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RESUMO

A Esquizofrenia € um transtorno crénico grave que afeta cerca de um por
cento da populagdo mundial. Disfungdes no sistema complemento tém sido
relacionadas a etiopatogenia da Esquizofrenia. Estudos prévios relacionaram o
aumento de marcadores inflamatoérios com a gravidade da esquizofrenia.
Analisamos quarenta e nove pacientes ambulatoriais do Programa de Atencado ao
Paciente com Transtorno Psicotico-PROAP do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (HC-UFPR) com diagnéstico de Esquizofrenia de acordo com a
Entrevista Estruturada para o DSM-5 (SCID-V). Foram excluidos aqueles com
condi¢des que interferem em marcadores inflamatérios assim como pacientes com
abuso/dependéncia de alcool ou outras substancias ilicitas, tabagistas e aqueles
com diagndstico clinico de retardo mental grave. Exploramos a relagdo entre a
psicopatologia da esquizofrenia e os niveis séricos de Proteina-C Reativa, C3 e
ativagao da via das lectinas (MBL e ficolinas), controlando para idade, sexo, dose
diaria de antipsicoticos e indice de massa corporal (IMC). Nosso estudo encontrou
uma correlacao negativa significativa entre a ativagéo da ficolinas e o escore total da
PANSS. Também encontramos uma correlagdo positiva entre o IMC e os niveis
séricos de C3 e PCR. Nossos achados sugerem que um déficit dos mecanismos de
remocao de células apoptoticas e necroéticas poderia estar diretamente relacionado a
uma maior gravidade da esquizofrenia. Além disso, nossos achados reforcam a
importancia do controle de variaveis de confusdo durante a avaliagcdo de

biomarcadores da esquizofrenia, principalmente o IMC.

Palavras-chave: Esquizofrenia. Psicopatologia. Sistema Complemento. Componente
3 do complemento. Via das lectinas.



ABSTRACT

Schizophrenia is a serious chronic disorder that affects about one percent of
the world population. Dysfunctions in the complement system have been related to
the etiopathogenesis of Schizophrenia. Previous studies have linked the increase in
inflammatory markers with the severity of schizophrenia. We analyzed forty-nine
outpatients from the Programa de Atencdo ao Paciente com Transtorno Psicético-
PROAP do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR)
diagnosed with Schizophrenia according to the Structured Interview for DSM-5
(SCID- V). Those with conditions that interfere with inflammatory markers as well as
patients with abuse/dependence on alcohol or other illegal substances, smokers
more than 10 cigarretes/day, and those with a clinical diagnosis of severe mental
retardation were excluded. We explored the relationship between schizophrenia
psychopathology and the serum levels of Reactive C-Protein, C3, and activation of
the lectin pathway (MBL and Ficolins), controlling for age, sex, daily dose of
antipsychotics, and body mass index (BMI). Our study found a negative correlation
between the activation of ficolins and the total PANSS score. We also found a
positive correlation between BMI and serum C3 and CRP serum levels. Our findings
suggest that a deficit in the mechanisms for removing apoptotic and necrotic cells
could be directly related to the greater severity of schizophrenia. Moreover, our data
reinforce the importance of controlling confounding variables when assessing

schizophrenia biomarkers, especially BMI.

Keywords: Schizophrenia. Psychopathology. Complement System. Complement
component 3. Lectin pathway.
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1 INTRODUGCAO

A esquizofrenia é um transtorno mental crénico grave com uma prevaléncia
mundial de cerca de 0,3 a 0,7% (MARI; LEITAO, 2000; OWEN; SAWA;
MORTENSEN, 2016). Esta entre as 25 condicbes que causam mais incapacidade
no mundo, causando profundos efeitos no individuo afetado, seus familiares,
cuidadores e na sociedade como um todo. Grande parte dos prejuizos ocasionados
pela esquizofrenia deve-se ao seu inicio precoce e a persisténcia dos sintomas ao
longo da vida do individuo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Embora o surgimento dos antipsicéticos tenha revolucionado o cuidado
desses pacientes, sua eficacia limitada mostra a necessidade de um melhor
entendimento da fisiopatologia da doengca e o desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos (INSEL, 2010). Nesse sentido, nas Uultimas décadas, tem havido
crescente interesse na relagcao entre a inflamacéao, sistema imune e a esquizofrenia.

A “hipétese imunoldgica” da esquizofrenia tem sido apoiada por estudos
genéticos e epidemiologicos, bem como estudos transversais em amostras de
sangue e cérebro (SEKAR et al., 2016; WOO et al., 2020). No entanto, apesar dos
avancgos conquistados ainda temos mais perguntas do que respostas sobre a
fisiopatologia da esquizofrenia. A relagcdo entre gravidade da esquizofrenia e
marcadores inflamatérios necessita ser melhor explorada pois os poucos resultados
disponiveis até o momento sdo inconsistentes, refletindo a diversidade metodoldgica
entre os estudos, o controle insuficiente de fatores de confusdo que influenciam
processos imunoldgicos e tamanhos de amostra pequenos.

Nesse sentido, o presente estudo pretende explorar a associagdo de
marcadores inflamatdrios relacionados ao sistema complemento com a gravidade da
esquizofrenia. Nossa hipbtese € de que ha uma correlagao positiva entre inflamacéao

e gravidade da esquizofrenia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PSICOPATOLOGIA DA ESQUIZOFRENIA

A Esquizofrenia é uma sindrome complexa com uma combinacao
heterogénea de sintomas. A avaliagdo dimensional da esquizofrenia pode ser
reunida em cinco dominios psicopatoldgicos: sintomas positivos, sintomas negativos,
sintomas de desorganizagao, sintomas cognitivos e sintomas de humor (BARCH et
al., 2013; KAHN et al., 2015; REININGHAUS; PRIEBE; BENTALL, 2013; WICKHAM
et al., 2001).

Os sintomas positivos geralmente nao sao encontrados em individuos
saudaveis e incluem principalmente distorgées da realidade (alucinagdes e delirios).
Tendem a agudizar e remitir, embora alguns pacientes exibem sintomas psicoticos
residuais crénicos (WEARNE; CORNISH, 2018). Os tratamentos atuais mostram
uma maior eficacia nos sintomas positivos em relagdo aos outros dominios
psicopatologicos.

A auséncia ou redugcao de comportamentos que sdo normalmente presentes
na populagao geral sdo a caracteristica definidora dos sintomas negativos. Sao eles
a expressao reduzida de emocgao, prejuizo da motivagdo, retraimento social,
dificuldade no pensamento abstrato, falta de espontaneidade e fluéncia, entre outros
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; SARKAR, 2015). A gravidade
dos sintomas negativos esta relacionada a um pior progndstico e pior qualidade de
vida (MILEV et al., 2005; NORHOLM, 2003). Além disso, a gravidade dos sintomas
negativos mais do que os sintomas positivos predizem a conversao para psicose em
pacientes de risco. Quando comparados aos sintomas positivos, sdo mais
persistentes e mais dificeis de tratar. Cerca de 30 a 50% dos pacientes em primeiro
episodio psicotico (PEP) apresentam sintomas negativos persistentes. Além disso,
aqueles que apresentam sintomas negativos no PEP apresentam pior
funcionamento em comparagao com aqueles sem sintomas negativos (SARKAR,
2015).

Os sintomas de desorganizagdo na esquizofrenia englobam a
desorganizacdo do pensamento e o0 comportamento motor grosseiramente
desorganizado. A desorganizagao do pensamento costuma ser inferida a partir do

discurso do individuo e refere-se a fragmentacado da natureza légica, progressiva e
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direcionada ao objetivo do processo de pensamento normal e pode variar em
gravidade desde associagdes frouxas, nas quais o discurso pode mover-se
rapidamente através de varios topicos, até uma fala tdo gravemente desorganizada
que € quase incompreensivel (comumente chamada de “salada de palavras”).
Durante os periodos prodrémicos ou residuais da esquizofrenia pode ocorrer uma
desorganizacdo menos grave do pensamento ou do discurso. A desorganizagao do
comportamento frequentemente ocorre simultaneamente com a desorganizagdo do
pensamento e pode ser manifestar de varias formas, desde o comportamento “tolo e
pueril”, afeto incongruente ou vestimenta marcadamente inadequada até a agitacao
imprevisivel. Os problemas podem ser observados em qualquer forma de
comportamento orientado a um objetivo, levando a dificuldades na realizacdo de
atividades de vida diaria, como preparar uma refeicdo ou manter a higiene. O
pensamento e o0 comportamento desorganizados s&o hereditarios, mais
proeminentes durante as exacerbagdes agudas, relativamente persistentes e
associados a piores desfechos (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013;
SCHULTZ; NORTH; SHIELDS, 2007; TANDON; NASRALLAH; KESHAVAN, 2009).

Os déficits cognitivos sdo uma caracteristica central da esquizofrenia e nao
apenas o resultado da interferéncia de sintomas positivos ou efeitos colaterais dos
antipsicoticos. Os principais dominios cognitivos afetados pela Esquizofrenia sao:
memoria de trabalho, atencgaol/vigilancia, aprendizagem verbal e memodria,
aprendizado visual e memodria, raciocinio e resolucéo de problemas, velocidade de
processamento e cognicao social. Esses déficits estdo presentes em todas as fases
da doenga, incluindo pacientes de alto risco, tendem a piorar com o inicio dos
sintomas positivos e a se estabilizar ao longo da doenga (CARBON; CORRELL,
2014; GREEN et al., 2004).

Os principais sintomas de humor na esquizofrenia incluem depressido e
ansiedade. A presenca de depressao é frequente e pode ocorrer em todas as fases
da esquizofrenia. A prevaléncia de depressdao na esquizofrenia varia
substancialmente entre os estudos (SIRIS, 1991, 2000). De acordo com dados
internacionais, as estimativas de prevaléncia sdao de que cerca de 50% dos
pacientes com esquizofrenia vao apresentar episddio depressivo durante o curso da
doenga (BUCKLEY et al., 2009). No Brasil, as taxas variam de 27 a 56% entre os
diferentes estudos (ARAUJO; PETRIBU; BASTOS, 2002; BRESSAN et al., 1998;
CARDOSO et al., 2007). Ao contrario do que inicialmente se pensava, os sintomas
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depressivos estdo associados a pior resposta as medicagdes, pior desempenho
social, maiores taxas de recaida e hospitalizacbes mais prolongadas (BRESSAN,
2000; CONLEY et al., 2007). Além disso, a depresséao € o principal fator relacionado
ao suicidio na esquizofrenia (KASCKOW,; GOLSHAN; ZISOOK, 2014).

Os sintomas de ansiedade podem ocorrer em até 65% dos pacientes com
esquizofrenia, e podem atingir o limiar para o diagndstico de varios transtornos de
ansiedade comoérbidos. O transtorno de ansiedade mais prevalente nos pacientes
com esquizofrenia é o transtorno de ansiedade social, com uma prevaléncia de
14,9%, seguido pelo transtorno de estresse pos-traumatico (12,4%), transtorno
obsessivo-compulsivo (12,1%), transtorno de ansiedade generalizada (10,9%),
transtorno do panico (9,8%), fobia simples (7,9%) e, finalmente, a agorafobia (5,4%).
Os sintomas de ansiedade predominam em pacientes do sexo feminino e idade mais
jovem e parecem ter um impacto negativo no curso e progndstico da esquizofrenia
(TANDON; NASRALLAH; KESHAVAN, 2009; TEMMINGH; STEIN, 2015).

2.2 HIPOTESE INFLAMATORIA DA ESQUIZOFRENIA

O conceito moderno de inflamagédo compreende a resposta imune inata a
estimulos prejudiciais, como patdgenos, lesdes e estresse metabdlico. O processo
de inflamacao geralmente sinaliza e ativa o sistema imunolégico para se defender
contra essas ameagas, com o objetivo de minimizar os danos aos tecidos e prevenir
a disseminacgao sistémica. Portanto, a fungao final da inflamacgéo, em qualquer caso,
é restaurar o estado homeostatico otimo (ANTONELLI;, KUSHNER, 2017).
Normalmente, quando o estimulo que iniciou a ativagao imune é retirado ou tratado
adequadamente, a resposta inflamatoria aguda diminui efetivamente. Em contraste,
no contexto da esquizofrenia, ha evidéncias de uma ativagao cronica de baixo grau
da inflamacéao e do sistema imunoldgico e a mensuracao dessa inflamacgao/ativagao
imunoldgica requer o uso de marcadores como as citocinas (moléculas sinalizadoras
do sistema imune que regulam a inflamacgao e a resposta imune), muitas das quais
tem sido estudadas como potenciais biomarcadores da esquizofrenia (MILLER et al.,
2011; MONGAN et al., 2018; PEDRINI et al., 2012; UPTHEGROVE; MANZANARES-
TESON; BARNES, 2014).

Metanalise conduzida por Miller et al. (2011) encontrou uma relagao entre

citocinas inflamatorias e exacerbag¢des da esquizofrenia. Segundo seus achados a
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interleucina-6(IL-6) foi considerada um marcador de estado na esquizofrenia, ou
seja, aumenta durante as fases agudas da psicose e normaliza com o tratamento.
Ja, o TNF-alfa seria marcador de traco, permanecendo elevado nos periodos de
exacerbacao e apos o tratamento antipsicoético (MILLER et al., 2011). O aumento da
IL-6 € um dos achados com evidéncias cientificas mais robustas no estudo dos
marcadores inflamatoérios da esquizofrenia (POTVIN et al., 2008; SASAYAMA et al.,
2011).

A proteina C reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda, sintetizada
principalmente pelo figado. O maior estimulo para induzir sua sintese inclui a
interleucina-6 e a interleucina-1. De modo geral, os niveis de PCR refletem o nivel
de IL-6 circulante e correlacionam-se com a inflamagéao. Elevagbes > 10mg/L estéo
frequentemente associadas com infec¢des, algumas doencgas inflamatérias ou
malignidade, embora em algumas pessoas isso possa ocorrer devido a uma causa
genética. Elevagdes entre 3 e 10mg/L geralmente s&o produzidas por inflamagéo de
baixo grau e, em pessoas saudaveis, niveis de Proteina-C reativa (PCR) < 3mg/L
sdo considerados normais. No entanto, ensaios com PCR ultrassensivel, capazes de
detectar niveis tdo baixos quanto 0,1mg/L, ja estdo sendo utilizados para
estratificacdo de doenca cardiovascular (BLACK et al., 2004; CLOS; MOLD, 2004;
WINDGASSEN et al., 2011), comorbidade comum dos quadros depressivos e dos
transtornos psicoéticos (KHANDAKER, 2014).

Embora seja crescente o numero de pesquisas com marcadores
inflamatorios nos transtornos psiquiatricos, poucos estudos tém utilizado os niveis de
Proteina-C reativa. Em uma recente meta-andlise com 767 pacientes com
esquizofrenia e transtornos relacionados e 745 controles, os niveis de PCR foram
significativamente aumentados nos pacientes comparados com os controles, com
um tamanho de efeito de 0,45 (95% IC, 0,34-0,55, p <0,001). O mesmo estudo
também encontrou uma prevaléncia de 28% de niveis elevados de PCR nos
pacientes com esquizofrenia e transtorno relacionados (MILLER BJ, CULPEPPER N,
2014).

Uma coorte envolvendo 4585 participantes, apds controlar para varios
fatores confundidores, encontrou que niveis séricos elevados de IL-6 na infancia
estdo associados com um aumento do risco de desenvolver depressao e psicose na

juventude. Apesar da correlagao significativa entre os niveis de IL-6 e Proteina-C
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Reativa encontrada no estudo, ndo houve associacido entre os niveis de PCR e os
desfechos avaliados (KHANDAKER, 2014).

A relagao entre citocinas inflamatérias e os dominios psicopatolégicos da
esquizofrenia necessita ser melhor investigada. Apenas um estudo com 39
participantes investigou a associagao entre biomarcadores séricos (IL-1beta, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12 e TNF-alfa) e sintomas depressivos e psicoticos em pacientes com
esquizofrenia. Os niveis de BDNF se correlacionaram positivamente com sintomas
depressivos da Escala Calgary de Depressao na Esquizofrenia (ECDE) (coeficiente
de correlagao:0,464; p=0,004). Os niveis de BDNF nao se relacionaram com
nenhuma citocina ou escore da PANSS. Os niveis de IL-1beta mostraram uma
relagdo positiva com o escore total da PANSS (coeficiente de correlagéo: 0,374;
p=0.023) e nenhuma citocina avaliada se correlacionou com sintomas depressivos
da ECDE. Os autores concluem que os sintomas depressivos e psicoticos estao
relacionados a perfis diferentes de biomarcadores (SOUZA et al., 2011).

Dados provenientes de estudos em pacientes sem esquizofrenia corroboram
a relacao entre citocinas inflamatodrias e sintomas de humor. Penninx et al. (2003),
demonstrou que pessoas com niveis elevados de |IL-6, TNF-alfa e Proteina-C reativa
apresentam aumento significativo do risco de apresentar humor deprimido
(PENNINX et al., 2003). Aumentos no TNF-alfa indicam atividade inflamatoria em
pacientes deprimidos e em pacientes com esquizofrenia na auséncia de outros
transtornos inflamatérios (AL-HAKEIM; AL-RAMMAHI; AL-DUJAILI, 2015). Ja os
tratamentos antidepressivos parecem afetar os niveis de TNF-alfa e a atividade do
sistema imune. O TNF-alfa regula a recaptura da serotonina, a expressao do BDNF
e provavelmente atue de forma diferentes nas diversas fases da depressao (ELLER
et al., 2009; FITZGERALD et al., 2006).

Apesar das evidéncias crescentes apontando uma associagao entre
inflamacao e esquizofrenia, os mecanismos pelos quais essa inflamacgao levaria a
sintomas psicéticos ainda nao estdo totalmente elucidados, embora diversos
mecanismos tenham sido propostos. As citocinas inflamatérias parecem estar
envolvidas no crescimento, sobrevivéncia, diferenciacdo e reparacdo neuronal
através de alteragdes no eixo hipotalamo hipofise, expressdo de BNDF dentre outros
mecanismos (ARAUJO; ARAUJO, 2009; BAUER, 2009; DANTZER et al., 2010).

Além disso, alteragdes do sistema imunoldgico podem afetar a neurotransmisséo
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propagada através de sistemas dopaminérgicos, noradrenérgicos, estrégenos e
glutamatérgico (MILLER; MALETIC; RAISON, 2009; NORBERT MULLER, 2017).

Outras linhas de pesquisa tém investigado as origens da inflamagao na
esquizofrenia. Nesse sentido, diversos fatores de risco ambientais tém sido
relacionados com a esquizofrenia. Exposi¢ao pré-natal ao virus influenza e a outros
patdgenos, alteragbes da permeabilidade intestinal, complicagdes obstétricas,
desnutricdo e uso de substancias psicoativas estdo entre os fatores que se
relacionam a um aumento do risco de esquizofrenia (BROWN, ALAN J; DERKIS,
2015; KHANDAKER et al., 2013). O trauma psicoldgico na infancia também tem sido
relacionado com risco aumentado de psicose e evidéncias tem apontado um
aumento de marcadores inflamatérios nesses individuos (HARDY, 2017). E
interessante notar que a via comum desses fatores de risco ambientais € uma
ativagao do sistema imune dando origem a uma resposta inflamatéria (BAILEY et al.,
2018).

Em paralelo a esses achados, dados provenientes de estudos de associagao
entre fenotipos e genaotipos mostraram uma relagdo entre o complexo principal de
histocompatibilidade, ou MHC (do inglés major histocompatibility complex) e a
esquizofrenia. O Complexo principal de histocompatibilidade no cromossomo 6p
representa uma regido unica do genoma, contendo genes que codificam antigenos
leucocitarios humanos (HLA) e muitos outros envolvidos no funcionamento
imunolégico (MCGUFFIN; POWER, 2013). Estudos posteriores realizaram um
mapeamento mais preciso e encontraram trés regides independentes de associagao.
Uma dessas regides parece ser o gene do componente 4 (C4) do sistema
complemento (SEKAR et al., 2016; WOO et al., 2020).

Portanto, o conjunto dessas evidéncias sugere que, em pelo menos um
grupo de pacientes, a esquizofrenia tem associagdo com atividade inflamatdria de
origem genética e/ou infecciosa e/ou um fendmeno autoimune, além disso, o
sistema complemento parece ser um mediador entre fatores genéticos e ambientais

relacionados ao surgimento da esquizofrenia (NIMGAONKAR et al., 2017).

2.3 VISAO GERAL DO SISTEMA COMPLEMENTO

O sistema complemento é formado por mais de 40 proteinas soluveis que

estao distribuidas no plasma e expressas na superficie das células. No contexto da
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resposta imune, funcionam como uma cascata sequencial de zimogénios que atuam
na defesa imunoldgica contra patdgenos e na remocao de células danificadas
(DRUART; LE MAGUERESSE, 2019; MERLE et al., 2015). Varios componentes do
complemento sdo produzidos na forma biologicamente inativa, o que lhes permite
coexistir no plasma ou serem produzidos pelas mesmas células, sem interagir uns
com os outros e induzir uma ativagdo desnecessaria e indesejada. Além do seu
papel central na imunidade inata e na mediacdo da resposta imune adaptativa, o
sistema complemento esta envolvido em outras cascatas e processos como a da
coagulacgao, reparo tecidual, angiogénese, placentacdo, sobrevivéncia de células
tumorais e nos estados patolégicos humanos (SARMA; WARD, 2011).

Tradicionalmente, a ativacdo e propagacdo do complemento tém sido
descrita como ocorrendo em trés diferentes vias: a classica, a alternativa e a via das
lectinas. Cada via € ativada por um mecanismo molecular diferente, resultando em
uma alteragcédo conformacional ou em uma clivagem do componente a jusante, que é
ativado e ganha a capacidade de ativar o componente subsequente na cascata.

Nos individuos saudaveis, a via alternativa esta permanentemente ativada
em baixo grau. Assim, ocorre espontaneamente a transformag¢ao do componente 3
(C3) inativo em C3 ativo, processo chamado de “tick-over’, mecanismo que se
propde a monitorar a invasdo de patdgenos. Além dessa fungédo sentinela a via
alternativa também serve como um loop de amplificacdo para as vias classica e
alternativa. Até 80% do C3 depositado durante a ativacdo do complemento através
da via classica ou das lectinas pode ser o resultado do loop de amplificacdo da via
alternativa (BRODSKY; MERRILL, 2018; MERLE et al., 2015).

Na via classica a molécula de reconhecimento € a C1q que pode se ligar a
mais de 100 moléculas alvo diferentes, incluindo complexos imunoldgicos IgG e IgM
e pentraxinas ligadas a superficie [proteina C reativa (PCR), pentraxina 3 (PTX-3)]. A
C1q é inicialmente parte do complexo C1, que também compreende duas moléculas
C1r e duas C1s. A ligagdo de C1g ao seu alvo resulta em uma mudanga
conformacional de C1q que ativa C1r, que por sua vez cliva e ativa as duas
moléculas C1s do complexo C1 para formar a serino-protease C1s ativada. A forma
ativada de C1s agora tem a capacidade de clivar C4 e C2, cujos produtos de
clivagem se combinam para formar a C3 convertase C4b2b que ativa C3.

A via das lectinas tem sido descrita como um sistema que reconhece

porcdes de carboidratos associadas a patégenos. Esses agucares raramente estdo
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presentes nas proteinas do hospedeiro e nas superficies celulares, mas sao
frequentemente expressos em bactérias, virus e células que estdo morrendo. Essa
via é ativada através das proteinas da lectina de ligagdo a manose (MBL) ou
ficolinas que fornecem uma base para a ativagao das serino-proteases associadas
MASP-1, MASP-2 e MASP-3 (BRODSKY; MERRILL, 2018; SARMA; WARD, 2011).
Quando a MBL ou as ficolinas se ligam a um alvo as proteases sao ativadas. A
MASP-2 ativa o complemento e a MASP-1 pode ter um envolvimento menor na
ativagdo do complemento. O papel da MASP-3 ainda nao esta totalmente
esclarecido, mas parece estar relacionado a inibicao da via das lectinas (MERLE et
al., 2015). A MASP-2 cliva e ativa as proteinas C2 e C4, gerando assim a C3
convertase (MAYILYAN; WEINBERGER; SIM, 2008).

Como um sistema complexo, o sistema complemento tem uma interacéo
profunda com marcadores inflamatérios e a potencial inter-relagcado entre a Proteina
C Reativa (PCR) e a via das lectinas tem sido recentemente estudada. Essa
interacdo colaborativa parece auxiliar no descarte seguro de células hospedeiras
lesadas e/ou apoptoticas, evitando respostas inflamatorias excessivas e danos aos
tecidos (NAUTA et al., 2003; SWIERZKO; CEDZYNSKI, 2020; WANG; WU; SHUAI,
2021).

O C3 é o componente central do complemento e todas as vias confluem
para o ponto de clivagem do C3 inativo, resultando na formacédo dos fragmentos
bioativos: C3a que possui funcao inflamatoéria e C3b que € uma opsonina e pode se
ligar e marcar qualquer superficie na sua proximidade. A C3b, juntamente com
outros fatores pode montar a C5 convertase, o que permite a ativagdo posterior da
cascata do complemento, levando, em ultima anadlise, a geragdao do fragmento
quimiotatico C5a e formag&o do complexo terminal do complemento C5b-9, também
denominado complexo de ataque a membrana, que leva a destruicdo de
microorganismos (MERLE et al., 2015; VEERHUIS; NIELSEN; TENNER, 2011). As

vias do sistema complemento estdo resumidas na figura 1.
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FIGURA 1 AS VIAS DO SISTEMA COMPLEMENTO
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Em condigdes fisioldgicas a ativagdo do complemento é limitada. Por outro
lado, na presenca de patdégenos a ativagdo do complemento € maxima gerando um
ambiente pro-inflamatério, contribuindo para a geragdo de uma resposta imune
adaptativa e a rapida eliminacdo do patégeno. Tanto a estimulacido ineficiente
quando a estimulagcdo excessiva do sistema complemento esta associadas ao
surgimento de varias doengas como Lupus Eritematoso Sistémico (LES), Esclerose
Multipla e Doenga de Alzheimer (MAYILYAN; WEINBERGER; SIM, 2008; MERLE et
al., 2015).

2.4 SISTEMA COMPLEMENTO E SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O sistema complemento tem sido associado ao desenvolvimento,
homeostase e regeneracao do sistema nervoso central (SNC) tanto no periodo pré-
natal quanto pos-natal (CARPANINI; TORVELL; MORGAN, 2019).

O principal local de produgdo do complemento é o figado. No entanto,

crescentes evidéncias indicam que componentes do sistema complemento s&o
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expressos no SNC e podem ter suas expressdes aumentadas frente a sinais
inflamatérios (HOSOKAWA et al., 2003; THOMAS et al., 2000). Durante a
inflamagéo, ndo apenas a microglia e os astrocitos, mas também os neurénios,
oligodendracitos e ceélulas endoteliais do cérebro podem expressar componentes do
sistema complemento. Os astrécitos compreendem cerca de 70% das células do
cérebro, formando redes sinciciais ao redor dos neurdnios. Em condi¢gdes normais,
sua principal fungdo é homeostatica, fornecendo energia aos neurbnios e suporte
neutrotréfico além de tamponar ions e neurotransmissores. Por outro lado, durante
estados inflamatdrios produzem citocinas proinflamatoérias, sdo capazes de fagocitar
e podem até mesmo apresentar antigenos as células do sistema imune adaptativo.
No entanto, a aquisicdo dessa imunocompeténcia € gerada as custas de um
comprometimento de suas fungbes homeostaticas (CARPANINI; TORVELL,;
MORGAN, 2019).

Em relacdo a implicacdo do  sistema complemento no
neurodesenvolvimento, estudos recentes tém apontado a participacdo da via das
lectinas na migracdo neuronal durante o desenvolvimento do neocortex.
Normalmente ha a expressao das proteinas C3, MASP1 e MASP2 no neocortex em
desenvolvimento e a auséncia dessas proteinas tem sido relacionada a uma
migracdo neuronal desordenada e alteragdes na espessura da camada cortical
cerebral (COULTHARD; HAWKSWORTH; WOODRUFF, 2018).

Ja a via classica do complemento tem sido relacionada com o processo de
poda neuronal. Entende-se como poda neural a perda sinaptica relacionada a idade
e a eliminagao de sinapses relacionadas a lesao axonal. C1q é o fator inicial da via
classica do complemento que leva a clivagem do componente central, C3. A
clivagem de C3 resulta na produgdo da opsonina, C3b, que se liga as membranas
préximas, atuando como um sinal para a microglia circundante. Nesse sentido, o
sistema complemento marca as sinapses redundantes para eliminacdo pela
micréglia. Essa agdo da micréglia é essencial para o desenvolvimento cerebral
normal e plasticidade sinaptica e, portanto, uma desregulagdo do sistema
complemento causada por uma doenca pode causar danos duradouros ao sistema
nervoso central (COULTHARD; HAWKSWORTH; WOODRUFF, 2018; DRUART; LE
MAGUERESSE, 2019). A figura 2 representa o mecanismo de poda neuronal

mediado pelo sistema complemento.
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FIGURA 2 ELIMINAGCAO SINAPTICA PELA MICROGLIA NO DESENVOLVIMENTO NORMAL E
PATOLOGICO
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Tendo em vista a implicagdo do sistema complemento nas diversas etapas
do desenvolvimento neuronal a sua disfuncdo tem sido relacionado com algumas
doengas neurodesenvolvimentais, dentre elas a Esquizofrenia (COULTHARD;
HAWKSWORTH; WOODRUFF, 2018; DRUART; LE MAGUERESSE, 2019).

2.4.1 SISTEMA COMPLEMENTO NA ESQUIZOFRENIA

Os estudos que avaliam o sistema complemento na esquizofrenia sao
marcados pela heterogeneidade metodoldgica. De maneira geral, os estudos podem
avaliar o sistema complemento através dos niveis séricos das proteinas envolvidas
em sua cascata ou através da atividade de suas vias.

Dois estudos comparando os niveis de C3 em pacientes com esquizofrenia
crbnica, transtorno de humor bipolar e controles sadios, encontraram niveis séricos
significativamente maiores de C3 nos pacientes com esquizofrenia comparados aos
outros grupos. Os niveis de C4 nao diferiram entre os grupos. De acordo com 0s
autores ativagcao do complemento se daria pela via alternativa uma vez que nao
houve aumento dos niveis de C4. Além disso, uma possivel explicacdo para essas
diferengas nos niveis de C3 seria a longa duragao da esquizofrenia em comparagao
com o padrao episédico do transtorno de humor bipolar (FERNANDES et al., 2010;
SORIA et al., 2010).
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Outros pesquisadores tem estudado alteracbes na atividade das vias do
sistema complemento, contribuindo no entendimento de que o sistema imune esta
envolvido na etiopatogenia da esquizofrenia (LI et al., 2012; MAYILYAN;
WEINBERGER; SIM, 2008). Um estudo conduzido Mayilyan et al. (2006) com 45
portadores de esquizofrenia e 62 controles sadios encontrou niveis similares de MBL
e atividade da MASP-1 entre os grupos. No entanto, a atividade da MAPS-2 ligada a
MBL, e portanto, a capacidade de ativagcdo do complemento mediada pela MBL e
MASP-2 esta aumentada em pacientes esquizofrénicos em comparagdo aos
controles sadios. Esses achados amparam a ideia de que uma desregulacido do
sistema complemento esta envolvida na esquizofrenia (MAYILYAN et al., 2006).
Apesar do crescente interesse na relagcao entre disfungdes no sistema complemento
e a esquizofrenia o comportamento imunoinflamatério durante o curso da doencga e
sua relagdo com a gravidade da doenca tem sido pouco explorado (MONGAN et al.,
2020).

Um recente estudo investigou se as proteinas do sistema complemento
estao alteradas nas diferentes fases da esquizofrenia. Para isso foram avaliados os
niveis de C3, C4 e C1q de 183 pacientes (83 controles sadios, 10 em risco ultra-alto,
40 em primeiro episodio psicético e 50 com esquizofrenia crénica). Os resultados
indicaram que um aumento da atividade do complemento pode estar particularmente
aumentado no inicio da psicose (LASKARIS et al., 2017).

Em uma amostra mista Berger et al. (1997) avaliou 56 pacientes (12 com
depressao, 32 com esquizofrenia e 12 controles) buscando estabelecer uma relagao
entre gravidade da doenca e aumento de biomarcadores, avaliando a atividade
inflamatdria no estado agudo da doenca e apdés a remissdo. A IL-6 esteve
aumentada tanto na agudizagédo da depress&o quanto esquizofrenia comparada aos
controles. Depois da remisséo, os niveis de IL-6 diminuiram e nao foram diferentes
dos controles (BERGER, 1997).

Mao et al. (2016) em um estudo de caso-controle com 40 pacientes e 40
controles saudaveis investigaram a relagao entre fatores imunes e comportamento
agressivo em pacientes com esquizofrenia. Os autores encontraram niveis
plasmaticos de C3 diminuidos em relagao aos controles sadios (p=0,024) e os niveis
de C3 estiveram inversamente relacionados com a gravidade da doenga mensurada
através da PANSS (p=0.03). Nao foi encontrada correlagédo entre os escores da
escala negativa da PANNS e os niveis de C3, IL-17, IL-23, TGF-B1 (p>0.05). O
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estudo conclui que a deficiéncia de complemento encontrada pode ser devido a um
consumo excessivo de C3 semelhante ao que ocorre em outras doengas
autoimunes e que a gravidade dos sintomas foi positivamente relacionada com a
deficiéncia nos niveis de C3 (MAO et al., 2016).

Um estudo conduzido por Ali et al. (2017) que incluiu 44 pacientes com
esquizofrenia e 55 controles saudaveis, investigou se o estresse oxidativo,
marcadores imunoinflamatérios e os niveis da metaloproteinase da matriz-9 (MMP-9)
estariam envolvidos na patogénese da esquizofrenia. Dentre outros achados, o
estudo encontrou que as concentracdes de C3, PCR e IL-6 foram significativamente
maiores em pacientes do que nos controles. As concentragdes de C4 nao diferiram
entre os grupos, sugerindo novamente uma ativagdo por intermédio da via
alternativa do complemento (ALl et al., 2017). Esse estudo ndo encontrou uma
relagao significativa entre C3, C4 e os escores da PANNS. Por outro lado a PANNS
mostrou uma correlagdo positiva significativa com os niveis de interleucina-6 e a
Proteina-C Reativa (ALl et al., 2017).

O estudo de Morera et al. (2007), avaliou os niveis de ceruloplasmina, C3 e
C4 em 15 pacientes com esquizofrenia paranoide buscando estabelecer uma
relacdo entre marcadores inflamatérios e psicopatologia na esquizofrenia, utilizando
a PANSS. Nenhum item da escala positiva apresentou uma correlacédo positiva com
as proteinas de fase aguda avaliadas. Apenas dois itens (déficit de atencdo e
esquiva social ativa) da escala de psicopatologia geral se correlacionaram
positivamente e significativamente com as proteinas de fase aguda mensuradas. Do
total de sete itens da escala negativa, cinco deles (afetividade embotada, contato
pobre, retraimento social passivo/apatico, falta de espontaneidade e fluéncia e
pensamento estereotipado) mostraram uma correlagao positiva e significativa com a
ceruloplasmina, C3 e C4 (MORERA et al., 2007).

Outros estudos com amostras de pacientes ndao esquizofrénicos mostram
evidéncias da relacdo entre sintomas depressivos, inflamagcdo e sistema
complemento. Um recente estudo conduzido por Pillai et al. (2019) encontrou niveis
diminuidos de C3 no liquor de pacientes idosos deprimidos comparados a controles
sadios. Somam-se a isso, crescentes evidéncias de que citocinas pré-inflamatdrias,
incluindo a IL-6, IL 1 beta e TNF-alfa estdo elevadas em pacientes com depressao
(DOWLATI et al., 2010; HANNESTAD; DELLAGIOIA; BLOCH, 2011; NA et al., 2014;
PILLAI et al., 2019). E possivel que alguns sintomas da depressdo ndo melhorem
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completamente devido a elevagbes sustentadas dessas citocinas. Isso é
corroborado pelo estudo de Yoshimura et al. (2009) em que os niveis de IL-6 foram
associados a refratariedade ao tratamento antidepressivo (YOSHIMURA et al,
2009).

Recente metanalise conduzida por Mongan et al. (2020) encontrou
resultados inconsistentes em relagéao a disfungdo do complemento na esquizofrenia.
Nao foram encontradas diferengas significativas entre casos e controles quando foi
avaliada a atividade da via classica, C3 e C4 e resultados conflitantes foram
encontrados em 2 estudos da atividade da via alternativa. Os autores fazem uma
interessante analise sobre os motivadores desses resultados inconsistentes. Em
primeiro lugar os autores apontam a escassez de estudos para varias proteinas do
sistema complemento. Além disso, os métodos de mensuragdo também variam
consideravelmente entre os estudos limitando sua capacidade de comparagao.
Diferengas no manuseio, processamento e armazenamento das amostras também
sao relevantes. Desenhos de estudos diferentes também podem ter contribuido para
essa heterogeneidade. Grupos controle nao representativos sdo um exemplo disso.
Muitos estudos também nao controlaram para importantes variaveis confundidoras
como IMC, idade, tabagismo, uso de substancias psicoativas, uso de antipsicoéticos e
comorbidades clinicas. Grande parte dos estudos possuem tamanhos de amostra
insuficientes para mostrar diferencas consistentes. Outro ponto € que as alteragdes
do sistema complemento podem ocorrer apenas no inicio do transtorno e estarem
quiescentes no momento do diagndstico (geralmente muitos anos apés o inicio dos
sintomas) e, portanto, ndo detectaveis nesse momento em comparagdo com 0s
controles. A alta heterogeneidade estatistica encontrada na metanalise nao foi
totalmente explicada pela variagdo entre os estudos no uso de antipsicoticos, estado
de hospitalizagdo e metodologia do ensaio. Uma possivel explicagdo para essa
heterogeneidade seria de que a disfuncdo imunolégica da esquizofrenia ocorreria
em apenas uma subpopulagdo de pacientes, possivelmente mais graves
(MONDELLI et al., 2015; MONGAN et al., 2019). Esses pacientes seriam menos
propensos a responder aos tratamentos atuais e poderiam ser beneficiados de

terapias imunomodulatérias associadas (CHO et al., 2019).
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3 OBJETIVO DA PESQUISA

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Verificar se existe associagdo entre psicopatologia da esquizofrenia e os
niveis séricos de Proteina-C Reativa, C3 e ativacdo da via das lectinas (MBL e

ficolinas).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)Avaliar sintomas positivos, negativos, de psicopatologia geral, depressivos
e a funcionalidade de pacientes com esquizofrenia;

2)Avaliar niveis séricos de Proteina-C Reativa ultrassensivel, C3 e ativagao
da via das lectinas (MBL e ficolinas) em pacientes com diagndstico de esquizofrenia;
e,

3)Estabelecer associagdo entre o perfil inflamatorio e imunolégico de
pacientes com esquizofrenia e a gravidade da doenga controlando para indice de

massa corporal (IMC), idade, dose diaria de antipsicotico e sexo.



27

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ETICA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do HC/UFPR (CAAE: 78740017.3.0000.0096). Todos os participantes

forneceram seu consentimento informado por escrito antes da inclusdo no estudo.

4.2 PARTICIPANTES

Foram selecionados pacientes ambulatoriais do Programa de Atencao ao
Paciente com Transtorno Psicotico-PROAP (SAM 22) do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (HC-UFPR).

Foram incluidos pacientes maiores de 18 anos com diagnostico de
Esquizofrenia estabelecido por psiquiatras de acordo com a Entrevista Estruturada
para o DSM-5 (SCID-V).

Foram excluidos aqueles com condicbes que interferem em marcadores
inflamatérios como HIV, alergias, condigcbes reumatolégicas ou imunoldgicas e
pacientes submetidos a tratamentos imunomodulatérios. Também foram excluidos
pacientes com abuso/dependéncia de alcool ou outras substancias ilicitas,
tabagistas de mais de 10 cigarros/dia e aqueles com diagndstico clinico de
deficiéncia intelectual grave.

Todos os pacientes estavam sob tratamento psicofarmacologico.

4.3 INSTRUMENTOS UTILIZADOS

Os instrumentos utilizados para avaliagdo das variaveis clinicas e

demograficas foram:

4.3.1 Protocolo de Inclusdo-PROAP/HC-UFPR

Questionario desenvolvido pela equipe do Programa de Atengéo ao Paciente

Psicético (PROAP). Inclui perguntas sobre dados séciodemograficos, classificagao
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socioecondmica (ABIPEME), histérico de fatores de risco, dados clinicos e avaliagao

retrospectiva de sintomas psicoticos.

4.3.2 Teste de Dependéncia de Nicotina de Fargerstrom

O Teste de Dependéncia de Nicotina de Fargerstrdom € um teste validado e
traduzido para o portugués utilizado para rastreamento de dependéncia fisica ao
tabaco. Consiste em seis perguntas simples, as quais sao atribuidos valores que
podem variar de zero a trés. A avaliacdo da somatoria dos pontos permitira avaliar o
grau de dependéncia a nicotina (BARBISAN J, 2007; MENESES-GAYA; ZUARDI,;
LOUREIRO, 2009).

4.3.3 Escala das Sindromes Positiva e Negativa

A Escala das Sindromes Positiva e Negativa (do inglés Positive and
Negative Syndrome Scale — PANSS) possui trinta itens que correspondem aos
sintomas positivos, negativos e de psicopatologia geral da esquizofrenia, validados
para o portugués (HIGUCHI et al., 2014). Para avaliacdo de cada um dos itens é
realizada uma entrevista clinica ancorada com duracdo de aproximadamente 45
minutos que considera os dados observados durante a entrevista e o relato de
familiares ou profissionais que acompanham o paciente. Toda informac&o obtida é
referente a sintomatologia dos ultimos 7 dias (KAY SR, FISZBEIN A, 1987).

O escore total da PANSS varia de 30 a 210 pontos. Em uma comparacao
entre os escores da PANSS e da Escala de Impressédo Clinica Global (do inglés
Clinical Global Impression Scale - CGI), ser “pouco doente” corresponde a
pontuacado de 58 na PANSS; “moderadamente doente” corresponde a pontuacéo de
75 na PANSS; “marcadamente doente” corresponde a pontuacao de 95 na PANSS e
“‘gravemente doente” corresponde a pontuagédo de 116 na PANSS (LEUCHT et al.,
2005)

No Brasil, os estudos que avaliaram a confiabilidade da escala encontraram
bons niveis em relagédo a escala positiva, porém alguns itens da escala negativa n&o
alcangaram uma boa concordancia entre examinadores. Apesar disso, a Escala das
Sindromes Positiva e Negativa € um dos instrumentos mais utilizados no mundo

para avaliagao de sintomas psicoticos (VESSONI, 1993).
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4.3.4. Escala de Performance Social e Pessoal

A Escala de Performance Social e Pessoal (PSP) foi desenvolvida para
avaliar o desempenho social e pessoal independentemente da sintomatologia. Foi
traduzida e adaptada para o portugués. A PSP considera quatro areas de
desempenho social e individual: atividade socialmente uteis; relagdes pessoais e
sociais; cuidados pessoais e comportamentos inconvenientes e agressivos. A escala
PSP avalia o grau de dificuldade que um paciente apresenta nesses quatro dominios
no periodo de um més. Pode ser aplicada por diferentes profissionais apds um
periodo curto de treinamento sem perder a confiabilidade. Os escores variam de
zero a 100% de funcionamento. Escores de 71 a 100 indicam auséncia de
dificuldades ou dificuldades leves; de 31 a 70 indicam graus variados de dificuldade;
de 1 a 30 indicam atividade que requer suporte intensivo ou supervisdo. A PSP
possui caracteristicas favoraveis a sua utilizagao na pratica clinica como facilidade e
rapidez na aplicacdo e boa confiabilidade entre avaliadores (DE SA; DE SOUZA,
2007; MENEZES et al., 2012).

4.3.5 Entrevista Estruturada para o DSM-5 — Versao Clinica

A entrevista estruturada para o DSM-5-Versao Clinica € uma entrevista
semiestruturada para realizar diagndsticos em adultos de acordo com Manual
Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais, quinta edicao (DSM-5). A versao
do clinico (SCID-5-CV) abrange os diagnosticos mais comumente vistos em
contextos clinicos: transtornos depressivos e bipolares, espectro da esquizofrenia e
outros transtornos psicéticos, transtornos por uso de substancias, transtornos de
ansiedade (transtorno de panico, agorafobia, transtorno de ansiedade social,
transtorno de ansiedade generalizada), transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno
de estresse poés-traumatico, transtorno de déficit de atencao/hiperatividade e

transtorno de ajustamento.

4.3.6 Escala Calgary de depressao para esquizofrenia

A escala Calgary de Depressao na Esquizofrenia (ECDE) foi traduzida e

validada para o portugués, apresentando altos coeficientes de confiabilidade entre
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examinadores, de consisténcia interna, de validade concorrente e de validade
discriminante, sendo, portanto, um instrumento valido para se aferir depressdo em
pacientes com esquizofrenia em nosso meio (BRESSAN et al., 1998). A escala é
composta por nove itens, cada um composto por descritores que vao de zero a trés
e indicam sintomas ausentes, leves, moderados ou graves. Os itens compreendem:
depressao, desesperanga, auto depreciagao, ideias de culpa, depressao matinal,
acordar cedo, pensamentos suicidas, depressao observada e o ultimo item é
baseado nas observagdes durante toda a entrevista. Considera-se em episédio
depressivo aqueles pacientes com escores maiores do que sete (ADDINGTON;
ADDINGTON; MATICKA-TYNDALE, 1993; ADDINGTON; ADDINGTON; SCHISSEL,
1990).

Um estudo realizado por Addington et al. (1992), avaliou a ECDE e a
comparou com a Escala de Avaliagao de Depressdo de Hamilton, o Inventario de
Depressao de Beck e uma medida de depresséo derivada da Escala de Avaliagao
Psiquiatrica Breve. Esse estudo demonstrou que o ECDE € unidimensional, tendo a
mesma validade para pacientes ambulatoriais € ndo ambulatoriais. Além disso,
evidenciou que a escala possui alta consisténcia interna, sendo uma escala
parcimoniosa e confiavel para avaliar depressao tanto em pacientes em estagios
agudos quanto residuais da esquizofrenia (ADDINGTON et al., 1992; ADDINGTON;
ADDINGTON; ATKINSON, 1996).

4.4 BIOMARCADORES

Foram coletadas amostras periféricas de 5mL de sangue por venopungao
antecubital no mesmo dia da entrevista clinica. O sangue foi imediatamente
centrifugado a 4000g por 10 minutos e o plasma armazenado a -80 ° C até a
dosagem dos biomarcadores. Os soros de 10 pacientes foram armazenados a -20°
C e foram excluidos da analise funcional para evitar possivel viés de aferigao.

O método utilizado para avaliar os niveis de PCR foi a imunonefelometria,
método reprodutivel e capaz de medir a PCR com baixos limites de deteccdo. O
ensaio funcional de ativagdo da via das lectinas e o método adotado para a

dosagem sérica de C3 s&o detalhadamente descritos a seguir.
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4.4 1 Ensaio funcional de ativacao da via das lectinas pela MBL e pelas ficolinas

A ativacao da via das lectinas foi avaliada na presenca de manana ou BSA-
NAc, quantificando-se a presenca de moléculas de C4 por ELISA (BAVIA et al.,
2019). Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 100 ul/pogo de solucéo de
manana (10 ug/mL, Sigma) ou BSA-NAc (25ug/mL, Promega), em tampao carbonato
(0.1M NaHCOQO3, 0.1M Na2CO3, pH 9,6) por 16 h a 4°C. As placas foram lavadas
com PBS-T 0,05%, bloqueadas com 1% de BSA em PBS por 1h a 37°C. Apéds as
lavagens as placas foram incubadas por 1h a 37°C com 100 ul/pogo de soro humano
normal (SHN) em diferentes diluicdes (para ativacdo via MBL: 1:50, 1:67, 1:89,
1:118, 1/157, 1/209 e para ativacao via ficolinas: 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320)
em tampao HEPES/NaCl** (HEPES 10mM, 150mM NaCl, 1mM MgCl2, 2mM CacCl2,
0.1% gelatina, pH 7.4) como curva padrao. A atividade da via da lectina do soro
padréo fornece o valor arbitrario de 1 unidade por mL (ou 1000 mUA/mL). Assim,
cada diluicdo do SHN corresponde a 1000, 750, 563, 422, 316, 237, 178 e 133
mUA/mL, respectivamente. As amostras foram diluidas 1:80 e 1:30 para os ensaios
de ativacao da via das lectinas pela MBL e pelas ficolinas, respectivamente. Apés
lavadas, as placas foram incubadas por 1 h a 37 °C com o anticorpo anti-C4 humano
(Calbiochem, policlonal feito em cabra) diluido 1/4000 em PTB (PBS/0,05% Tween/
1% BSA). Depois da incubacao, as placas foram lavadas novamente e incubadas
por 1 h a 37 °C com o anticorpo conjugado com fosfatase alcalina (anti-IgG
policlonal anti-cabra, Calbiochem) diluido 1/30000 em PTB. A revelacao foi feita
apos trés lavagens, usando-se o substrato PNPP (p-Nitrophenyl Phosphate,
Disodium Salt, Calbiochem) (1 mg/mL) diluido em tampdo de revelagédo (1M
dietanolamina, 0.5mM MgCI2, pH9.8). Apds 15 min. a 37°C, foi realizada a primeira
leitura da absorbancia a 405 nm, e mais duas leituras a cada 15 minutos. Para o
calculo final das unidades arbitrarias usamos a média das trés leituras.

De maneira geral, com o ensaio funcional da via das lectinas observamos a
deposig¢ao de C4 na placa. Isso significa que as ficolinas (1,2 e 3) ligaram-se a BSA-
NAc e isso levou a ativagcao das MASPs, que por sua vez clivou C4 em C4a e C4b.
C4b se ligou covalentemente na placa e C4a foi liberado para o sobrenadante.
Assim, esta sendo avaliado o complexo Ficolinas (1,2 e 3) /MASP/C4b. De maneira
analoga ocorre para a MBL. S6 que a MBL se ligou a manana e apds a ativagao das
MASPs teremos o complexo MBL/MASP/C4b.



32

4.4.2 Elisa in house para C3

Neste ensaio os pocos da placa de poliestireno foram sensibilizados com
100 ul de anticorpo policlonal anti-C3 humano feito em cabra (3.4ug/mL, Sigma Cat.
C-7761) em tampao carbonato (0.1M NaHCO3, 0.1M Na2CO3, pH 9,6) por 16 h a
4°C. Em seguida, lavou-se a placa com PBS-T 0,05% por 3 vezes e depois foi
adicionado 300 ul/pogo da solucao de bloqueio PBS-T com 5% de leite desnatado
incubando-se a 37°C por 30min. Apds novas lavagens, foram aplicados, 100 ul/pogo
das amostras na placa diluidas 1:96000 em PBS-T e incubou-se por 1 h a 37 °C.
Como curva padrao empregamos uma diluicdo seriada na razédo 2 do controle cuja
concentragao de C3 é 110mg/dL. Em seguida, lavou-se a placa novamente e foram
empregados 100 pl do anticorpo secundario anti-C3 humano feito em cabra
conjugado a peroxidase (Cappel Cat# 55237 Lot.#07618) na diluicdo 1:24000 em
PBS-T com 5% de leite desnatado, seguido por incubagédo por 1 h a 37 °C. Na
sequéncia, lavou-se novamente a placa e aplicaram-se 100 pl do revelador TBM
(KPL Cat.53-00-03) e incubou-se a placa por 10min a temperatura ambiente no
escuro. A reacgao foi parada com a adicao de 100ulL/pogo de HCI 1N. Absorbancia foi
lida a 450 nm.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica foi realizada utilizando os programas IBM SPSS
Statistics for Mac, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp. e JAMOVI, versao 1.6.9.0.
Para estimar o poder estatistico foi utilizado o programa G*Power versao 3.1.9.6.

Os dados descritivos foram expressos em média e desvio padrao (DP) para
variaveis continuas e frequéncias para variaveis categoricas. Para nossa analise,
utilizamos modelos de regressao linear multipla. As variaveis dependentes foram
niveis séricos de PCR, niveis séricos de C3, ativagao das ficolinas e ativacao da
MBL. Dentro de cada variavel dependente, usamos separadamente os escores da
ECDE, da PANSS e da PSP como variaveis independentes para evitar
colinearidade. As covariaveis incluidas nos modelos foram IMC, idade, dose diaria
de antipsicético em equivalentes de clorpromazina e sexo. Essas variaveis foram
associadas a aumentos de marcadores inflamatoérios em outros estudos (MONGAN
et al., 2020; WOO et al., 2020).
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Nenhum dos pressupostos da regressao linear foram violados. Os residuos
nos modelos de regressao foram testados com o teste de Shapiro-Wilk. A possivel
autocorrelacdo de dados foi analisada com o teste de Durbin-Watson. A
multicolinearidade foi avaliada usando a Estatistica de Tolerancia e o Fator de
Inflacdo da Variancia (VIF). A linearidade e a homocedasticidade foram avaliadas
inspecionando visualmente os graficos e calculando a distadncia de Cook. Dados
individuais com residuos padronizados maiores que 3, ou com distancia de Cook
maior que 1, foram excluidos da analise da regressao. O nivel de significancia foi

fixado em p <0,05.
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5 RESULTADOS

Do total de 62 pacientes inicialmente avaliados para inclusdo no estudo, dois
nao preencheram os critérios para diagnostico de esquizofrenia, dez eram tabagistas
e um apresentava Hepatite C.

A amostra final foi constituida de 49 participantes, dos quais 17 (34%) eram
mulheres e 32 (66%) eram homens. A idade média da amostra foi de 41+13,6 anos.
Os escores médios da PANSS, ECDE e PSP foram 61,2+16,4, 1,85+3,27 e
55,1+£17,9, respectivamente. A escolaridade média foi de 9,4+3,7 anos e a média do
IMC foi de 27,2 + 5,41kg/m?. A dose diaria média de antipsicético foi de 549+265 mg
em equivalentes de clorpromazina. A média do IMC foi de 27,3+5,45 kg/m?. Quatro
participantes (8,2%) tiveram escore da ECDE acima de 7. Foram excluidos da
analise dois dados discrepantes com residuos padronizados maiores que 3,
identificados na analise da regressédo da ativagao das ficolinas e na da PCR. Nao
foram identificados dados discrepantes na regressao da ativagao da MBL nem na de
Cs.

As caracteristicas clinicas e demograficas da amostra e os niveis dos

biomarcadores estdo sumarizados na tabela 1.

TABELA 1 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DA AMOSTRA E NIVEIS DE
BIOMARCADORES.

Esquizofrenia (n=50)

IDADE 41 (13,6) anos

IMC 27,2 (5,41) kg/m?
MEDICAGAO* 549 (265) mg
ESCOLARIDADE 9,4 (3,7) anos
ESCORE DA PSP 55,1 (17,9)
ESCORE ECDE 1,85 (3,27)
ESCORE DA PANSS 61,2 (16,4)

NIVEL SERICO DA PCR 0,337 (0,314) mg/dL

ATIVAGAO DAS FICOLINAS
ATIVAGAO DA MBL
NiVEL SERICO DE C3

302 (637) mUA/mL
621 (413) mUA/mL
102 (29,7) mg/dL

FONTE: O Autor (2021).

NOTA: Dados apresentados como média (desvio padrao). Os soros de 10 pacientes foram excluidos

da analise funcional.

LEGENDA: *Dose diaria de antipsicético em equivalentes de Clorpromazina (LEUCHT et al., 2016).
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A ativacao das ficolinas apresentou uma associagao negativa com o escore
total da PANSS (F(5,31) = 2,577, p < 0,05) com um R? = 0,294 e um R para a
PANSS = -3,286, p<0,01, com um poder estatistico de 80%). Nenhuma outra
covariavel apresentou uma associagao significativa com a ativagao das ficolinas
(idade B= - 0,307, p = 0,834, sexo = 29,18, p= 0,438; IMC R= - 5,688, p= 0,096;
dose diaria de antipsicético 3=0,019, p=0,793). A ECDE (B = -0,141, p= 0,998) e a
PSP (3 = 1,087, p= 0,356) também n&o foram associadas a ativagao das ficolinas.

O IMC apresentou uma associagao significativa com os niveis séricos de C3
(B=3,087, p<0,001) e PCR (’=0,034, p < 0,001). Nenhuma outra covariavel foi
associada aos niveis de C3 (F(5,43) = 3,111, p=0,017) com um R? = 0,266 (idade R=
0,143, p = 0,682; sexo R= 14,745, p= 0,142; IMC 3= 3,097, p = 0,001*; dose diaria
de antispsicotico = 0.027, p=0.118 e PANNS 3= 0.025, p = 0.118, com um poder
estatistico de 76%) e PCR (F(5,40) = 8,796, p<0,000011) com um R? = 0,524 (idade
R=- 0,004, p = 0,147; sexo 3= - 0,006, p= 0,932; IMC 3= 0,035, p <0,001, com um
poder estatistico de 77%; dose diaria de antispsicético 3= - 0,000123, p=0,294 e
PANNS 3= 0,004, p = 0,073). A ECDE (3 = - 0,006, p= 0,531) e a PSP (3 = - 0,002,
p= 0,231) ndo foram associadas aos niveis de PCR e os niveis de C3 também nao
foram associados a ECDE (3 = - 1,926, p=0,171) e PSP (3 = 0,117, p= 0.656).

A ativagdo da MBL ndo se associou com nenhuma covariavel (F(5,33) =
0,720, p=0,613) com um R? = 0,098 (idade R=-8,267, p = 0,141; sexo R= - 14,442,
p= 0,921; IMC 3= 2,953, p = 0,822; dose diaria de antispsicotico 3= 0,057, p=0,840
e PANNS R= -2,716, p = 0,560). A ECDE (B = - 24.859, p= 0.249) e a PSP (B =
5.272, p= 0.200) também n&o foram associadas a ativagdo da MBL.

A figura 3 representa o diagrama de dispersdo as principais correlagdes

encontradas, sem controle das covariaveis.
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FIGURA 3 DIAGRAMAS DE DISPERSAO ENTRE ATIVACAO DAS FICOLINAS E O ESCORE
TOTAL DA PANSS (A), NIVEIS SERICOS DE PCR E IMC CRP (B) E NIVEIS SERICOS DE C3 E
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FONTE: O Autor (2021).
LEGENDA: *sem controle para covariaveis.
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6 DISCUSSAO

Os principais resultados da nossa pesquisa foram uma associagado negativa
significativa entre a ativagao das ficolinas e o escore total da PANSS. Além disso,
encontramos uma associagao positiva significativa entre o IMC e os niveis séricos de
C3 e PCR. De acordo com nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo a
correlacionar a ativagao das ficolinas com a gravidade da esquizofrenia.

Estudos prévios mostram alteragbes na via das lectinas em pacientes com
esquizofrenia comparados a controles saudaveis. Mayilyan et al. (2006),
comparando uma amostra de pacientes com esquizofrenia crdonica e controles
sadios encontraram niveis similares de MBL e atividade da MASP-1 entre os grupos.
No entanto, a atividade da MAPS-2 ligada a MBL, e portanto, a capacidade de
ativagdo do complemento mediada pela MBL e MASP-2 esta aumentada em
pacientes esquizofrénicos em comparagdo aos controles sadios (MAYILYAN et al.,
2006). O mesmo grupo de pesquisadores avaliou o comportamento da via das
lectinas em pacientes com esquizofrenia crbnica agudizados comparados a
controles sadios. Atividades significativamente maiores dos complexos MBL-MASP-1
e MBL-MASP-2 foram detectados nos pacientes agudizados. Além disso a atividade
da via das lectinas iniciada pela MASP-MBL mostrou-se aumentada. Comparada
com os controles, os pacientes com esquizofrenia em episddio agudo tiveram
aumento de mais de 40% na L-ficolina sérica e 15% na atividade de L-ficolina-
MASP-2. Nesse estudo, a atividade da L-Ficolin-MASP-1 ndo foi detectavel
(MAYILYAN et al., 2007). Outro interessante estudo conduzido por Boyajyan et al.
(2013) mostrou niveis aumentados de H-Ficolina em pacientes com esquizofrenia
crbnica e em primeiro episodio psicotico. A H-ficolina € um complexo relacionado a
ativagao da via das lectinas e um marcador de apoptose (BOYAJYAN et al., 2013).

Pesquisas nas ultimas duas décadas tem mostrado que as ficolinas fazem
parte de um poderoso sistema de remocao de células apoptdticas e restos celulares.
A associacao inversa encontrada entre a ativacdo das ficolinas e a gravidade de
doenca mensurada pela PANSS pode estar relacionada ao aumento da atividade
inflamatodria em pacientes esquizofrénicos mais sintomaticos. Essa inflamagao pode
ser responsavel pelo acumulo de detritos celulares e células apoptoticas, gerando

consumo excessivo dos componentes da via das lectinas. Esses achados
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corroboram a nossa hipotese inicial de que ha uma correlagdo positiva entre
inflamagéao e gravidade da esquizofrenia.

A apoptose € uma forma de morte celular programada que freqientemente
ocorre sem inflamacdo. E um processo de homeostase celular normal e em
individuos saudaveis todos os dias bilhdes de células morrem por esse mecanismo.
No entanto, algumas condi¢cdées inflamatdrias podem exceder a capacidade
fisiolégica de depuracao de células apoptoticas, resultando na liberagao de conteudo
inflamatorio e toxico, levando a graves danos teciduais e exposig¢do a autoantigenos
(NAUTA et al., 2003; WANG; WU; SHUAI, 2021). Esse desequilibrio na remogao das
células apoptdoticas tem sido demonstrado no Lupus Eritematoso Sistémico, uma
doenca que pode apresentar sintomas neuropsiquiatricos, semelhantes a
esquizofrenia (Wang et al., 2021). E interessante notar que a esquizofrenia e as
doencgas autoimunes compartilham fatores de risco semelhantes que incluem uma
interagdo entre fatores ambientais, como infecgbes e estresse, juntamente com
fatores genéticos da regiao do antigeno leucocitario humano (HLA) (Jeppesen e
Benros, 2019). No caso da esquizofrenia, ainda ndo esta claro se as alteragdes no
processo de limpeza celular sdo um evento primario determinado geneticamente e
que ocorre nas fases iniciais do neurodesenvolvimento ou se s&0 um mecanismo
sobreposto a inflamagao cronica de outra origem.

Nossos resultados mostraram também uma associacao entre IMC e os
niveis séricos de PCR e C3, o que esta de acordo com diversos estudos com
amostras de pacientes sem transtorno psiquiatrico (CIANFLONE et al., 2005;
GABRIELSSON et al., 2003). Os adipocitos sdo uma importante fonte de produgéo
de C3 além daquela produzida pelo figado em resposta a IL-1 e em macrofagos
ativados. Esta bem estabelecido que o tecido adiposo produz todos os fatores da via
alternativa do sistema complemento e diversas citocinas como o TNF-alfa e a IL-6
(ARONSON et al., 2004; GABRIELSSON et al., 2003). Estima-se que cerca de 25%
da IL-6 sistémica seja produzida pelo tecido adiposo. Uma vez que a sintese de
PCR pelo figado é predominantemente regulada pela IL-6, acredita-se que a IL-6
proveniente do tecido adiposo contribua para o aumento da PCR em individuos
obesos (VISSER et al., 1999). Apesar dessas evidéncias, a maioria dos estudos que
investiga as proteinas do sistema complemento e/ou citocinas na esquizofrenia ndo
tem controlado seus resultados para o IMC, o que compromete, em parte, a validade

desses resultados.
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Estudos prévios encontraram niveis elevados de IL-6 durante a agudizagéo
tanto da depressao quanto da esquizofrenia e normalizagao dos niveis de IL-6 apos
a remissao dos sintomas (BERGER, 1997; PAE et al., 2006). Nesse sentido os
niveis de PCR podem se comportar como um marcador de estado na esquizofrenia,
ou seja, aumentam durante o periodo de agudizagdo e normalizam com o
tratamento antipsicotico. Esses achados estariam de acordo com nosso estudo que
nao encontrou uma associagédo entre os niveis de PCR e gravidade de doenca e
uma amostra de pacientes cronicos.

Esse padrdao de alteragdo de citocinas na fase aguda e na fase estavel
podem ser atribuiveis tanto aos diferentes estagios da doenga como a influéncia do
tratamento antipsicotico (MILLER et al., 2011). Nossos resultados ndo encontram
uma associagao entre os biomarcadores analisados e a dose de antipsicoticos. Os
efeitos dos antipsicoticos na inflamacao tem apresentado resultados mistos na
literatura, mostrando aumento, diminuicdo ou inalteragdo do estado inflamatdrio
apds o tratamento antipsicético. E possivel que diferentes antipsicoticos tenham
influéncias distintas sobre o sistema imune. Algumas evidéncias tem sugerido que
os antipsicéticos podem ter uma acao anti-inflamatoria direta e uma atividade pro-
inflamatério indireta relacionada ao ganho de peso (SONG et al., 2014). Outro ponto
a ser destacado é que a disfungdo imunolégica da esquizofrenia ocorreria em
apenas uma subpopulacao de pacientes, possivelmente mais graves (MONDELLI et
al., 2015; MONGAN et al., 2019). Esses pacientes seriam menos propensos a
responder aos tratamentos atuais e poderiam ser beneficiados de terapias
imunomodulatérias associadas (CHO et al., 2019).

Em relagdo aos niveis séricos de C3 e gravidade de doenga, os estudos
anteriores também mostraram resultados inconsistentes. MAO et al. (2016)
encontraram niveis plasmaticos de C3 diminuidos em relagédo aos controles sadios e
niveis de C3 inversamente relacionados com a gravidade da doenca mensurada
através da PANSS. Nesse sentido a esquizofrenia estaria relacionada a um
consumo excessivo de C3 (MAO et al., 2016). O estudo de Souza et al. (2011), nédo
encontrou relagdo entre citocinas inflamatorias, entre elas a IL-6, e os escores da
ECDE, embora tenha sido encontrada correlacdo entre IL1-beta e os escores da
PANNS (Souza et al., 2011). Nossos achados estdo parcialmente de acordo com o
estudo de Ali et al. (2017) que n&o encontrou uma correlagao significativa entre os

niveis de C3 e o escore da PANSS. Por outro lado, esse mesmo estudo encontrou
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uma associagao positiva entre o escore da PANNS e os niveis de IL-6 e PCR (ALI et
al., 2017). Em conjunto esses dados sugerem que diferentes perfis psicopatolégicos
podem se relacionar com diferentes biomarcadores. Essa hipotese foi testada e
verificada em um estudo que mostrou que pacientes esquizofrénicos parandides
produzem menos IL-10 do que esquizofrénicos ndo paranoides, e portanto, do ponto
de vista imunolégico, sdo mais semelhantes aos controles saudaveis (CAZZULLO et
al., 1998).

Nosso estudo possui algumas limitagbes que devem ser consideradas. O
pequeno tamanho de amostra limita a capacidade de generalizagdo dos nossos
resultados e impossibilitou a analise de subgrupos em relagdo ao uso de diferentes
antipsicoticos (p. ex. clozapina) e sua interferéncia nos biomarcadores analisados.
Essa limitacado é ainda mais acentuada em relagao ao ensaio funcional.

Outro ponto que deve ser salientado é de que foi realizada a mensuragao de
marcadores periféricos. Os estudos sorologicos das proteinas do complemento
podem nao refletir a atividade cerebral do complemento, uma vez que a maioria das
proteinas do complemento ndo atravessa a barreira hematoencefalico intacta. No
entanto, estudos tem indicado uma disfungdo da barreira hematoencefalica na
esquizofrenia que poderia facilitar a passagem bidirecional de proteinas do
complemento entre SNC e periferia (ALEKSOVSKA et al., 2014; POLLAK et al.,
2018). Além disso, Miller et al. (2011) propuseram trés vias pelos quais as citocinas
periféricas poderiam acessar o cérebro. Através da via humoral citocinas proé-
inflamatodrias poderiam acessar o cérebro através de regides de vazamento da
barreira hematoencefalica como o plexo coroide e 6rgaos cincunventriculares. Na via
neural, as citocinas pro-inflamatérias poderiam estimular fibras aferentes primarias
do nervo vago e essas fibras levariam informa¢des ao cérebro através do nucleo do
trato solitario e area postrema. Por fim, na via celular as citocinas pro-inflamatorias
sdo capazes de estimular a microglia a produzir proteina quimioatrativa de
monacitos (MCP-1), que por sua vez é responsavel pelo recrutamento de mondcitos
para o cérebro (CAPURON; MILLER, 2011). A figura 3 resume as vias de

comunicacao entre a periferia e o cérebro.
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FIGURA 4 VIAS DE COMUNICAGAO ENTRE A PERIFERIA E O CEREBRO
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Outra limitacdo diz respeito ao desenho do estudo que por ser transversal
nao permite o estabelecimento de relagbes de causalidade. Além disso, a auséncia
de um grupo controle n&o permitiu estabelecer comparagdes entre perfis
inflamatorios de pacientes com esquizofrenia e controles saudaveis. Por fim, a baixa
incidéncia de sintomas depressivos na nossa amostra também nao pode ser
desconsiderada.

Apesar dessas limitagdes, o controle de variaveis confundidoras e a
investigacao da via das lectinas, até entdo pouco explorada, sdo os principais pontos
fortes do nosso estudo. Nesse sentido, o0 avango no entendimento do papel sistema
complemento na esquizofrenia abre a possibilidade para o desenvolvimento de
novas terapias direcionadas ao complemento, semelhantes ao que tem ocorrido em
outras doengas neuroldgicas. Essas terapias tém o potencial de modificar ou atrasar
o curso da doencga, protegendo o cérebro das cascatas autoinflamatérias em curso

e, em alguns casos, promover a regeneragao.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Estudos avaliando biomarcadores do sistema complemento e a gravidade da
esquizofrenia sdo escassos € nao permitem conclusdes. Em especial, a via das
lectinas nos pacientes com esquizofrenia tem sido pouco explorada. Nosso estudo
apresentou dados que sugerem uma relagdo entre gravidade da esquizofrenia e
ficolinas. Além disso, ressaltou a importancia do IMC como variavel de confusdo nos
estudos que envolvem biomarcadores inflamatérios.

Estudos com tamanhos de amostra maiores, maior rigor metodoldgico,
desenhos de estudo longitudinais, estratificagdo de pacientes por estado clinico,
mensuragao simultanea de diversos marcadores inter-relacionados, padronizagao
metodoldgica e estudos com liquido cefalorraquidiano sdo a dire¢do para o
estabelecimento de perfis inflamatorios mais consistentes relacionados a

esquizofrenia.
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