SZ (Velakoulis et al.,
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2006) and an episode-dependent pattern of deterioration in BD (Strakowski et al., 2002). As
reported by Kunz et al., this observation brings us back to the classic differentiation between SZ
and BD, based on either an episodic or a chronic-deteriorating course (Kunz et al., 2011). In the
same venue, while increased IL-6, IL-10, TBARS and PCC seem to be a state effect in BD, it

seems to be a trait effect in SZ (Kunz et al., 2011).

Our report must be interpreted in light of its limitations. The study was not longitudinal; it did not
allow us a direct examination of the course of oxidative stress markers and cytokines in SZ.
Nevertheless, the inclusion of two control groups matched to early and late stage groups

allowed differentiation of age, sex and diagnosis effects.

The present study provided evidence consistent with comparable biological markers across SZ.
It is conceivable that increased cytokines levels and impaired anti-oxidative stress defense may
synergistically function in favor of neuronal degeneration in SZ. Overall, these clinical
observations are consistent with differences reported in brain structure, metabolic and
biochemical changes observed (Velakoulis et al., 2006; Gama et al., 2006; 2007; 2008a;
2008b). As corroborated by Sponheim et al., cognitive deficits could be comparable from early
in the course of SZ to the chronic phase of the disorder, without progressing beyond what is

expected with normal aging (Sponheim et al., 2010).

In conclusion, our findings provide important information about biological markers in early and
late stages of SZ, a data that would be important to consider in interpreting findings of
anomalous brain structure and function, reinforcing the need of assessment of individuals in
ultra high risk to develop psychosis. Prospective studies are needed to confirm these findings.

Future studies of cytokines and oxidative stress markers in SZ and in at-risk/first episode
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populations, together with neuroimaging techniques, should stratify patients by clinical status to

better guide interventions.
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Table 1

Characteristics of healthy controls and patients with schizophrenia (SZ).

Early stage Late stage

SZ(n=22) Controls (n=25) p-Value SZ(n=39) Controls (n=32) p-Value
Gender (Male/female) 14/8 1411 0.408° 2811 18/14 0.133¢
Age (years)® 25.85(4.38) 26.16 (440) 0.791¢ 45.14(5.68) 4622 (10.18) 0.583¢
Years of illness (number of years 7.25(5.34) - - 21.19(9.20) - -

after first episode)*

BPRS score? 11.82(12.72) - - 15.09(7.82) - -
TBARS? 553(392) 0.71(0.11) <0.0001¢ 536 (4.02) 066 (0.12) <0.0001¢
pCC? 1.22(0.29) 063 (0.14) 0.001¢ 1.72(0.34) 069 (0.18) 0.006°
TRAP? 73.20(26.72) 91.02 (4047) 0.083¢ 71.84(13.03) 142 (245) 07314
16" 9.03 (2.76-26.10) 1.00(0.33-2.76) <0.0001° 362 (1.72-14.75) 142(0.67-3.12) 0.003¢
11-10° 1.01(0.43-530) 056 (0-2.29) 0.053¢ 1.10(0.34-3.87) 028 (0-1.30) 0.006°
TNF-alpha® 293(0-9.92) 1.27 (0-4.05) 0.786° 235(0-15.28) 022 (0-5.85) 0.114°

Antipsychotic daily dose, in mg of
chlorpromazine equivalents®

409.06 (146.87)

540.58 (232.53)

 Mean (SD).

b Median (interquartile range).
¢ Chi-square,

¢ T-test,

¢ Mann—-Whitney.
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Fig. 1. A) Box-plot of serum IL-6 levels in patients with SZ at early and late stages and their matched controls. Median levels are indicated by horizontal lines. Mann-Whitney test
was performed to compare groups (control vs. SZ early, p < 0.0001; control vs. SZ late, p=0.003). B) Box-plot of serum IL-10 levels in patients with SZ at early and late stages and
their matched controls. Median levels are indicated by horizontal lines. Mann—Whitney test was performed to compare groups (control vs. SZ early, p=0.053; control vs. SZ late,
p=0.006). C) Box-plot of serum TNF-alpha levels in patients with SZ at early and late stages and their matched controls. Median levels are indicated by horizontal lines. Man-
n-Whitney test was performed to compare groups (control vs. SZ early, p=0.786; control vs. SZ late, p=0.114).
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Fig. 2. A) Error bar of serum TBARS levels in patients with SZ at early and late stages and their matched controls. Mean levels are indicated by squares. T-test was performed to
compare groups (control vs. SZ early, p < 0.0001; control vs. SZ late, p < 0.0001). B) Error bar of serum PCC levels in patients with SZ at early and late stages and their matched
controls. Mean levels are indicated by squares. T-test was performed to compare groups (control vs. SZ early, p = 0.001; control vs. SZ late, p = 0.001). C) Error bar of serum TRAP
levels in patients with SZ at early and late stages and their matched controls. Mean levels are indicated by squares. T-test was performed to compare groups (control vs. SZ early,

p=0.083; control vs. SZ late, p < 0.731).
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Differences in eotaxin serum levels in patients with recent onset and chronic
stable schizophrenia: a clue for understanding aging profile?
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Increased serum concentration of several pro-inflammatory cytokines has been most clearly
implicated in the etiology and pathology of SZ. A promising strategy to investigate inflammation
in SZ is to focus on a special type of cytokines involved in attraction of cells to the inflammation
site, such as the chemokines. Chemokines seem to play a crucial role in neurodegeneration
because most neurodegenerative diseases known are accompanied by increases in their
expression. The aim of this study was to investigate serum levels of two chemokines: CCL-11
(Eotaxin) and CCL-24 (Eotaxin-2), in recent onset (RO) and chronic patients (CP) with SZ in
symptomatic remission. Seventy-nine subjects were recruited. Twenty-three RO patients (within
first 5 years of SZ diagnosis), nineteen CP (minimum of 20 years after the diagnosis of SZ) and
their respective matched controls (19 and 18 subjects) were included. Each subject had 5 ml
blood samples collected by venipuncture to examined CCL-11 and CCL-24. CCL-24 serum
levels were significantly higher in RO (p=0.010) and CP (p=0.034) with SZ compared to
controls. CCL-11 serum levels were similar in RO (p=0.806) and increased in CP (p=0.001)
compared to controls. Our findings reinforce that SZ is associated with an inflammatory profile,
suggesting that CCL-11 might be a peripheral biomarker for aging in SZ that could be useful as
a staging trait biomarker for the disease.

ZArtigo submetido ao periddico Schizophrenia Research
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INTRODUCTION

The pathophysiology of schizophrenia (SZ) could be the result of deregulation of synaptic
plasticity, alterations of neurotrophins, impaired antioxidant defense, increased peroxidation and
hyper-regulated inflammatory immune processes, present in the early and late phases of the
disorder (Ng et al., 2008, Gama et al.,, 2006, 2007, 2008a,b, 2012, Pedrini et al., 2012).
Increased serum concentration of several pro-inflammatory cytokines has been most clearly
implicated in the etiology and pathology of SZ (Monji et al., 2009; Watanabe et al., 2010;

Domenici et al., 2010; Na et al., 2012; Pedrini et al., 2012; Anderson et al., 2013).

Among inflammatory mediators, SZ has been consistently associated with abnormalities in
cytokines which are proteins involved in the coordination of immune responses and exertion of
neuromodulatory actions (Asevedo et al., 2013). Thus, a promising strategy to investigate the
role of inflammation in SZ is to focus on a special type of cytokines involved in the attraction of
cells to the inflammatory site, such as the chemokines CXCL-10/IP-10, CXCL-8/IL-8, CCL-11,
CCL-24/Eotaxin-2, CCL-2/MCP-1, CCL-3/MIP-1 (Asevedo et al., 2013). Chemokines, or
chemotactic cytokines, are small proteins, classically defined by their ability to direct the
movement of circulating leukocytes to sites of inflammation or injury (Ransohoff, 2002; Fuji et
al., 2003; Rosténe et al., 2007; Barbosa et al., 2013). They have been implicated not only in
leukocyte recruitment, but also in apoptosis, angiogenesis, and neurogenesis (Barbosa et al.,
2013). Evidence points towards an interaction between chemokine and neurotransmitter
systems in the brain, playing crucial roles in brain development and function (Drexhage et al.,
2008; Adler & Roger, 2005). Approximately 50 different human chemokines have been
described which interact with 18 different chemokine receptors (Biber et al., 2002). The binding

of a chemokine to its receptor activates a signaling cascade that results in increased calcium
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concentrations and activation of mitogen-activated protein kinases, a mechanism important for

synaptic plasticity (Rosténe et al., 2007, Brietzke et al., 2009).

The evidence that most neurodegenerative diseases are accompanied by increased chemokine
expression (Biber et al., 2002; Charo & Ransohoff, 2006) reinforces their crucial role in
neurodegeneration.  Beyond that, chemokines have been suggested as potentially useful
biomarkers in psychiatric disorders commonly associated to accelerated aging (Grassi Oliveira
et al., 2012; Asevedo et al., 2013). Nevertheless, only a few studies have evaluated the role of
chemokines and its receptors in the neurobiology of SZ. These studies found increased levels of
CCL-2/MCP-1, CCL-3/ MIP-1, CXCL-8/IL-8, IL-18, RANTES and CCL-22 in this condition

(Domenici et al., 2010; Reale et al., 2011).

Observations of immune deregulation in SZ overlap with central pathophysiological mechanisms
as well as with clinical manifestations of the illness (Kunz et al., 2011). Many findings, such as
excessive cardiovascular mortality and shorter natural lifespan in SZ compared to the general
population, share a low grade and persistent activation of inflammatory mechanisms that
underlie and contribute to the pathophysiology of arteriosclerosis and vascular disorders
(Mansur et al., 2012). In the same venue, there is increasing evidence that pathological aging
may be a component of SZ, since in this mental disorder there are structural brain abnormalities

and brain hypometabolic patterns that mimic findings seen in the elderly (Porton et al., 2008).

The allostatic load model and the neurobiological progression of SZ have supported the idea
that individuals with the disorder might progress from the prodromal stage and the first episode
to a chronic and disabling stage (Mansur et al., 2012). Nevertheless, SZ presents a unique and

severe clinical deterioration pattern at the very beginning of the disease (Lieberman, 1999).
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Similarities in several inflammatory and oxidative stress markers have been shown in early and
late stages of the disorder (Pedrini et al., 2012). Besides, the natural history of SZ usually
involves a prodromal period i.e., when mild symptoms progressively increase in severity,

duration and frequency, first episode and chronic phases (Agius et al., 2010).

Since understanding the role of trait disease biomarkers in SZ could potentially open new
staging possibilities in order to personalize, optimize and improve treatments, the aim of this
study was to investigate serum levels of two chemokines: CCL-11 (Eotaxin) and CCL-24

(Eotaxin-2), in recent onset (RO) and chronic patients (CP) with SZ in symptomatic remission.
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METHODS

This study protocol was approved by the Institutional Review Board of the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, RS, Brazil. In accordance with the Declaration of Helsinki, all subjects were
advised about the procedure and provided written informed consent prior to enrollment. Forty-
two outpatients with SZ and fifty-four healthy controls matched for age, gender and level of
education were recruited. The double case-control design included 23 RO patients (within first
5 years of SZ diagnosis), 19 CP (minimum of 20 years after the diagnosis of SZ) and their
respective matched controls (19 and 18 subjects). All patients had to fulfill DSM-IV criteria for
SZ and their psychopathological state were assessed by the 18-item Brief Psychiatry Rating
Scale (BPRS) (Romano & Elkis, 1996). Symptomatic remission was defined as BPRS scores
below 15. The control group consisted of 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.

All subjects were required to be at least age 18 and no older than 60, they were non-smokers or
smoked up to 10 cigarettes per day. None of them had any severe clinical diseases or any other

psychiatric diagnosis.

Each subject had 5 ml blood samples collected by venipuncture without anticoagulants, and
serum was obtained by centrifugation at 2000g for 5min and kept frozen at -70°C for up to 6

months, until the assay.

Serum chemokines (CCL-11 and CCL-24) were measured according to the procedures supplied
by the manufacturer using highly sensitive sandwich-ELISA kits for human CCL-11/Eotaxin and

human CCL-24/Eotaxin-2/MPIF-2 (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, Minn., USA). All
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samples were assayed in duplicates.

Analysis was performed using SPSS Version 20.0. Demographic and clinical characteristics
were analyzed using Chi-Square, Mann-Whitney or T-test when appropriate. Descriptive
analyses are presented as mean and standard deviation or median and interquartile range. P-

values<0.05 were considered significant.
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RESULTS

The subjects’ characteristics are summarized in Table 1.

CCL-24 serum levels were significantly higher in RO (p=0.010) and CP (p=0.034) with SZ

compared to controls. CCL-11 serum levels were similar in RO (p=0.806) and increased in CP

(p=0.001) compared to controls (figure 1).
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DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study to examine serum chemokines levels in a sample of two
groups of patients with SZ, differing in illness duration: 2.52 (1.83) years for RO and 25.63

(4.66) years for CP.

This study shows that CCL-11 and CCL-24 serum levels were increased in CP when compared
to controls. Regarding RO patients, CCL-24 levels were also increased, but CCL-11 levels were
not different from controls. In line with our findings, Asevedo et al. (Asevedo et al., 2013) and
Teixeira et al. (Teixeira et al., 2008) found increases of CCL-11 in SZ patients. However, the
same authors have not shown that differences for CCL-24 serum levels in individuals with SZ. It
is important to highlight that our study is the first to show increased CCL-11 levels in CP and not

in RO patients with SZ; and similarly increased CCL-24 levels either in RO or CP.

Such findings help to demonstrate that the production of the selected chemokines are
deregulated in this brain disorder, and reinforce the theory of peripheral cyto-chemokine
networks involvement in the complex pathophysiology of SZ (Drexhage et al., 2008; Reale et

al., 2011).

The reason why CCL-11 was elevated only in serum CP with SZ and not in RO patients is not
clear, but suggests that there is a differential regulation of the expression of CCR-3-acting
chemokines in SZ (Teixeira et al., 2008). Similarly to CCL-24, CCL-11, acts on the chemokine
receptor CCR-3, expressed preferentially on eosinophils, mast cells and Th2 lymphocytes
(Barbosa et al., 2013). Higher serum levels of CCL-11 and CCL-24 in patients with SZ are
consistent with the idea that a preferential activation of Th2 lymphocytes plays a role in the

pathogenesis of the disorder (Teixeira et al., 2008). These also corroborate the view that this
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disease may be associated with a Th1/Th2 imbalance with a shift toward a Th2 immune
response (Potvin et al., 2008; Asevedo et al., 2013; Muller et al., 2011). A shift towards a Th2
immune response would imply the preferential expression of chemokines that attract
lymphocytes capable of producing the so called Th2 cytokines, including IL-4, IL-5 and IL-13

(Teixeira et al.,2008).

In a recent preclinical study the infusion of plasma from old mice to young ones led to increased
plasma levels of CCL-11 in the young mice. Thus, this study reached the conclusion that this
chemokine could be associated with cognitive decline with aging (Villeda et al., 2011; Asevedo
et al., 2013). In addition it has been showed increased CCL-11 serum levels in individuals with
SZ inversely correlated to performance in working memory test (Asevedo et al., 2013). It has
also been established that CCL-11 increases with age in both humans and rodents. Therefore,
the serum levels of CCL-11 might serve as a peripheral biomarker for neurogenesis

(Fernandez-Egea et al., 2013).

Previous findings suggest a similar pattern of chronic inflammatory activation between RO and
chronic stage patients (Pedrini et al., 2012; Miller at al., 2011), supporting the finding of severe
clinical deterioration at the very beginning of the disease. Chronic systemic inflammation in SZ
may explain the increase in metabolic abnormalities, such as diabetes mellitus, high blood
pressure, obesity and dyslipidemia (Mansur et al., 2012). All of these conditions underlie and
contribute to the pathophysiology of arteriosclerosis, vascular disorders, accelerating phenotype
ageing and shortening lifespan in about 20 years (Thakore, 2004; Kunz et al., 2011).
Accelerated telomere shortening and decreased telomerase activity has also been described in
SZ (Kao et al., 2008; Porton et al., 2008; Yu, 2008). The presence of significant telomere loss in

SZ implies an abnormal aging component in this disorder and may be a trait marker caused by
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oxidative stress and DNA instability, mechanisms that have been implicated in SZ pathology

(Kao et al., 2008; Porton et al., 2008).

The present study is an innovative one, since it has identified a different pattern of CCL-11
serum levels in RO and CP with SZ. In line with the similarities in CCL-24 serum levels
presented by both group of patients when compared to controls, our group previously have not
found differences in inflammatory and oxidative stress biomarkers levels in early and late stages
of SZ, suggesting an early degenerative component preceding the illness onset in SZ and a
chronic pattern of deterioration (Pedrini et al., 2012). In the present study, our approach is that
CCL-11 might be a biomarker for aging in SZ. For this reason, increases in CCL-11 levels were
found only in CP group. Our findings reinforce that SZ is associated with an inflammatory
profile, suggesting that CCL-11 might be a peripheral biomarker for aging in SZ that could be
useful as a staging trait biomarker for the disease (Fernandez-Egea et al., 2013; Noto et al.,

2013).

Therefore, the results support the growing body of evidence corroborating a potential link
between SZ and increased CCL-11 plasma levels as an aging phenotype (Fernandez-Egea et
al., 2013). As reported by Fernandez, an interesting, but yet speculative approach is considering
CCL-11 as a factor linked to brain aging (Villeda et al., 2011; Fernandez-Egea et al., 2013).
Recent studies showed that brain aging has been linked to the use of illegal drugs and with
mental disorders, such as bipolar disorder, major depression and SZ (Simon et al., 2006;

Yatham et al., 2009; Kirkpatrick et al., 2008; Teixeira et al., 2008; Fernandez-Egea et al., 2013)

Our findings must be interpreted in light of its limitations. The study design was cross-sectional,
it did not allow us a direct examination of the course of chemokines in SZ. Nevertheless, the

inclusion of two control groups matched to early and late stage groups allowed differentiation of



age, sex and diagnosis effects. The effect of medication on serum biomarkers could not be
excluded, however it has been reported that antipsychotics would decrease central and
peripheral inflammation (Dean, 2011; Pedrini et al., 2012). Moreover, it is uncertain whether
antipsychotics may have an effect on the serum levels of CCL-11 (Fernandez-Egea et al.,

2013).

In conclusion, this study provides important information about biological markers in different
stages of SZ, supporting the hypothesis that SZ is associated with a pro-inflammatory
activation. This study importantly suggests that higher levels of serum peripheral CCL-11 is
increased in patients with more than 20 years of disease, at least in this cohort; and might be a
trait biomarker for accelerated aging process that occurs in SZ. This is probably related to a
greater inflammatory activation, impaired functionality, increased mortality, and to other clinical
diseases that overlap in patients with SZ. Additional studies relating telomere shortening with
CCL-11 would be helpful in giving a sharper answer about the CCL-11's role in SZ as a
possible trait biomarker. Discovering this chemokine's role and adopting a clinical staging model
approach is particularly useful and may help to prevent the pathological aging consequences

and optimize treatments for this condition.
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Table 1. Characteristics of healthy controls and patients with schizophrenia

Recent Onset (RO)

Chronic Patients (CP)

Sz Controls p- Sz Controls p-value
(n=23) (n=19) value (n=19) (n=18)
Gender 13/10 10/9 0523 ¢ 15/4 13/5 0.714¢
(male/female)
Ase in vears a 24.70 25.32 d 47.47 46.89 d
geiny (4.78) (5.19) 0.692 (3.41) (4.28) 0.650
Years of
" a 10.17 11.32 01129 10.26 10.39 0.906%
education (2.57) (1.99) (3.23) (3.22)
Years of disease 2.52 - - 2563 - -
(1.83) (4.66)
Number of
cigarretes a day
None 22 23 0.358° 17 17 0.580°
Less than 10 1 0 2 1
Antipsychotic
- . 400 624
daily dose, in mg -—- -—-
of (194.24) (203.01)
chlorpromazine
equivalents®
BMP 25.05 26.31 d 26.66 26.24
0.426 (2.64) (5.46) d
(5.19) (5.17) . . 0.768
BPRS total
b 14 13
scores (10) 9)
e
ceL11®? 775.01 837.04 0.806 1294.18 614.59 0.001°
(1215.23) (696.79) (2064.21) (726.42)
b e
ccL24 5440.03 3668.58 0.010 5382.73 3087.08 0.034°
(5081.67) (2952.29) (5676.92) (2947.88) ’

a b c d e
Mean (Standard deviation); Median (interquartile range); Chi-square; T-test; Mann-whitney
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9. CONSIDERAGOES FINAIS

Nossos achados fornecem informacgdes importantes sobre os marcadores bioldgicos
em diferentes estagios da esquizofrenia, sugerindo que esta doenca esta associada a uma
ativacao pro-inflamatéria e a um estado de estresse oxidativo. A partir dos dados apresentados,
nossos resultados corroboram a hipétese de que os danos ao sistema nervoso central ocorrem
precocemente na esquizofrenia, levando a presenga de um componente degenerativo desde o
inicio deste transtorno. Neste estudo, ndo encontramos diferenca tanto nos niveis séricos dos
marcadores de estresse oxidativo lipidico e proteico quanto das citocinas nos pacientes com
inicio recente de doenga e com esquizofrenia cronica. Esses biomarcadores parecem ter o
papel de marcadores de traco de doenga e ndo de estado. Tal observacdo nos remete a
diferenciacao classica entre a esquizofrenia, que cursa com deterioragao clinica, e o transtorno

de humor bipolar, que tem um curso episodico.

Nossos resultados mostraram que os niveis séricos de TBARS, PCC, IL-6 e CCL-24
estavam aumentados em pacientes com inicio recente de doenga e com esquizofrenia crbénica
em comparacdo aos seus controles. Nao houve diferenga nos niveis séricos de TRAP,
marcador de defesa antioxidante, em ambos os estagios da doenga em relagdo aos controles,
sugerindo que os pacientes ndo executam uma acao reativa antioxidante para a lesdo que
ocorre na doenga. Também né&o ocorreu diferenga nos niveis séricos de TNF-alfa em ambos os
grupos de pacientes com esquizofrenia em relagdo aos seus controles. Além disso, 0s niveis
séricos de IL-10 estavam aumentados nos pacientes com esquizofrenia crdénica e houve uma

tendéncia ao aumento nos pacientes com inicio recente de doenga comparados aos controles.

Este € um estudo inovador, uma vez que identificou um padrdo diferente dos niveis
séricos da quimiocina CCL-11 nos estagios precoce e tardio da esquizofrenia. Nao ocorreu

diferenga nos niveis da CCL-11 em pacientes com inicio recente de doenga, porém houve
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aumento nos pacientes com esquizofrenia crénica em relagdo aos seus controles. Este
resultado sugere que a CCL-11 pode vir a ser um marcador periférico para o envelhecimento
patoldgico que ocorre na esquizofrenia. Por esta razdo, o aumento dos niveis séricos da CCL-

11 ocorreu apenas no grupo de pacientes com doenca crdnica.

Nossa abordagem, no presente estudo, é de que as alteragdes do sistema inflamatério
e o desequilibrio oxidativo podem funcionar sinergicamente em favor da degeneragao neuronal
que ocorre na esquizofrenia. Esta hipotese é consistente com as alteragdes estruturais
cerebrais, metabodlicas e bioquimicas, que conduzem ao prejuizo da cognicdo e da
funcionalidade, aumento da prevaléncia de outras doengas clinicas degenerativas e aumento

da mortalidade, que se sobrepdem ao diagndstico da esquizofrenia.

Os resultados desta pesquisa podem ser considerados como objeto de novas
investigagdes prospectivas para confirmar nossos achados. Novos estudos envolvendo
marcadores de estresse oxidativo e citocinas em pacientes com esquizofrenia e em populagdes
de alto risco para desenvolver a doenga podem ajudar a estratificar os pacientes pelo estagio
clinico, conduzindo de uma melhor forma as intervencgdes terapéuticas. Por fim, um estudo
adicional, que relacione o encurtamento do teldbmero com a CLL-11, pode fornecer uma
resposta mais acurada a respeito do papel desta quimiocina na esquizofrenia como um
possivel marcador de trago de doenca, que pode ser particularmente atil na prevencdo das
consequéncias do envelhecimento patologico e pode otimizar o tratamento deste transtorno

mental.
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10. ANEXOS
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10.1 Artigos nao relacionados a tese publicados no periodo do doutorado
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10.1.1 Artigo Anexo | (Resumo)

Schizophrenia Research. 2012 Nov;141(2Z3):1627Z7.

d0i: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,

92



hippocampus and 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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10.1.2 Artigo Anexo Il (Resumo)

Value in Health Regional Issues. Dec 2012;1,(2): 244-7

doi: 10.1016/j.vhri.2012.08.001.

Concurrent Validity and Reliability of the Brazilian Version of the Functioning Assessment

Short Test in Patients with Schizophrenia

Karine Zortéa, Pedro Vieira da Silva Magalhdes, Adriane Ribeiro Rosa, David Freitas de
Lucena, Lisia Rejane Guimaraes, Lenise Peixoto Petter Francesconi, Mariana Pedrini, Julio

Cesar Walz, Clarissa Severino Gama, Flavio Kapczinski, Paulo Silva Belmonte-de-Abreu.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brazil.

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Porto Alegre, RS, Brazil.

Many studies have documented the high rates of functional impairment among patients
with schizophrenia. The majority of the available instruments used to assess functioning,
however, focus on global measures of functional recovery rather than specific domains of
psychosocial functioning. Most of these instruments have important limitations regarding
use in psychiatry. The aim of the present study was to evaluate the psychometric

properties of the Brazilian version of the Functioning Assessment Short Test (FAST) in
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patients with schizophrenia. A convenience sample of 107 chronic outpatients with
schizophrenia and 108 controls was assessed in a university hospital (Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, Brazil). Psychometric properties of FAST (internal consistency, concurrent
validity, and test-retest reliability) were analyzed. The internal consistency obtained was
high; the Cronbach’s alpha was 0.89. FAST total score was higher in patients than in the
control group (Z = 11.95; P<0.001). FAST test-retest agreement was excellent (intraclass
correlation coefficient = 0.93; 95% confidence interval 0.81-0.97). In addition, FAST
displayed a positive correlation with the Brief Psychiatric Rating Scale (p = 0.41; P<0.001)
and a negative correlation with the Global Assessment of Functioning scale (p =-0.71; P =
0.001). Psychotic symptoms, comorbidity, and functional and cognitive impairment
contribute to the decreased quality of life of patients with schizophrenia. It is important to
obtain a valid and reliable instrument that is capable of evaluating the functional domains
in this pathology. In this context, FAST showed accurate psychometrics properties and was
able to detect functional differences between patients with the diagnosis of schizophrenia

and healthy subjects.
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10.1.3 Artigo Anexo lll (Resumo)

Schizophrenia Research. 2013 Jul;147(273):398Z9.

d0i:10.1016/j.schres.2013.04.025

Elevated Serum Protein Oxidative Stress in Siblings of Patients with Schizophrenia

Raffael Massuda, Mariana Pedrini, Ramiro Reckziegel, Monise Costanzi, Pamela Ferrari,

Carolina Gubert, Clarissa S. Gama

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

address: rfmassuda@gmail.com.

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
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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.

97



10.1.4 Artigo Anexo IV (Resumo)

Schizophrenia Research. 2013 Sep 10. [Epub ahead of print]

doi: 10.1016/j.schres.2013.08.019.

Verbal memory impairment in healthy siblings of patients with schizophrenia.

Massuda R, Biicker ], Czepielewski LS, Narvaez ]JC, Pedrini M, Santos BT, Teixeira AS, Souza

AL, Vasconcelos-Moreno MP, Vianna-Sulzbach M, Goi PD, Belmonte-de-Abreu P, 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

rfmassuda@gmail.com.

Cognitive 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 elevated genetic risks to develop SZ, we measured VM (Hopkins Verbal
Learning Test Revised), WM (Letter-Number Sequencing and Digit Span) and EF (Stroop

Test) in 90 subjects (45 unaffected siblings of patients with SZ and 45 matched healthy
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controls). No differences were found in EF and WM (Letter-Number Sequencing and Digit
Span). However, in VM, siblings of patients performed worse than controls on the
immediate recall and delayed recall. Our results suggest that VM impairment could be

considered an endophenotype of SZ.
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10.1.5 Artigo Anexo V (Carta ao Editor)

Revista Brasileira de Psiquiatria. 2013 Apr./June; 35 no.2.

doi:10.1590/1516-4446-2012-1035.

rTMS as an add-on treatment for resistant obsessive-compulsive symptoms in patients

with schizophrenia: report of three cases

Vauto Alves Mendes-Filho, Paulo Belmonte-de-Abreu, Mariana Pedrini, Carolina

Tosetto Cachoeira, Maria Inés Rodrigues Lobato

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brazil.

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Porto Alegre, RS, Brazil.

Dear Editor,

Obsessive-compulsive symptoms (OCSs) occur in approximately 30% of patients with
schizophrenia, probably reflecting reduced basal ganglia and prefrontal cortex
connectivity, and are associated with poorer prognosis.1 There is little systematic evidence
of treatment effect on OCS schizophrenia, mostly derived from case reports and open label
uncontrolled studies. Among new treatments, repetitive transcranial magnetic stimulation
(rTMS) is a method of noninvasive electromagnetic neurostimulation that has

demonstrated effect on verbal hallucinations and depressive symptoms.2 2,3 Nevertheless,

100



contradictory effects on obsessive-compulsive disorder (OCD) have been reported,2 2,4
depending on the stimulation parameters used (frequency, place, total dose). Furthermore,
there has been some evidence of effects on compulsions using the Mantovani's protocol (1
Hz over the supplementary motor area - SMA),5 whilst dorsolateral prefrontal cortex failed
to reveal consistent effect even at low or high frequency, and right or left hemisphere. We
report on three cases of comorbid schizophrenia or schizoaffective disorder and OCS under
stable dose of neuroleptics receiving additional rTMS with the Mantovani protocol (1 Hz,
SMA, 100% of motor threshold, 20 minutes, 20 sessions in 4 weeks), showing reduced
OCSs after rTMS treatment. The protocol was approved by the Ethics Committee of the
HCPA (Hospital de Clinicas de Porto Alegre - GPPG 10-0426), and patients and relatives
provided informed consent.

All cases had treatment-resistant schizophrenia (n=2) or schizoaffective disorder (n=1)
with at least 3 months under stable dose of clozapine. Diagnosis was based on the DSM-1V-
TR criteria administered by the same trained psychiatrist (VMF) and reviewed by a senior
psychiatrist (MIRL). Psychopathology was measured by the 18-item Brief Psychiatric
Rating Scale (BPRS) and the Yale-Brown Obsessive Compulsive Scale (Y-BOCS). The
characteristics of the three cases are described in Table 1. All subjects displayed
improvement on the BPRS and OCD symptoms after the add-on rTMS treatment, but with
subsequent relapse after 4 weeks (Table 1).

As far as we are aware, this is the first report of the effects of add-on rTMS on the treatment
of OCSs in refractory schizophrenia. These three cases provide initial evidence for the use
of the Mantovani protocol (SMA) in this group of patients, in addition to previous effects of

rTMS on auditory hallucinations.2 2,3.
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This report must be viewed as initial evidence requiring further studies with larger
number of cases and double-blind sham control group. The number of cases (n=3)
precluded statistical testing and displayed relatively large age, gender and diagnosis
heterogeneity. Nevertheless, despite the limitations that hinder further generalization,
patient diagnosis and psychopathology were consistently assessed, and cases had no
significant variations in terms of drug dose and psychosocial environment over the
observational period. This reinforces the need of additional studies with larger sample size,
less variability of age, gender and diagnosis, longer follow-up, and use of additional tools
(functional magnetic resonance imaging-positron emission tomography, fMRI-PET) to
elucidate efficacy, duration, and underlying mechanisms of action of the rTMS treatment5

in comorbid schizophrenia-schizoaffective disorder-OCS.
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10.1.6 Artigo Anexo VI (Resumo)

Journal of Psychiatry Research. 2013 Oct;47(10):1546-8.

doi: 10.1016/j.jpsychires.2013.04.012.

Serum concentrations of brain-derived neurotrophic factor in patients with gender identity

disorder.

Fontanari AM, Andreazza T, Costa AB, Salvador ], Koff W], Aguiar B, Ferrari P, Massuda R,
Pedrini M, Silveira E, Belmonte-de-Abreu PS, Gama CS, Kauer-Sant'Anna M, Kapczinski F,

Lobato MI.

Gender Identity Disorder Program, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade

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

Gender Identity Disorder (GID) is characterized by a strong and persistent cross-gender
identification that affects different aspects of behavior. Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) plays a critical role in neurodevelopment and neuroplasticity. Altered BDNF-
signaling is thought to contribute to the pathogenesis of psychiatric disordersand is related
to traumatic life events. To examine serum BDNF levels, we compared one group of DSM-IV
GID patients (n = 45) and one healthy control group (n = 66). Serum BDNF levels were

significantly decreased in GID patients (p = 0.013). This data support the hypothesis that
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the reduction found in serum BDNF levels in GID patients may be related to the

psychological abuse that transsexuals are exposed during their life.
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10.2 Escala BPRS (Brief Psychiatric Rating Scale)
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Associagao Brasileira de Psiquiatria - Escala de Medida de Psicose: Escala Breve de Avaliagao Psiquiatrica
Versao Ancorada (BPRS-A (Woerner, 1998, tradugao de Romano e Elkis, 1996) associada a Entrevista Clinica

Estruturada (SIG-BPRS) de Rhoades e Overall (1988)

Paciente:

Niimero Data:

Entrevistador;

Registro: Fase do estudo:

Instrugdes: A escala é composta de 18 itens a serem avaliados. Os itens assinalados com OBSERVAGAO (3, 4,7,
13,14,16,17,18) devem ser avaliados tomando por base OBSERVACOES feitas durante a entrevista. Os itens assinalados com
RELATO DO PACIENTE devem ser avaliados a partir de informagdo RELATADA (ou seja, SUBJETIVA) referente ao periodo
escolhido (em geral 1 semana). As perguntas-guia em negrito devem ser formuladas diretamente nos itens em que se avalia a
relato do paciente.

Inicio da entrevista: comece com estas perguntas e utiize as respostas as mesmas para completar o item 18 (Orientagdo)
Qual o seu nome complelo? E sua idade? Onde vocé mora? Esia trabalhando atualmente? (Jé trabalhou anteriormente? Em
qué?):
Quanto tempo faz que vocé esta aqui? Conte-me por que motivo vocé for infermado. Quando isso comegou? O que aconteceu
depois? Vocé pode me dizer que dia é hoje? (semana- més- ano)?

1

RELATO DO
PACIENTE

Preocupagao Somatica: Grau de preocupagdo com a saude fisica. Avaliar o grau no qual a salde fisica é
percebida como um problema pelo paciente, quer as queixas sejam baseadas na realidade ou ndo. Nao
pontuar o simples relato de sintomas fisicos. Avaliar apenas apreenséo (ou preocupagao) sobre problemas
fisicos (reais ou imaginarios)

Pergunta-Guia

Como costuma ser sua satide fisica (do corpa)? Como esteve a sua satide no dltimo ano? Vocé estd
preocupado com algum problema de satide agora?Vocé sente que fem alguma coisa incomum
acontecendo com seu conpo ou cabega?

oo s, W -0

Nao relatado

Muito leve: Ocasionalmente fica levemente preocupado com o corpo, sintomas ou doengas fisicas.

Leve: Ocasionalmente fica preocupado com o corpo de forma moderada, ou freqiientemente fica levemente
apreensivo.

Moderado: Ocasionalmente muito preocupado ou moderadamente preocupado com freqiéncia.
Moderadamente Grave: Freqiientemente muito preocupado.

Grave: Fica muito preocupado a maior parte do tempo.

Muito Grave: Fica muito preocupado praticamente o tempo todo.

RELATO DO
PACIENTE

ANSIEDADE: Preocupagéo, medo ou preocupagao excessiva acerca do presenteou futuro. Pontuar
somente a partir de relato verbal das experiéncias subjetivas do paciente. Nao inferir ansiedade a
partir de sinais fisicos ou mecanismos de defesa neuréticos. Nao pontuar se restrito a preocupagao
somatica.

Pergunta-Guia

Vocé estd preocupado com alguma coisa? Vocé fem se sentido tenso ou ansioso a mafor parte do tempo?
(quando se sente assim, vocé consegue saber o porque? De que forma as suas ansiedades ou
preocupagdes afelam o seu dia-dia? Existe algo que ajuda a melhorar essa sensagéo?).

AN -a2oO

5

Nao relatado

Muito leve: Ocasionalmente se sente levemente ansioso.

Leve: Ocasionalmente se sente moderadamente ansioso ou freqiientemente se sente levemente ansioso.
Moderado: Ocasionalmente se sente muito ansioso ou freqiientemente se sente moderadamente ansioso.
Moderadamente Grave: Freqlientemente se sente muito ansioso

Grave: Sente-se muito ansioso a maior parte do tempo.

OBSERVACAO
DO PACIENTE

RETRAIMENTO AFETIVO: Deficiéncia no relacionamento com o entrevistador e na situagéo da entrevista.
Manifestagdes evidentes dessa deficiéncia incluem: falta de contato visual (troca de olhares); o paciente
ndo se aproxima do entrevistador; apresenta uma falta de envolvimento e compromisso com a entrevista.
Diferenciar de AFETO EMBOTADO, no qual s&o pontuados deficiéncias na expresséo facial, gestualidade,
e tom de voz. Pontuar a partir de observagdes feitas durante a entrevista.

LWN-O

Néo observado

Muito leve: Ex: ocasionalmente deixa de encarar o entrevistador.

Leve: Ex: como acima, porém mais freqiiente.

Moderado: Ex: demonstra dificuldade em encarar o entrevistador, mas ainda parece engajado na
entrevista e responde apropriadamente a todas as questdes.

Moderadamente Grave: Ex: olha fixamente no chao e afasta-se do entrevistador mas ainda parece
moderadamente engajado na entrevista.

Grave: E: como acima, porém mais persistente e disseminado.

Muito Grave: Ex: parece estar “aéreo”, “nas nuvens” ou “viajando” (total auséncia de vinulo emocional) e
desproporcionalmente ndo-envolvido u ndo-comprometido com situagéo da entrevista (Nao pontuar se
explicado pela desorientagao)

4 OBSERVACAO

DO PACIENTE

DESORGANIZAGAO CONCEITUAL: Grau de incompreensibilidade da fala. Incluir qualquer tipo de
desordem formal de pensamento (p.ex, associagoes frouxas, incoeréncia, fuga de idéias,
neologismos). NAO incluir mera circunstancialidade ou fala maniaca, mesmo que acentuada. NAO
pontuar a partir de impressées subjetivas do paciente (p.ex: “Meus pensamentos estdo voando”,
“Nao consigo manter o pensamento”, “Meus pensamentos se misturam todos”). Pontuar SOMENTE
a partir de observagoes feitas durante a entrevista.
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Nao observado.

Muito leve: Ex: levemente vago, todavia de significagao clinica duvidosa.

Leve: Ex: freqiientemente vago, mas é possivel prosseguir a entrevista.

Moderado: Ex: ocasionalmente faz afirmacdes irrelevantes; uso infreqiiente de neologismos; ou
associagcoes moderadamente frouxas.

Moderadamente Grave: Como acima, porém mais freqiiente.

Grave: Desordem formal do pensamento presente a maior parte da entrevista, tornando-a muito
dificil.

Muito Grave: Muito pouca informagao coerente pode ser obtida.

RELATO DO
PACIENTE

SENTIMENTOS DE CULPA: Preocupacéo ou remorso desproporcional pelo passado. Pontuar a partir
das experiéncias subjetivas de culpa evidenciadas por meio de relato verbal. No inferir sentimentos
de culpa a partir de depresséo, ansiedade ou defesas neuréticas.

Pergunta-Guia

Nos ultimos dias vocé tem se sentido um peso para sua familia ou colegas? Vocé tem se sentido cujpado
por alguma coisa felta no passado? Vocé acha que o que vocé esta passando agora é um tjpo de castigo?
(Por que vocé acha /ss0?)

0 | Nao relatado

1| Muito leve: Ocasionalmente se sente levemente culpado.

2 | Leve Ocasionalmente se sente moderadamente culpado; ou freqiientemente se sente levemente culpado.

3 | Moderado: Ocasionalmente se sente muito culpado; ou freqiientemente se sente moderadamente culpado

4 | Moderadamente Grave: freqiientemente se sente muito culpado.

5 | Grave: Sente-se muito culpado a maior parte o tempo ou apresenta delirio de culpa encapsulado.

6 | Muito Grave: Sentimento de culpa angustiante e constante; ou delirios de culpa disseminados.
OBSERVAGAO | TENSAO: Avaliar inquietagdo motora (agitagdo) observada durante a entrevista. Nzo pontuar a partir de
DO PACIENTE | experiéncias subjetivas relatadas pelo paciente. Desconsiderar patogénese presumida (p.ex: discinesia

tardia).

0 | Nao observado.

1 | Muito leve: Ex: ocasionalmente agitado

2| Leve: Ex: freqlientemente agitado.

3 | Moderado: Ex: agita-se constantemente ou freqlientemente. Torce as maos e puxa a roupa.

4 | Moderadamente Grave: Ex: agita-se constantemente. Torce as méos e puxa a roupa.

5 | Grave: Ex: ndo consegue ficar sentado, isto é, precisa andar.

6 | Muito Grave: anda de maneira frenética

OBSERVAGAO | MANEIRISMOS E POSTURA: comportamento motor incomum ou ndo natural. Pontuar apenas
DO PACIENTE | anormalidade de movimento; ndo pontuar aqui simples aumento da atividade motora. Considerar

frequiéncia, duracéo e grau do caréter bizarro. Desconsiderar patogénese presumida.

0 | Nao observado

1 | Muito leve: Comportamento estranho, mas de significagdo clinica duvidosa, por exemplo, um riso imotivado

2 | ocasional, movimentos de labio infreqlientes.
Leve: Comportamento estranho, mas nao obviamente bizarro, por exemplo, as vezes balanga a cabega
ritmadamente de um lado para outro, movimenta os dedos de maneira anormal intermitentemente.

3 | Moderado: Ex: adota posi¢ao de ioga por um breve periodo, as vezes pde a lingua para fora, balanga o
corpo.

4 | Moderadamente Grave: Como acima, porém mais freqlente, intenso ou disseminado.

5 | Grave: Como acima, porém mais freqliente, intenso ou disseminado.

6 | Muito Grave:Ex: postura bizarra durante a maior parte da entrevista, movimentos anormais constantes em
varias areas do corpo.

RELATO DO | IDEIAS DE GRANDEZA: Auto-Estima (autoconfianga) exagerada, ou apreciagao desmedida dos proprios
PACIENTE talentos, poderes, habilidades, conquistas, conhecimento, importancia ou identidade. Nao pontuar mera

"o

qualidade grandiosa de alegacdes (p. ex.: “sou o pior pecador do mundo”, “todo o pais esta tentando me
matar’) a menos que a culpa/perseguicéo esteja relacionada a algum atributo especial exagerado do
individuo. O paciente deve declarar atributos exagerados; se o paciente nega talentos, poderes, etc, mesmo
que ele afirme que outros digam que ele possui estas qualidades, este item nao deve ser pontuado Pontuar
a partir de informagé&o relatada, ou seja, subjetiva.

Pergunta-Gula

Nos uftimos dias vocé tem se sentido com algum talento ou habilidade que a maloria das pessoas néo tem?
(como vocé sabe disso?) Vocé acha que as pessoas tém tido inveja de vocé? Vocé fem acreditado que
tenha alguma coisa importante para fazer no mundo?

Nao relatado

Muito leve: Ex: & mais confiante que a maioria, mas isso é apenas de possivel significancia clinica.

Leve: Auto-estima definitivamente aumentada ou talentos exagerados de modo levemente desproporcional
as circunstancias.

Moderado: Auto-estima aumentada de modo claramente desproporcional as circunstancias, ou suspeita-se
de delirio de grandeza.

Moderadamente Grave: Ex: um Unico (e claramente definido) delirios de grandeza encapsulados ou
multiplos delirios de grandeza fragmentarios (claramente definidos).

Grave: Ex: um Unico, ou claros delirios/ sistema delirantes ou multiplos e claros delirios de grandeza com os
quais o0 paciente parece preocupado.

Muito Grave: Ex: como acima, mas a quase-totalidade da conversa é dirigida aos delirios de grandeza do
paciente.
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RELATO
DO PACIENTE

HUMOR DEPRESSIVO: Relato subjetivo de sentimento de depressao, tristeza, “estar na fossa”, etc.
Pontuar apenas o grau de depressao relatada. Nao pontuar inferéncias de depressao feitas a partir de
lentificacdo geral e queixas somaticas. Pontuar a partir de informagao relatada, ou seja, subjetiva.

Pergunia-Guia

=N

Como tem estado o seu humor (alegre, triste, imitave])? Vocé acredlita que pode melhorar? (como esse
sentimento tem afelado o seu dia-dia?)

Nao relatado

Muito leve: Ocasionalmente se sente levemente deprimido.

Leve Ocasionalmente se sente moderadamente deprimido, ou freqiientemente se sente levemente
deprimido.

Moderado. Ocasionalmente se sente muito deprimido, ou freqiientemente se sente moderadamente
deprimido.

Moderadamente Grave Freqiientemente se sente muito deprimido

Grave Sente-se muito deprimido a maior parte do tempo.

Muito Grave Sente-se muito deprimido quase todo o tempo.

RELATO
DO PACIENTE

HOSTILIDADE: Animosidade, desprezo, agressividade, desdenho por outras pessoas fora da situagéo da
entrevista. Pontuar somente a partir de relato verbal de sentimentos e atos do paciente em relagao
aos outros. N&o inferir hostilidade a partir de defesas neurticas, ansiedade ou queixas somaticas.

Pergunta-Guia

O G A WN O

Nos ultimos dias vocé tem estado impaciente ou irritavel com as outras pessoas? (conseguiu manter o
controle? Tolerou as provocagdes? Cheqou a agredir alguém ou quebrar objelos)?

Nao relatado

Muito leve: Ocasionalmente sente um pouco de raiva.

Leve: Freqiientemente sente um pouco de raiva, ou ocasionalmente sente raiva moderada.
Moderado: Ocasionalmente sente muita raiva; ou freqiientemente sente raiva moderada.
Moderadamente Grave: Freqiientemente sente muita raiva.

Grave: Atuou sua raiva tornando-se verbal ou fisicamente agressivo em uma ou duas ocasiées.
Muito Grave: Atuou sua raiva em drias ocasides.

RELATO
DO PACIENTE

DESCONFIANGA: Crenga (delirante ou ndo) de que outros tém agora ou tiveram no passado intengdes
discriminatérias ou maldosas em relagdo a paciente. Pontuar apenas se o paciente relatar verbalmente
desconfiangas atuais, quer elas se refiram a circunstancias presentes ou passadas. Pontuar a partir da
informacao relatada, ou seja, subjetiva.

Pergunia-Guia

L3 I G RSy

Vocé tem tido a impresséo de que as outras pessoas estao falando ou rindo de vocé? (de que forma vocé
percebe iss0?) Vocé tem achado que tem alguém com mas intengdes contra vocé ou Se esforgado para lhe
causar problemas? (Quem? Por que? Como vocé sabe disso?)

Nao relatado

Muito leve: Raras circunstancias de desconfianga que podem ou n&o corresponder a realidade.
Leve: Situagbes de desconfianga ocasionais que definitivamente nao correspondem a realidade.
Moderado: Desconfianga mais frequiente; ou déias de referéncia passageiras.

Moderadamente Grave: Desconfianca disseminada; ou idéias de referéncia freqiientes.

Grave: claros delirios de perseguicao ou referéncia ndo totalmente disseminados (p. ex. um delirio
encapsulado).

Muito Grave: como acima, porém mais abrangente, freqiiente, ou intenso.

RELATO
DO PACIENTE

COMPORTAMENTO ALUCINATORIO (ALUCINAGOES): Percepcdes (em qualquer modalidade dos
sentidos) na auséncia de um estimulo externo identificavel.Pontuar apenas as experiéncias que ocorrem
na Ultima semana: Nao pontuar “vozes na minha cabega”, ou “visdes em minha mente” a menos que o
paciente saiba diferenciar entre essas experiéncias e seus pensamentos.

Pergunita-Guia

Vocé tem tido experiéncias incomuns, que a maioria das pessoas ndo ftem? Vocé tem escutado coisas que
as outras pessoas néo podem ouvir?(vocé estava acordado neste momento? O que vocé ouvia [barulhos,
cochichos, vozes conversando com vocé ou conversando entre sjj? Com que freqiiéncia? Inferferem no seu
dlia-dia?) Vocé tem visto coisa que a maioria das pessoas néo podem ver? (Vocé estava acordado nesse
momento? O que vocé via Jluzes, formas, imagensj? Com que freqiiéncia ? Interferem no seu dia-dia)?
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Nao relatado

Muito leve Apenas se suspeita de alucinagéo

Leve: Alucinagdes definidas, porém insignificantes, infreqtientes, ou transitérias.

Moderado Como acima, porém mais freqtientes (p. ex: freqlientemente vé a cara do diabo; duas vozes
travam uma longa conversa)

Moderadamente Grave: As alucinagdes s&o experimentadas quase todo o dia, ou s&o fontes de incémodo
extremo.

Grave: Como acima e exerceu impacto moderado no comportamento do paciente (p.ex: dificuldades de
concentragdo que levam a um comprometimento no trabalho).

Muito Grave: como acima, com grave impacto (p.ex.: tentativas de suicidio como resposta a ordens
alucinatérias).

-
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OBSERVAGAO
DO PACIENTE

RETARDAMENTO MOTOR: Redugéo do nivel de energia evidenciada por movimentos mais lentos.
Pontuar apenas a partir de comportamento observado no paciente. Nao pontuar a partir de impressdes
subjetivas do paciente sobre seu préprio nivel de energia.
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Nao observado

Muito leve: Significagao clinica duvidosa.

Leve: Ex conversa um pouco mais lentamente, movimentos levemente mais lentos.

Moderado: Ex: conversa notavelmente mais lenta, mas nao arrastada.

Moderadamente Grave: Ex: conversa ¢ arrastada, movimenta-se muito lentamente.

Grave: Ex: é dificil manter a conversa, quase ndo se movimenta.

Muito Grave: Ex: conversa é quase impossivel, ou paciente ndo se move durante toda a entrevista.

-
Y

OBSERVAGAO
DO PACIENTE

FALTA DE COOPERAGAO COM A ENTREVISTA: Evidéncia de resisténcia, indelicadeza, ressentimento
¢ falta de prontiddo para cooperar com o entrevistados. Pontuar exclusivamente a partir das atitudes do
paciente e das reagoes ao entrevistador e a situagao de entrevista. Nao pontuar a partir de relato de
ressentimento e recusa a cooperagéo fora de situacéo de entrevista.
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Nao observado

Muito leve: Ex: nao parece motivado.

Leve: Ex: parece evasivo em certos assuntos.

Moderado: Ex: monossilabico, fracassa em cooperar espontaneamente.
Moderadamente Grave: Ex: expressa ressentimento e é indelicado durante a entrevista.
Grave: Ex: recusa-se a responder a algumas questdes.

Muito Grave Ex: recusa-se a responder a maior parte das questdes

15 | RELATO DO
PACIENTE

ALTERAGAO DE CONTEUDO DO PENSAMENTO-DELIRIOS: Gravidade de qualquer tipo de delirio —
considerar convicgao e seu efeito em agdes.Pressupor convicgao total se o paciente agiu baseado em suas
crencas. Pontuar a partir de informacéo relatada, ou seja, subjetiva.

Pergunta-Guia

Vocé tem acreditado que alguém ou alguma coisa fora de vocé esteja controlando seus pensamentos ou
suas agdes contra a sua vontade? Vocé tem a impressao de que o radio ou a televisdo mande mensagens
para vocé? Vocé sente que alguma coisa incomum esteja acontecendo ou esta para acontecer?

0 | Nao relatado

1 | Muito leve: suspeita-se ou ha probabilidade de delirio.

2 | Leve: as vezes o paciente questiona suas crengas (delirios parciais).

3 | Moderado: Plena convicgao delirante, porém delirios tém pouca ou nenhuma influéncia sobre o
comportamento.

4 | Moderadamente Grave: Plena convicgao delirante, porém os delirios tém impacto apenas ocasional sobre
o comportamento.

5 | Grave: Delirios tém efeito significativo; por exemplo, negligencia responsabilidades por causa de
preocupacgdes com a crencga de que é Deus.

6 | Muito Grave: Delirios tém impactos marcantes, por exemplo, para de comer porque acredita que a comida
estd envenenada.

16 | OBSERVAGAO AFETO EMBOTADO: Responsividade afetiva diminuida, caracterizada por déficits na expresséao facial,
DO PACIENTE gestualidade e tom de voz. Diferenciar d¢ RETRAIMENTO AFETIVO no qual o foco esta no

comprometimento interpessoal mais do que no afetivo. Considerar grau e consisténcia no
comprometimento. Pontuar a partir de observagoes feitas durante a entrevista.

0 | Nao observado

1 | Muito leve Ex: ocasionalmente parece indiferente a assuntos que sdo normalmente acompanhados por
demonstragdo de emogao.

2 | Leve: Ex: expressao facial levemente diminuida ou voz levemente monétona ou gestualidade levemente
limitada.

3 | Moderado: Ex: como acima, porém mais intenso, prolongado ou frequente.

4 | Moderadamente Grave: Ex: achatamento de afeto, incluindo pelo menos duas ou trés caracteristicas:falta
acentuada de expressao facial, voz monétona ou gestualidade limitada

5 | Grave: Ex: profundo achatamento de afeto.

6 | Muito Grave: Ex: voz totalmente monoétona e total falta de gestualidade expressiva durante toda a

avaliacéo.

17| OBSERVAGAO
DO PACIENTE

EXCITAGAO: Tom emocional aumentado, incluindo irritabilidade e expansividade (afeto hipomaniaco). Nao
inferir afeto de afirmagdes a partir de delirios de grandeza.Pontuar a partir de observagdes feitas
durante a entrevista.
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Nao observado

Muito leve: Significagao clinica duvidosa.

Leve: Ex: as vezes irritadigo ou expansivo.

Moderado: Freqiientemente irritadico ou expansivo.

Moderadamente Grave Ex: Constantemente irritadico ou expansivo as vezes enfurecido ou euférico.
Grave: Ex: Enfurecido ou euférico a maior parte da entrevista.

Muito Grave Ex: como acima, porém de tal modo que a entrevista precisa ser interrompida
prematuramente.

18 | OBSERVAGAO
DO PACIENTE

DESORIENTAGAO: confusao ou falta de orientagido adequada em relacao as pessoas, lugares e
tempo.Pontuar a partir de observacées feitas durante a entrevista.

Pergunta-Guia
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Primeira avaliagdo. Qual o seu nome completo? £ sua idade? Onde vocé mora? Esia trabalharndo
atualmente? (Ja trabalhou anteriormente? Em qué?)

Quanto tempo faz que vocé estd aqui? Conte-me por que motivo vocé foi internado. Quando isso
comegou? O que aconteceu depois? Vocé pode me dizer que dia é hoje? (semana- més- ano)?

Vocé tem conseguido se concentrar? Como esté sua memoria? (Caso necessdério faca exame
especifico).

Re-entrevista. VVocé pode me dizer que dra é hoje? (semana- més- ano)? Vocé pode me dizer o que tinha
ontem no jantar?

Nao observado

Muito leve: Ex: parece um pouco confuso.

Leve: Ex: indica 2003 quando € na verdade 2004.
Moderado: Ex: indica 1992.

Moderadamente Grave: Ex: ndo sabe ao certo onde esta.
Grave: Ex: nao faz idéia onde esta.

Muito Grave: Ex: ndo sabe quem é.

109



