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RESUMO

INFITUENCIA DO POLIMORFISMO GENETICO VAL16ALA-SOD2 E DA MATRIZ
QUIMICA DO GUARANA NO ESTADO OXIDATIVO-INFLAMATORIO IN VITRO
DO CLORIDRATO DE ZIPRASIDONA

AUTOR: Thiago Duarte

ORIENTADOR: Prof2. Dr2. lvana Beatrice Manica da Cruz

Os antipsicoticos (APs) séo usados para tratar a esquizofrenia e outros disturbios psiquiatricos.
A maioria destes medicamentos apresentam efeitos adversos causando obesidade e alteracfes
metabdlicas associadas ao estresse oxidativo e inflamac&o. Estudos relatam que a Ziprasidona
(ZIP) diferentemente de outros APs, pode causar os mesmos efeitos de maneira atenuada, bem
como respostas alérgicas. Atualmente, a causa dos efeitos desencadeados pela ZIP ndo esta
bem caracterizada e alguns pacientes ndo respondem satisfatoriamente ao tratamento talvez
pela influéncia de polimorfismos genéticos. A agdo do polimorfismo Vall6AlaSOD2 causa um
desbalanco superéxido-peréxido de hidrogénio (S-HP), o qual esta envolvido com o metabolismo
oxidativo-inflamatério. Moléculas bioativas presentes nos alimentos como xantinas e catequinas
possuem efeito anti-inflamatorio e antioxidante que podem influenciar na atenuacéo dos efeitos
adversos desencadeados por este farmaco. Afim de compreender melhor estas informacées,
este estudo investigou o efeito in vitro da ZIP na resposta oxidativo-inflamatéria de células imunes
avaliando a potencial influéncia do polimorfismo Vall6Ala-SOD2 e da matriz quimica do guarana
no mesmo na forma de trés delineamentos experimentais conduzidos. No primeiro foi analisado
o efeito in vitro da ZIP na resposta oxidativo-inflamatéria de macréfagos RAW 264.7 expostos a
diferentes concentracbes de ZIP (18.5, 37.5, 75, 150, 300 pg/mL) utilizando-se a
fitohemaglutinina (PHA) como controle positivo de inflamacéo e o litio (Li) como controle negativo
através de sua acao nataxa de proliferacdo celular, no ciclo celular, na modulacéo de marcadores
oxidativos relacionados a resposta imune, na modulacdo dos niveis das citocinas proé-
inflamatdrias e anti-inflamatéria e na modulacéo da expressédo génica destas citocinas via técnica
gRT-PCR. O segundo protocolo in vitro foi conduzido utilizando células mononucleares de
sangue periférico (CMSPs) obtidas de doadores saudaveis portadores de diferentes genétipos
do polimorfismo Vall6Ala-SOD2 expostas a ZIP em cultura celular de 72h. Posteriormente
mensurou-se 0s marcadores anteriormente citados incluindo os niveis de marcadores
lipoperoxidativos e de dano ao DNA. O terceiro protocolo avaliou o efeito da matriz quimica de
xantina-catequina (XC-Mix) do pé de guarana que apresenta moléculas bioativas na modulagdo
da resposta oxidativo-inflamatéria desencadeada pela ZIP em macréfagos RAW 264.7. O
primeiro estudo mostrou que em macréfagos ndo ativados expostos a ZIP, houve inducéo de
resposta inflamatdria representada pelo espraiamento de macréfagos, aumento da proliferacao
celular, elevacdo dos niveis de moléculas oxidantes e das citocinas pro-inflamatorias e redugéo
da citocina anti-inflamatoria assim como regulacé@o e expresséo génica de todas as citocinas. O
segundo estudo demonstrou uma possivel acdo farmacogendmica do polimorfismo Vall6Ala-
SOD2 onde CMSPs ligadas ao gendtipo AA expostas a ZIP apresentaram aumento dos niveis
basais de H20: evidenciando um possivel efeito genotéxico enquanto CMSPs ligadas ao
gendtipo VV apresentaram altos niveis de citocinas pré-inflamatérias. O terceiro protocolo
evidenciou que a suplementacéo isolada e do XC-Mix promoveram efeito redutor na proliferacdo
celular e diminuicdo dos niveis de marcadores inflamatoérios, oxidativos e genotoxicos,
contribuindo na modulag&o e no aumento dos niveis de citocina anti-inflamatéria. O conjunto dos
resultados descritos mostram apesar das limitagdes metodoldgicas, uma possivel influéncia do
polimorfismo em efeitos adversos desencadeados pela ZIP e que a matriz quimica do p6 de
guarana pode garantir efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes. Os resultados tornam-se
relevantes na clinica psiquiatrica abrindo a possibilidade da personalizacdo da terapia
antipsicética assim como também estimula pesquisas para o desenvolvimento de métodos
alternativos para o tratamento de distirbios metabdlicos associados.

Palavras Chaves: Esquizofrenia. Polimorfismo Vall6Ala-SOD2. Ziprasidona. Infllamagéo.
Estresse oxidativo. Guarana.



ABSTRACT

INFLUENCE OF VAL16ALA-SOD2 GENETIC POLYMORPHISM AND
THE GUARANA CHEMICAL MATRIX IN THE OXIDATIVE AND
INFLAMMATORY STATE IN VITRO OF ZIPRASIDONE CHLORIDATE

AUTHOR: Thiago Duarte

ADVISOR: Profd. Dra. Ivana Beatrice Manica da Cruz

Antipsychotics (APs) are used to treat schizophrenia and other psychiatric disorders. Most of these
medications have adverse effects causing obesity and metabolic changes associated with oxidative
stress and inflammation. Studies have reported that Ziprasidone (ZIP), unlike other APs, can cause the
same effects in an attenuated manner, as well as allergic responses. Currently, the cause of the effects
triggered by ZIP is not well characterized and some patients do not respond satisfactorily to the
treatment, perhaps due to the influence of genetic polymorphisms. The action of the Val1l6AlaSOD2
polymorphism causes a superoxide-hydrogen peroxide (S-HP) imbalance, which is involved with
oxidative-inflammatory metabolism. Bioactive molecules present in foods such as xanthines and
catechins have an anti-inflammatory and antioxidant effect that may influence the attenuation of the
adverse effects triggered by this drug. In order to better understand this information, this study
investigated the in vitro effect of ZIP on the oxidative-inflammatory response of immune cells by
evaluating the potential influence of the Val16Ala-SOD2 polymorphism and the guarana chemical matrix
in the form of three experimental designs. In the first, we analyzed the in vitro effect of ZIP on the
oxidative-inflammatory response of RAW 264.7 macrophages exposed to different ZIP concentrations
(18.5, 37.5, 75, 150, 300 pg / mL) using phytohemagglutinin (PHA) as a positive control inflammation
and lithium (Li) as a negative control through its action on the rate of cell proliferation, cell cycle,
modulation of oxidative markers related to immune response, modulation of proinflammatory and anti-
inflammatory cytokines and modulation of the gene expression of these cytokines via the gRT-PCR
technique. The second in vitro protocol was conducted using peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) obtained from healthy donors bearing different Val16Ala-SOD2 polymorphism genotypes
exposed to ZIP in 72h cell culture. The previously mentioned markers were then measured, including
levels of lipoperoxidative markers and DNA damage. The third protocol evaluated the effect of the
xanthine-catechin (XC-Mix) chemical matrix of guarana powder that presents bioactive molecules in the
modulation of the oxidative-inflammatory response triggered by ZIP on RAW 264.7 macrophages. The
first study showed that in non-activated macrophages exposed to ZIP, there was induction of
inflammatory response represented by macrophage spreading, increased cell proliferation, elevated
levels of oxidant molecules and pro-inflammatory cytokines, and reduction of the anti-inflammatory
cytokine as well as regulation and gene expression of all cytokines. The second study demonstrated a
possible pharmacogenomic action of the Val16Ala-SOD2 polymorphism where CMSPs linked to the AA
genotype exposed to the ZIP showed an increase of the basal levels of H202 evidencing a possible
genotoxic effect while PBMCs linked to the VV genotype showed high levels of proinflammatory
cytokines. The third protocol showed that XC-Mix supplementation promoted a reduction effect on cell
proliferation and decreased levels of inflammatory, oxidative and genotoxic markers, contributing to the
modulation and increase of anti-inflammatory cytokine levels. All of the described results show, despite
the methodological limitations, a possible influence of the polymorphism on the adverse effects triggered
by the ZIP and that the chemical matrix of guarana powder can guarantee anti-inflammatory and
antioxidant effects. The results become relevant in the psychiatric clinic by opening the possibility of
personalizing antipsychotic therapy as well as stimulating research for the development of alternative
methods for the treatment of associated metabolic disorders.

Key words: Schizophrenia. polymorphism Vall6Ala-SOD2. Ziprasidone. Inflammation. Oxidative
stress. Guarana.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNOS MENTAIS

Mundialmente os transtornos mentais representam um seério problema de
salude publica nas sociedades contemporaneas. Das dez principais causas de
incapacidade humana para o trabalho e convivio social, cinco sdo transtornos
psiquiatricos. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) os transtornos
mentais afetam mais de 450 milhdes de pessoas em todo o mundo e entre 75% e 85%
das pessoas que sofrem desses males néo tém acesso a tratamento adequado (WHO,
2017).

No Brasil, a estimativa € de que 25 milhbes de pessoas passem por tais
problemas, sendo ao menos 5 milhdes em niveis de moderado a grave (GONCALVES
et al., 2014). Dentre os transtornos mais frequentes, estdo 0s transtornos
depressivos, transtornos do espectro bipolar (TEBs) e esquizofrenia (SCZ).
Adicionalmente, também fazem parte destes distirbios a doenca de Alzheimer,
deméncias, retardo mental, e transtornos mentais da infancia e adolescéncia (WHO,
2017).

O transtorno mental surge quando a saude mental é afetada, ocorrendo um
funcionamento inadequado e insatisfatorio da mente, emocBes e pensamentos
(HIGGINS & GEORGE, 2010; GABBARD, 2016), conforme figura 1.

Figural: Fluxograma do Transtorno Mental

= Tristeza, ansiedade, medo e tensao
= Sofrimento: leve / Duracao : curta
= Impacto na vida: pequeno, proporcional ao estimulo

= Insoénia, irritabilidade, tensao
» Sofrimento: moderado / Duracao: media, autolimitada

el EHER - Impacto na vida - moderado
de saude _
mental

- Sintomas repetitivos / incapacidade de superacao
= Sofrimento: Grande / Duracao : prolongada

» Impacto na vida : grande
Mental J

Transtorno

Fonte: Adaptado de Higgins & George (2010)
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Os transtornos mentais, também sdo chamados de doencas mentais,
caracterizadas por alteragbes do funcionamento da mente que prejudicam o
desempenho da pessoa na vida familiar, social e profissional, na compreenséo de si
mesmo e dos outros, na possibilidade de autocritica, na toleréncia aos problemas e
na possibilidade de ter prazer na vida em geral (POTUZAK et al., 2012). Estes
transtornos afetam aspectos bioldgicos, psicologicos e sociais do individuo e se
caracterizam por alteracdes do pensamento, do humor e do comportamento (ou uma
combinacdo de fatores), associadas a angustia e prejuizo no funcionamento global
(SADOCK; SADOCK & RUIZ, 2017).

Alguns transtornos mentais apresentam na sua sintomatologia a ocorréncia de
psicoses, especialmente na SCZ e também em estagios avancados do transtorno
bipolar. As psicoses sédo caracterizadas pela distorcdo do senso de realidade, uma
inadequacéo e falta de harmonia entre o pensamento e a afetividade, que pode afetar
todas as faixas etarias (FUENTES et al., 2013).

1.2 PSICOSES

De acordo com o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais V
(DSM-V), do inglés, Diagnostic and Statistical Manual fifth-edition a psicose € um
sintoma da perturbacdo mental caracterizado pela presenca de uma ou mais das
seguintes manifestacbes: perda de encadeamento logico do pensamento,
incapacidade de julgamento, percepcéo incorreta da realidade, alucinacées (DSM-V,
2014).

A ocorréncia de surtos psicoticos estd também associada aos fatores
genéticos, sociais, como a vida agitada nas grandes cidades, a violéncia (fisica,
sexual e psicoldgica) (BRASIL, 2013), ainsdnia por longos periodo de tempo, estresse
psicologico severo (DSM, 2014), doencas infecciosas (HIV, sifilis), doencas
vasculares (acidente vascular cerebral, tromboses, infarto agudo do miocardio)
doencas cronicas (Alzheimer, autoimunidade, epilepsia, neoplasias, insuficiéncia
hepatica e renal) e ao isolamento social os quais podem estar direta ou indiretamente
associados (HIGGINS & GEORGE, 2010).
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O abuso ou abstinéncia de substancias como o alcool e alguns tipos de drogas
(cocaina, anfetamina, dietilamida do &cido lisérgico), principalmente as do tipo
estimulantes, € o principal fator de risco para o surgimento de uma psicose
(DALGALARRONDO, 2008; HIGGINS & GEORGE, 2010).

O desenvolvimento fora dos padrées da normalidade na infancia, como atraso
escolar, dificuldade de socializacdo e de comunicacdo, também podem indicar
predisposicdo a algum transtorno mental (SADOCK; SADOCK & RUIZ, 2017). Uma
provavel interacdo entre esses fatores sociais com fatores biolégicos e psicolégicos
produziria uma reagdo em cascata, resultando, assim, no desenvolvimento do quadro
psicotico (FUENTES et al., 2013).

Notadamente os delirios psicoticos podem ser descritos como falsas crencas
fixas a respeito da realidade, alteracdes do pensamento que colocam o individuo
frente a uma percepcao falsa ou sem sentido dos acontecimentos a sua volta, tais
como: delirios de paranoia: por exemplo a pessoa pensa que tem alguém a seguindo
ou que esta recebendo mensagens secretas pelos meios de comunicacéo; delirios de
grandeza: por exemplo a pessoa pensa ser alguém de muita importancia, como algum
talento grandioso ou ser um mensageiro divino; delirios somaticos: por exemplo a
pessoa acredita que tem uma doenca terminal ou alguma doenca fisica, quando, na
verdade, esta saudavel (DALGALARRONDO, 2008; GABBARD, 2016).

Os delirios inicialmente aparecem como impressoées distorcidas a respeito de
sinais que a pessoa percebe como enviados para si ou dificuldade de distinguir seus
pensamentos como realidade ou imaginacdo. Com o tempo essas impressdes vao se
solidificando e constituindo certezas, guiando as a¢fes da pessoa afetada pela
psicose. Como sdo percepcoes fixas, se torna dificil convencer a pessoa a perceber
a natureza de seus pensamentos (HIGGINS & GEORGE, 2010).

As alucinacfes sédo alteracdes dos sentidos (também chamadas alteracfes da
sensopercepcao). O individuo V€, sente, ouve ou sente cheiro de algo que nao existe.
O tipo de alucinacdo mais comum € a auditiva seguida da alucinacdo visual. Na
alucinacao auditiva, a pessoa em crise psicoética escuta uma ou mais pessoas falando,
com vozes imperativas, dando ordens, que podem ser interpretadas como
provenientes do sobrenatural, de Deus. Na alucinacéo visual, a pessoa vé coisas,
animais ou pessoas que nado existem. Também ocorrem alucinagdes olfativas (tais

como sentir cheiros inexistentes) (BRASIL, 2013)
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A desorganizacdo do pensamento e da comunicacdo se manifesta pela
incapacidade de formular frases com sentido real, ndo conseguindo manter a
concentragcdo em uma conversa e interrompendo frases sem completa-las, fazendo
uso de palavras sem conexédo (GABBARD, 2016).

O isolamento social ocorre em fungédo da mudanga no comportamento e nos
sentimentos, pois o individuo com psicose pode se tornar ativo ou letargico,
apresentar crises de riso de forma inadequada, ficar chateado ou com raiva sem
motivo aparente e apresentar declinio no rendimento escolar ou laboral. Também
podera apresentar mudancas nos sentimentos sem motivo aparente (SADOCK;
SADOCK & RUIZ, 2017).

O transtorno psicotico pode se apresentar de diferentes maneiras e periodos,
recebendo denominagdes especificas como segue: o transtorno delirante caracteriza-
se por pelo menos um més de delirios, ainda que nenhum outro sintoma psicotico
esteja presente; o transtorno psicotico breve dura mais de um dia e regride em um
més; o transtorno esquizofreniforme caracteriza-se por uma apresentacéo sintomatica
equivalente a da SCZ, exceto pela duracdo (menos de seis meses) e pela auséncia
de exigéncia de declinio funcional (DSM, 2014; HIGGINS & GEORGE, 2010); a SCZ
dura pelo menos seis meses, incluindo ao menos um més de sintomas da fase ativa;
no transtorno esquizoafetivo, um episddio de humor e sintomas da fase ativa da SCZ
ocorrem concomitantemente, tendo sido antecedidos ou seguidos de pelo menos duas
semanas de delirios ou alucinacbes sem sintomas proeminentes de humor (DSM,
2014; GABBARD, 2016).

No transtorno psicotico induzido por substancia ou medicamento, os sintomas
psicéticos sao entendidos como consequéncia fisiolégica de uma droga de abuso, um
medicamento ou exposicdo a uma toxina, cessando ap0s a remocdo do agente
(CORDIOLI; GALLOIS & ISOLAN, 2015). No transtorno psicotico devido a uma
patologia, acredita-se que o0s sintomas psicoéticos sejam uma consequéncia fisiolégica
direta da patologia ou de outra condicéo clinica (POTUZAK et al., 2016).

Os mais importantes tipos de psicose sao: a SCZ; os disturbios afetivos como
depressado e mania e as psicoses organicas causadas por traumatismo, alcool, drogas
ou outras doencas organicas (FUENTES et al., 2013).

A SCZ é considerada o tipo de psicose mais grave porgue seus sintomas séo

mais intensos e persistentes, podendo levar a deterioracdo de funcdes cognitivas e
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sociais, e acarretar maior prejuizo na vida pessoal e familiar (HIGGINS & GEORGE,
2010; NARDI; QUEVEDO & SILVA, 2015; SADOCK; SADOCK & RUIZ, 2017).

1.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E FISIOPATOLOGICOS DA SCZ

O termo SCZ significa "cisdo das funcées mentais"”, do grego schizo = divisao,
cisédo; phrenos = mente. Este termo foi utilizado em 1911 pelo psiquiatra suico Eugen
Bleuler, para pacientes que apresentavam desconexao entre 0s processos de

pensamentos e as respostas emotivas (VALLS, 2010).

1.3.1 Epidemiologia da SCZ

A SCZ néo é caracterizada como uma doenca Unica, mas como um grupo de
sindrome, atingindo todas as classes sociais e grupos humanos. Afeta tanto homens
guanto mulheres, sendo que 0s primeiros sintomas ocorrem entre os 15 e 20 anos em
homens, e em mulheres entre os 20 e 30 anos sendo mais prevalente no sexo
masculino (OWEN et al., 2016; WHO, 2017). Nas mulheres, a SCZ tende a comecar
mais tarde e ser mais branda. Quando tem inicio na infancia aparece depois dos cinco
anos. A SCZ infantil é rara e pode ser dificil diferencia-la de outros transtornos de
desenvolvimento da infancia, como o autismo (VASKINN et al., 2015; VASKINN et al.,
2016).

A SCZ afeta 23 milhGes de pessoas em todo o mundo o que corresponde 1%
da populagdo mundial (WHO, 2017), chegando a 2,3% quando associada a outros
transtornos psicoticos (UGUZ et al., 2015). Considerando a média de 1% sob a
populacéo brasileira, estima-se que cerca de 1,6 milhdes de pessoas no Brasil sejam
esquizofrénicas, numero elevado que exige investimentos dos 6érgdos publicos e
recursos adequados para o tratamento (BRASIL, 2011).

A incidéncia € de um a sete casos novos por ano a cada 10.000 habitantes,
dependendo do critério diagnoéstico adotado (WHO, 2017). E uma patologia de dificil
regressdo, onde em torno de 95% dos pacientes manifesta-se na forma crénica e
aproximadamente 15% destes individuos tornam-se capazes de manter uma rotina
préxima da normalidade (MCGRATH et al., 2008; POPOVIC et al., 2014).
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Em torno de 10% dos pacientes esquizofrénicos apresentam morte precoce
induzida pelo suicidio, sendo assim a SCZ carrega co-morbidade médica e
consequentemente um risco entre duas a trés vezes maior de mortalidade, face a
populacdo em geral, o que se traduz numa reducédo entre 10 a 25 anos na esperanca
meédia de vida (WOLFERSDOREF et al., 2016).

1.3.2 Sub-tipos diagndsticos da SCZ

A SCZ é um transtorno cronico e debilitante caracterizado por sintomas
positivos (alucinacdes, delirios, agitacdo motora involuntaria) e negativos (avolicao,
anedonia, alogia), trazendo prejuizos sociais, cognitivos e funcionais. E caracterizada
pela presenca de um comportamento psicotico, de pensamento irrealista e
desorganizado, além de uma marcada disfuncdo social. Os relacionamentos
interpessoais estdo comprometidos e alterados e a autoestima diminuida e uma
grande percentagem mantém contatos sociais limitados (SADOCK; SADOCK & RUIZ,
2017).

E uma doenca multifatorial e multi-sintomatica, cujas alteracdes cerebrais sdo
tanto de ordem quimica como estrutural. Especula-se que em alguns casos, as
alteracdes sao induzidas por virus e traumas encefalicos durante o periodo
gestacional ou nos primeiros meses de vida (HIGGINS & GEORGE, 2010).

Segundo o DSM V existem 6 tipos diferentes de SCZ: simples, indiferenciada,
paranoide, desorganizada, catatonica e residual. A SCZ simples é a menos frequente,
iniciada na adolescéncia com emocdes irregulares ou pouco apropriadas, podendo
ser seguida de um longo isolamento social, perda de amigos, poucas relacfes reais
com a familia e mudancas de personalidade, passando de sociavel ao isolamento
social e terminando em depresséo; a SCZ indiferenciada é assim classificada pois os
doentes esquizofrénicos nem sempre apresentam os sintomas classicos; na SCZ
paranoide predominam sintomas positivos como alucina¢des e enganos, com uma
relativa preservacao do funcionamento cognitivo e afetivo e seu inicio tende a ser mais
tardio que o dos outros tipos; a SCZ hebefrénica caracteriza-se por um discurso
desorganizado e sintomas negativos como o0 embotamento emocional e trejeitos
faciais; na SCZ catatdnica os sintomas motores sdo proeminentes, como atividade

motora excessiva, extremo negativismo (manutencdo de uma postura rigida contra
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tentativas de mobilizacdo, ou resisténcia a toda e qualquer instru¢do), mutismo,
cataplexia (paralisia corporal momentanea), ecolalia (repeticAo patoldgica
aparentemente sem sentido de uma palavra ou frase que outra pessoa acabou de
falar) e ecopraxia (imitacdo repetitiva dos movimentos de outra pessoa); A SCZ
residual é assim denominada para individuos que ja possuem por muitos anos e com
muitas consequéncias, onde podem predominar sintomas como o isolamento social,
0 comportamento excéntrico, emoc¢des pouco apropriadas e pensamentos ildgicos
(LIEBERMAN; STROUP & PERKINS, 2012; DSM, 2014; SADOCK; SADOCK & RUIZ,
2017).

1.3.3 Fases, sinais e sintomas da SCZ

O diagnastico baseia-se principalmente na histéria do paciente e no exame do
estado mental, visto ndo existir exames laboratoriais para esta condicdo. O quadro
clinico é dividido em varios subtipos: parandide, desorganizado, catatonico,
indiferenciado e residual, de acordo com a prevaléncia de determinados sintomas, nédo
existindo um sinal ou sintoma clinico patognomoénico desta patologia, pois todos os
sinais ou sintomas psiquiatricos sao também observados em outros transtornos
psiquiatricos e neurolégicos (FUENTES et al., 2013; SADOCK; SADOCK & RUIZ,
2017).

A manifestacdo da SCZ pode ser dividida em quatro fases: pré-morbida,
prodrémica, progressdo e estabilizacdo. Na fase pré-morbida o paciente apresenta
ansiedade social, deficits de memaria verbal, atencéo e funcdes executivas (NARDI;
QUEVEDO & SILVA, 2015); a fase prodromica corresponde um periodo de tempo
variavel, geralmente de meses, que antecede a psicose, onde o individuo pode
apresentar um estado de apreensdo e perplexidade e sem um foco aparente
aumentando o seu isolamento e o aparecimento de atitudes excéntricas, podendo
ocorrer sintomas psicoticos breves e transitorios (SADOCK; SADOCK & RUIZ, 2017).
A etapa de progressao ocorre ap0s o primeiro episddio de psicose onde se inicia a
deterioracdo do estado de saude do individuo. A SCZ evolui para fase de estabilizacdo
do estado de saude do individuo, embora possa ocorrer recaidas. Os sintomas
negativos muitas vezes sao detectaveis desde o principio, ao passo que 0s sinais

positivos ocorrem durante o periodo de exacerbacédo (POTUZAK et al., 2012).
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Os sintomas positivos estdo relacionados a situacbes que comecam a
acontecer , ou seja, um acréscimo ou distorcdo das fun¢bes normais, tais como:
alucinacdes (percepcao irreais que podem ocorrer em qualquer modalidade sensorial
como auditivas, visuais, olfativas, gustativas e tateis; perturbacées do pensamento
como incoeréncia, desagregacao e falta de légica; comportamento desorganizado,
bizarro ou inadequado; agitacado psicomotora; negligéncia dos cuidados pessoais e
delirios onde ocorre a interpretacdo erronea da realidade dos mais variados temas
como persecutérios, referenciais, somaticos, religiosos ou grandiosos. O delirio
referente a perseguicdo é o mais frequente, onde o individuo acredita que certos
gestos, comentarios, figuras ou outros fatores e estruturas ambientais sé&o
direcionados contra ele (HIGGINS & GEORGE, 2010; SADOCK; SADOCK & RUIZ,
2017).

Os sintomas negativos ocorrem na fase inicial da doenca e podem coexistir
com 0s sintomas positivos e tipicamente persistem apos tratamento e tendem a ser
mais comuns em pacientes mais velhos do que nos mais jovens. Estes sintomas estao
relacionados as situacdes que param de acontecer, onde ocorre limitacdes da
intensidade e amplitude como da afetividade, ocorrendo o embotamento afetivo; da
fluéncia e produtividade do pensamento, pobreza da fala e de contetudo (alogia);
incapacidade de iniciar e persistir em atividades dirigidas aos objetivos (avolicado);
auséncia de sentimento de prazer em fazer algo (anedonia); isolacionismo; e prejuizo
atencional (KAPLAN & SADOCK, 2008; GABARDO, 2016; SADOCK; SADOCK &

RUIZ, 2017) confome mostrado na figura 2.
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Figura 2: Sintomas positivos e negativos da SCZ
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Além dos sintomas classicos da SCZ, existem 0s sintomas cognitivos
relacionados ao processamento de informacgdes, pois a cognicdo esta relacionada
com a forma como o cérebro trabalha na aprendizagem, classificacdo e uso de
informacdes. O individuo com SCZ tem dificuldades com sua memoria de trabalho,
nao sendo capaz de manter o controle de diferentes tipos de fatos, ao mesmo tempo,
como anotar um namero de telefone e seguir instru¢cées (GABBARD, 2016).

Os sintomas do paciente ocorrem de maneira peculiar e podem variar com o
passar do tempo, como alucinacdes intermitentes, capacidade laborativa e interacéao
social, alteracbes do humor, que podem ir e vir durante o curso da doenca. Para
diagnosticar a doenca, é necessario a presenca de pelo menos dois sintomas
psicéticos, durante no minimo um més em um periodo de pelo menos seis meses
(DSM, 2014; FUENTES et al., 2013; SADOCK; SADOCK & RUIZ, 2017).
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1.3.4 Etiologia da SCZ: principais teorias

As causas da SCZ sdo ainda desconhecidas, contudo, sabemos que é uma
patologia complexa e multifatorial, embora haja consenso em atribuir a
desorganizacado da personalidade, a interacao de variaveis culturais, psicologicas e
biolégicas, entre as quais destacam-se as de natureza genética.

Varias sao as teorias que tentam explicar a etiologia da SCZ, como a teoria
genética, neurobioldgica, neurodesenvolvimental e estrutural. A Tabela 1 apresenta
uma sintese das principais teorias baseada em informacdes apresentadas no DSM-
V.

Tabela 1: Sintese das principais teorias da esquizofrénia, SCZ

Teoria Genética
A contribuicao relativa de fatores genéticos envolvidos na SCZ foi estimada em até 80% a
partir de estudos em gémeos dizigéticos e monozigéticos. O modo de heranca € complexo,
nao-mendeliano e, na maioria dos casos, envolve a acdo combinada de um grande nimero
de genes (GIEGLING, et al., 2017). Assim, a SCZ € considerada uma doenca poligénica
complexa, onde mais de 3.000 genes candidatos ja foram relatados, a maioria dos quais
sendo mencionados apenas uma vez. Genes localizados em varios cromossomos tém sido
implicados com a génese da patologia: 1, 6, 8 ,13, 15 e 22. Os genes de susceptibilidade
para a SCZ sao, muito provavelmente, os situados no cromossoma 6p22.1, (YOON et al.,
2016). Os alelos de risco identificados até agora também tém sido associados a outros
transtornos mentais, incluindo o transtorno bipolar, depressdo e transtorno do espectro
autista (DSM, 2014). Individuos que possuem parentes em primeiro grau com SCZ possuem
um risco aumentado em desenvolver a doenca. Esta teoria ndo descarta a relevancia dos
aspectos ambientais que modulam o risco da SCZ (SARIASLAN; LARSSON & FAZEL,
2016). Evidéncias sugerem que a expressdo génica no cortéx pré-frontal apresenta
diferencas entre individuos saudavéis e SCZ (MLADINOQV et al., 2016).
Teoria Neurobioldgica

Considera que a SCZ é causada principalmente por alteragdes bioguimicas e estruturais do
cérebro, devido as disfungbes nos sistemas glutamatérgico, dopaminérgico e
serotoninérgico (GABBARD, 2016).

Os corpos dos neurbnios que sintetizam dopamina estdo localizados,
especialmente no nicleo do estriado ventral; no lobo pré-frontal do cértex
cerebral e no estriado dorsal, os quais fazem parte do sistema
extrapiramidal, sendo assim, a teoria da dopamina considera que as vias
dopaminérgicas cortical, mesolimbica, mesocortical, nigroestriatal e
tuberoinfundibular estdo implicadas na mediacéo dos sintomas positivos
e negativos da SCZ (figura 3). A via dopaminérgica nigroestriatal
também est4 comprometida na SCZ, sendo responsavel por transtornos
Neurobiol6gica | de movimento hipercinéticos, como coreia, discinesias e tiques. Além
Dopaminérgica | disso, ocorre comprometimento também da via mesocortical, a qual esta
relacionada aos sintomas negativos e cognitivos, em consequéncia do
déficit de dopamina no cortex pré-frontal dorsolateral (HILAL-DANDAN &
BRUNTON, 2016).0 desequilibrio da interacdo da dopamina com seus
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receptores afeta outros sistemas de neurotransmissores que interagem
com o Aacido gama-aminobutirico (GABA), serotonina, glutamato,
acetilcolina/receptor nicotinico, neuropeptidios como a substancia P e
neurotensina e o sistema canabinoide (CORDIOLI; GALLOIS & ISOLAN,
2015).

Assim, esta teoria tenta explicar a neurogenese da SCZ, através da acdo
de farmacos antipsicéticos relacionados a sua afinidade com os
receptores dopaminérgicos (receptores D). Quanto maior a afinidade do
farmaco com receptores D, maior sua eficicia na reducéo dos sintomas
da SCZ (ZHUO et al.,, 2017). Os neurbnios do cortex cerebral e
hipocampo, expressam principalmente os receptores D1 e D5 os quais
possuem baixa afinidade com a maioria dos antipsicéticos. Muitas
drogas de abuso elevam os niveis de dopamina ampliando ou
produzindo sintomas psicéticos positivos. A anfetamina, a dietilamida do
acido lisérgico (LSD) e o crack aumentam a sintese de dopamina ou
impedem a sua receptacdo podendo desencadear manifestacbes
paranoides, indistinguiveis de SCZ em pessoas saudaveis (CORDIOLI;
GALLOIS & ISOLAN, 2015). A hipétese dopaminérgica mesolimbica
explica a semelhanca entre os sintomas da SCZ e os efeitos de
psicoestimulantes, sugerindo que outros transtornos mentais ou drogas
psicoativas (incluindo alguns farmacos) estejam relacionados com a
doenca (LULLMANN; MOHR & HEIN, 2017).

Neurobioldgica
glutamatérgica

O glutamato € o neurotransmissor mais abundante no cérebro de
mamiferos cuja funcdo principal € mediar a transmissdo sinaptica
excitatéria por todo o cérebro e na medula espinal. Esta relacionado com
funcdes cognitivas e em especial na aprendizagem e memoria
(HARDINGHAM & DO, 2016; GUYTON & HALL, 2017). Disturbios no
sistema glutamatérgico estdo envolvidos na fisiopatologia da SCZ e de
outras doencas como: epilepsia, isquemias, doenca de Alzheimer e
doenca de Huntington, dependéncia quimica, transtorno obsessivo
compulsivo e transtorno afetivo bipolar (STAAL et al., 2000). Existem
duas categorias de receptores glutamatérgicos: NMDA (N-metil-D-
aspartato), que sao ionotropicos e o0s ndo-NMDA, que sao
metabotrdpicos. Os do tipo NMDA sdo extremamente importantes para
a plasticidade neuronal, e responséaveis pelo potencial de acdo de longo
prazo e excitotoxicidade (GUYTON & HALL, 2017), tendo sido
associados a fisiopatologia da SCZ (GOLUBEVA et al. 2016). A teoria
da hipofuncéo dos receptores NMDA é fundamentada pela evidéncia de
gue antagonistas dos receptores NMDA, como a fenilciclidina (PCP) que
promovem o bloqueio deste receptor e a cetamina, dentre outros,
induzem mudangas comportamentais, como disfuncdo cognitiva e
psicose que se assemelham a SCZ (ARRUDA et al., 2008; OHNUMA;
ARAI, 2011; LIN; LANE; TSAI, 2011; GOLUBEVA et al. 2016) (figura 4).

Neurobioldgica
serotonérgica

A teoria serotoninérgica na SCZ surgiu ao se verificar que certas drogas
alucinégenas, com semelhanca estrutural & serotonina (5-HT) geravam
uma psicose semelhante a SCZ. Estudos realizados por Perkovic e
colaboradores (2016) verificaram niveis elevados de 5-HT nas plaquetas
e no sangue dos pacientes esquizofrénicos, junto com uma reducdo da
atividade da enzima MAO (Monoamino Oxidase), responsavel pela
catalise da 5-HT (PERKOVIC et al., 2016). A serotonina induz efeito
modulador inibitério nos neurbnios dopaminérgicos de tipo D2 do
estriado e da substancia negra, sendo assim, as alteracdes dos
mecanismos serotoninérgicos no cortex pré-frontal dos esquizofrénicos
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podem resultar em uma hiperfungdo dopaminérgica (SVOB; PIVAC &
MUCK-SELER, 2016) (figura 4).

Teoria neurodesenvolvimental e estrutural

Considera que a SCZ é fruto da interacdo entre fatores genéticos e ambientais ao longo do
desenvolvimento do sistema nervoso, a qual pode aumentar a suscetibilidade para o
aparecimento da doenca (ANSEN-WILSON & LIPINSKI, 2016). Esta hipétese baseia-se no
fato de que o cérebro de individuos esquizofrénicos apresenta reducéo de volume, peso e
das areas frontais e temporais, diminuicdo no nimero e tamanho dos neurénios, além disso
€ eletricamente diferente, apresentando potenciais elétricos maiores em repouso que o
cérebro padrao, que seria de 20 microvolts. Este estudo apoia a ideia de hipofuncédo do
cortex frontal (GABBARD, 2016).

Alteracdes
associadas ao
periodo
embrionario e
primeira
infancia

O desenvolvimento neuronal ocorre em varias fases, como a proliferacao
celular dos neur6nios, células da glia, a migracédo celular, a diferenciacao
morfoldgica e bioquimica e a formacao de sinapses e depende da carga
genética individual, mas podem ser moduladas por fatores ambientais. O
ambiente aumenta o fator de risco de SCZ principalmente durante o
periodo pré-natal ou perinatal de vida sugerindo que esta patologia pode
ser um transtorno do desenvolvimento neural, uma vez que 0s sintomas
ocorrem mais tarde (GABBARD, 2016). Assim, doencas cronicas
presentes na mae, como € o caso de gestantes diabéticas ou com hiper
insulinemia que leva ao aumento dos niveis plasmaticos de cortisol
(KONTOANGELOS et al, 2015), desnutricdo (macro e micronutrientes,
em especial zinco, cobre, magnésio, potassio e vitaminas B3, B6, B12 e
C) (LIM et al., 2016), infec¢Bes virais causadas pelo HIV (WANG et
al.2017), Herpes Zoster (YAVARIAN et al., 2015), hepatite (TANG, et al.,
2016) ou infeccbes causadas por parasitas como o Toxoplasma gondii
(HAMDANI et al.,, 2017) poderiam alterar a programacdo do
desenvolvimento neural predispondo o individuo a SCZ. Nascimento
prematuro ou de conceptos com baixo peso (< 2,400 kg), traumatismos
pré, peri e pés-natal como sofrimento fetal, trabalho de parto prolongado,
ruptura prematura do saco gestacional, complicacbes com o cordao
umbilical também aumentam o risco de SCZ. (BYRNE et al., 2007;
MORGAN et al., 2012).

Fatores socio-
ambientais

O sono de baixa qualidade esta associado a perdas neuronais, devido a
reducdo na sintese de melatonina, promovendo reduc¢do da memoria e
aprendizado (ANDORKO et al., 2017). A poluicdo ambiental com metais
pesados contamina os alimentos os quais sdo consumidos pela gestante
e esses metais irdo afetar a formacdo cerebral do feto de forma
irreversivel, como também as camadas de neurdnios. Estas criancas
apresentarao rendimento escolar baixo, baixa autoestima e fazendo com
que, quando adolescente, tenham mais fatores coadjuvantes para a
eclosdo da doenca predisposta (BROWN, 2011). Criangas que passam
periodos longos de estresse pessoal ou familiar, podem ter transtornos
esquizofrénicos ao longo de sua vida ou tornar-se um adulto
esquizofrénico porque o cérebro ainda em formagéo, exposto a estresse
de longo periodo, tem sua formacgéo alterada no sistema limbico o qual
compreende estruturas cerebrais responsaveis por comportamentos
sociais, afetivos, sexuais, aprendizagem, memoéria e motivagado
(SHIRAKAWA; CHAVES & MARI, 2015).
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Figura 3: Hip6tese neurobiol6gica dopaminérgica da SCZ
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Esta hipotese sugere que os efeitos positivos da SCZ estédo associados com 0 aumento nos niveis de
dopamina (DA) na regido mesolimbica (A). J& os sintomas negativos sdo resultado direto de baixa
guantidade de DA no tronco cerebral que leva a uma atividade baixa do cértex frontal (B).
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Figura 4: Sintese das hipoteses neurobioldgicas da SCZ
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1.4 TERAPEUTICA NA SCZ

A SCZ estd intimamente associada a sintomatologia psicética, que também
pode estar presente em outras doencgas psiquiatricas como 0 transtorno bipolar.
Diante do que esta relatado em estudos prévios, postula-se que a fisiopatologia da
SCZ é explicada pela combinagdo de hiperfungcdo da dopamina e hipofung¢do do
glutamato no sistema neuronal, juntamente com um envolvimento dos receptores da

serotonina (5HT2A) e um desbalanco entre esses receptores com 0s receptores
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dopaminicos (D2) (GABBARD, 2016). Desse modo, o controle de surtos psicoticos
implica em multiplas abordagens, incluindo medicamentos e intervengbes
psicossociais, sendo o tratamento de escolha o uso dos antipsicoéticos (AP) (TANDON;
NASRALLAH; KESHAVAN, 2010; SADOCK; SADOCK & RUIZ, 2017).

O tratamento farmacoldgico € o principal alicerce para o controle das crises e
para a prevengdo de surtos esquizofrénicos e na psicose associada a outros
transtornos psiquiatricos. A medicacdo prescrita deve ser administrada de modo
continuado a fim de atenuar os sintomas psicéticos (GABBARD, 2016; GALLING et
al., 2017).

1.4.1 Antipsicoticos (AP)

Os farmacos AP, também chamados de neurolépticos, foram descobertos em
1952 e sao utilizados para varias neuropatologias como a SCZ, episédios de mania,
psicoses organicas, transtornos comportamentais e violéncia impulsiva, possuindo
assim um fundamental papel no processo de desinstitucionalizacdo ou seja,
possibilitam a reabilitacdo de pacientes em estado cronico que durante décadas
viveram em manicémios (MUESER & MCGURK, 2004; BRASIL, 2013; CORDIOLI;,
GALLOIS & ISOLAN, 2015). Os AP dividem-se em dois grupos distintos: tipicos ou de
primeira geracao (APGs) e atipicos ou de segunda geracdo (ASGs) (GABBARD,
2016).

Os APGs estdo associados a melhora de sintomas positivos como delirios e
alucinacdes, porém acarretando em uma série de efeitos adversos como sintomas
parkinsonianos agudos e crbénicos como distonias e discinesias tardias e no
desenvolvimento de sintomas negativos e depressivos (BRESSAN et al., 2002;
KOSTER; CARBON & CORRELL, 2014), os quais podem ser tratados com farmacos
anticolinérgicos (BRASIL, 2013; KATZUNG & TREVOR, 2017).

Os APGs tém maior afinidade pelos receptores dopaminérgicos D2, agindo ao
nivel dos receptores D2 pds-sinapticos da dopamina, sendo que o bloqueio pos-
sinaptico destes receptores esta relacionado a melhora dos sintomas psicoticos e
cognitivos (MISHARA & GOLDBERG, 2004; GALLING et al., 2017), conforme figura
5.
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Figura 5: Mecanismo de ac¢do dos antipsicoéticos de primeira geracdo (APGS)
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Fonte: Adaptado de Carbon & Correll (2014).

O bloqueio desses receptores no nucleo estriado determina o surgimento de
sintomas parkinsonianos agudos, os chamados sintomas extrapiramidais (SEP), além
de sintomas cronicos, tais como distonias e discinesias tardias, comprometendo a
adesao do paciente ao tratamento. Adicionalmente, o bloqueio dopaminérgico frontal
esta associado ao desenvolvimento de sintomas negativos e depressivos (BRESSAN
et al., 2002; CORDIOLI; GALLOIS & ISOLAN, 2015).

Os APGs séo classificados em fenotiazinas (como exemplo a clorpromazina),
butirofenonas, difenilbutilpiperidinas, tioxantenos e benzamidas substituidas,
representados pela clorpromazina, haloperidol, flupentixol, fluspirileno, sulpirida,
levomepromazina, clorprotixeno, entre outros (LULLMANN; MOHR & HEIN, 2017).

Os ASGs fazem parte do arsenal terapéutico a partir dos anos 90 do século
passado, agem via antagonismo do receptor D2 de dopamina, e com maior afinidade
do receptor 5-HT-2A de serotonina, apresentando uma melhora nos chamados
sintomas negativos da SCZ como o isolamento social, apatia, indiferenca emocional
e pobreza de pensamento (HILAL-DANDAN & BRUNTON 2016).

Esses efeitos benéficos ocorrem pela atividade desses farmacos nas

viasnigroestriatal e mesocortical (RANG, 2016). Adicionalmente, induzem menos



33

efeitos extrapiramidais como a acatisia (transtorno de movimento relacionado ao
sistema motor e caracterizado por sensacdo subjetiva de inquietude interna,
irritabilidade ou disforia que podem ser intensas) e parkinsonismo (SILVA, 2010).

ASGs induzem menor risco de SEP e de discinesia tardia, porém seu uso a
longo prazo pode induzir distarbios metabdlicos, como o aumento de peso,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperglicemia e sindrome metabdlica,
oferecendo um maior risco de mortalidade por eventos cardiovasculares que os APGSs.
Como ja foi dito anteriormente, os ASGs ndo sédo uma classe homogénea em relacao
a tolerabilidade e seguranca, e isso reflete-se também no perfil de risco de eventos
adversos metabolicos (ELKIS et al, 2008).

Os ASGs sao caracterizados pela baixa incidéncia de efeitos adversos
extrapiramidais (CASTRO & ELKIS, 2007; MELTZER et al., 2010). Seu mecanismo
de acéao consiste no efeito antagonista aos receptores dopaminérgicos D2, possuindo
uma maior afinidade aos receptores serotoninérgicos e sua eficacia acaba por mostrar
a importancia de sistemas ndo dopaminérgicos no tratamento de transtornos
psicoticos.

Os farmacos representantes dos ASGs incluem, clozapina, olanzapina,
guetiapina, risperidona, amisulprida, aripiprazol, sertindol, zotepina e a ziprasidona
(HILAL-DANDAN & BRUNTON 2016; KATZUNG & TREVOR, 2017).

1.4.2 Efeitos adversos de AP

A SCZ é um dos transtornos mentais mais debilitantes em todo mundo e os
pacientes portadores dessa doenca geralmente apresentam-se acima do peso e com
diversos disturbios metabolicos relacionados a obesidade. Além disso, esses
pacientes tem uma expectativa de vida reduzida, onde 75% de todas as mortes em
pessoas com SCZ sdo causadas por doencas cardiovasculares (BRESEE et al., 2011,
HJORT et al., 2014; BROWN et al., 2010).

A prevaléncia de diabetes tipo 2 é aumentada duas vezes em pessoas com
SCZ (HOLT & MITCHELL, 2015). Obesidade e Sobrepeso estdo presentes em 40-
60% dos individuos com SCZ e contribuem para altas taxas de morbidade e
mortalidade (FILHO, 2006; ZORTEA et al., 2009; BAKKER et al., 2010). Estudos
indicam que a obesidade € duas a trés vezes mais prevalente entre as pessoas com

SCZ do que na populacdo geral, além de alta prevaléncia de dislipidemias
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(HENDERSON et al., 2005), e de fatores de risco independentes, como a hipertensao
e tabagismo (ZORTEA et al., 2009; HOLT & PEVELER, 2009).

As razdes para o aumento da obesidade e sobrepeso em portadores de SCZ,
estdo relacionadas aos fatores ambientais, como a ma alimentacdo e inatividade
fisica, bem como a doenca e os efeitos do tratamento farmacoldgico. Entretanto,
também tem sido observado que o ganho de peso é um efeito adverso comum da
medicacdo antipsicética, afetando entre 15 e 72% dos pacientes (CITROME et al.,
2011). A maior parte do ganho de peso ocorre no inicio do tratamento, com 37 a 86%
dos que sofrem um primeiro episédio de psicose, também experimentando mais de
7% de ganho de peso em 12 meses (KAHN et al., 2011) ocorrendo com frequéncia
dentro de 12 semanas do inicio do tratamento. Estudos observacionais a longo prazo
sugerem que o ganho de peso continua por pelo menos 4 anos, embora a um ritmo
mais lento (KINON et al., 2011).

Portadores de SCZ apresentam maior preferéncia para o consumo de uma
dieta rica em gordura e carboidratos refinados, contendo menos fibra, frutas e legumes
do que a da populacdo em geral (MCCREADIE et al., 1998; GOSSAGE-WORRALL et
al., 2016). A inatividade fisica, a privacdo social e urbana vivida por esquizofrénicos
podem contribuir ainda mais para o aumento da obesidade (GODFREY & JULIEN,
2005; ELMAN; BORSOOK & LUKAS, 2006; GOSSAGE-WORRALL et al., 2016).

Os lipidios e seu metabolismo tem sido ligado a muitos distarbios tanto
somaticos (TANIGUCHI et al., 2013; ASSELIN et al., 2014; MISTNEFES et al, 2014)
guanto neuropsiquiatricos, especialmente em portadores de SCZ (McEWEN &
STELLAR, 1993; WEI et al., 2013; HAMAZAKI et al., 2013; YADAV et al., 2014). A
relacéo bioldgica de distarbios mentais e resposta ao estresse envolvem uma série de
reacdes complexas e neurofisioldgicas interativas no cérebro, com o sistema nervoso
autbnomo, o eixo adrenocortical (HPA), o sistema imune e a adesdo plaquetaria
(PERRY & POLLARD, 1998; MAHADEVAN et al., 2017; COROMINAS-ROSO et al.,
2017). Uma desregulacdo no metabolismo lipidico pode ser particularmente
importante para o desenvolvimento de danos e distarbios no SNC devido sua alta
concentracao lipidica praticamente proxima as concentracdes apresentadas no tecido
adiposo (MOSSNER et al., 2007).

Complicacdes metabolicas em pacientes portadores da SCZ também podem
ser desencadeadas através de uma deficiéncia no estado das prostaglandinas que

leva a uma hiperatividade da enzima fosfolipase A2. Nesse estado a quantidade de
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acido araquidénico (AAr) e eicosapentandico (EPA) diminuem para niveis inferiores
ao limiar da funcao de segundo mensageiro, ja que a forma citosoélica da fosfolipase
A2 favorece cadeias acilo (EGGERS et al., 2012). A hiperatividade desta enzima é
responsavel pela deplecédo de AA e EPA na membrana celular levando ao aumento
da producéo de radicais livres e promotores de peroxidacéo e inflamagéo (RUBESA;
GUDELJ & KUBINSKA, 2011).

Sumiyoshi e colaboradores (2011) relataram que pacientes esquizofrénicos
com concentracdes elevadas de acidos graxos possuem uma pior resposta em tarefas
de padronizadas por um roteiro previamente determinado, porém apresentam
melhores resultados em sintomas positivos.

Um estudo no qual foi realizada a suplementacdo hormonal de
dehidroepiandrosterona resultou na estabilizacdo do indice de massa corporal (IMC),
na circunferéncia de cintura e nos valores de glicemia em jejum de pacientes
esquizofrénicos tratados com olanzapina (HOLKA-PORORSKA et al., 2015).

De acordo com a Chinese Medical Association Diabetes Society (2011) a
melhor opcao de tratamento para a SCZ tem sido o uso de farmacos antipsicéticos a
longo prazo, contudo as manifestacdes de efeitos adversos como o0 ganho de peso,
intolerancia a glicose e piora no perfil lipidico tem sido amplamente relatadas, sendo
gue esses fatores estdo fortemente associados as complicacdes cardiovasculares e a
manifestacao de diabetes. Esses efeitos adversos acabam sendo os principais fatores
para que os pacientes desenvolvam a ndo-aderéncia ao tratamento, ocasionando um
grande desafio aos psiquiatras em compreender esses riscos e monitorar parametros
metabdlicos nos pacientes tratados com este tipo de medicacéo.

Estudo conduzido por Tang e colaboradores (2011) relata que a clozapina é
um dos antipsicoéticos mais utilizados e que apresenta maiores efeitos metabdlicos.

Além disso, um estudo prospectivo de oito semanas buscou realizar o
monitoramento dos niveis glicémicos e lipidicos de 150 pacientes em estagio inicial
de SCZ que ainda ndo haviam sido tratados em trés grupos que passaram por
administracao isolada de olanzapina, quetiapina e aripriprazole. Os niveis glicémicos
nos pacientes tratados com olanzapina aumentaram consideravelmente em
comparacao aos outros antipsicoéticos, sendo os niveis lipidicos encontrados em altas
concentracfes em pacientes que foram tratados com quetiapina e olanzapina. Porém

o aripiprazole garantiu melhores niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL),
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evidenciando possuir menor tendéncia no desenvolvimento de alteracdes no perfil
lipidico em relacdo aos outros farmacos (ZHANG & LAN, 2014).

Alteracbes imunoldgicas presentes na SCZ estdo relacionadas a um
metabolismo prejudicado devido ao comprometimento na secre¢ao de insulina e a
presenca de tecido adiposo excessivo frequentemente associado com sindrome
metabdlica, a qual produz elevados niveis de adipocinas, as quais foram implicadas
na patogénese de doencas metabdlicas incluindo diabetes, hipertensdo e doencas
cardiovasculares (GARCIA-RIZO, 2016; LEE et al., 2017). A fim de aumentar a
eficdcia e minimizar principalmente efeitos adversos, a pesquisa de novos farmacos

AP ainda esta sendo conduzida.

1.4.3 Cloridrato de ziprasidona

O cloridrato de ziprasidona (ZIP) é considerado o AP de mais recente
comercializacéo no Brasil e em paises desenvolvidos como os Estados Unidos. O seu
uso no tratamento de psicoses presentes na SCZ e outras enfermidades psiquiatricas
esta associado a sua eficacia adicional sobre os sintomas negativos e baixo limiar de
alguns efeitos adversos incluindo alteracbes na cognicdo, efeitos motores extra-
piramidais e também disfuncdes neuroenddcrinas encontrados em outros farmacos
AP (SILVA, 2010).

Em termos quimicos, a ZIP € um AP classificado como uma piperazina
benzisotiazdlica que apresenta uma férmula molecular C21H2:CIN4OS, conforme
figura 6, o qual apresenta limiar de efeitos adversos cognitivos, efeitos motores extra-
piramidais e neuro-endocrinos e eficacia adicional sobre sintomas negativos da
mesma maneira que a quetiapina, olanzapinza, clozapina, sertindole, amisulprida e a
risperidona, entre muitas outras substancias novas em fase experimental (SILVA,
2010; GARETH, 2012).
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Figura 6 — Estrutura quimica da ziprazidona
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Possui uma alta afinidade a receptores dopaminérgicos centrais do tipo D2 e
pelos serotoninérgicos 5Htza, SHtia, SHtip, SHtac, SHts, SHt7, SHtio € moderada ou
baixa acdo de bloqueio de receptacdo de serotonina e noradrenalina. Além disso,
apresenta afinidade moderada por receptores histaminicos H; e muito baixa pelos
muscarinicos Mi, ndo garantindo acdo em receptores alfa-1 (a1) e alfa-2 (a2)
adrenérgicos, possuindo inicialmente como efeito adverso frequiente a sonoléncia,
apesar de nao ocasionar aumento de peso ou hipotenséo postural (KOROLKOVAS &
BURCKHALTER, 2013).

A ZIP diferencia-se dos outros ASGs por apresentar atividade agonista dos
receptores serotoninérgicos 5HT 14 € inibir a recaptagéo de serotonina e noradrenalina,
gue lhe confere ainda efeitos ansioliticos e antidepressivos (STIMMEL; GUTIERREZ
& LEE, 2002).

No Brasil a ZIP € um farmaco registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), Ministério da Saude (n° 105830772) para tratamento das
seguintes enfermidades: tratamento da SCZ, transtornos esquizoafetivo e
esquizofreniformes, estados de agitacdo psicética e mania bipolar aguda, para
manutencdo da melhora clinica e prevencdo de recidivas durante a continuacédo da

terapia e tratamento de manutencao em pacientes com transtorno bipolar, em adultos;
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tratamento de manutencao, em associacao com litio ou &cido valproico, em pacientes
com transtorno bipolar tipo I.

Esse é um psicofarmaco que esta incluido na lista de Assisténcia Farmacéutica
do Sistema Unico de Salde (SUS) sendo disponibilizado por meio do Componente
Especializado da Assisténcia Farmacéutica (CEAF) para o tratamento de: SCZ, em
especial a SCZ refratéria.

As vias de administracdo da ZIP sao orais e parenterais conforme o tipo de
doenca psiquiatrica. Em pacientes adultos esquizofrénicos a ANVISA orienta uso de
uma dose maxima de 80 mg a cada 12 horas. Orienta-se também que este
medicamento seja tomado junto com alimentos. Em pacientes com transtorno bipolar
recomenda-se a dosagem de 40-80 mg duas vezes ao dia e combinado com litio ou
acido valproico. Em criancas ndo existem estudos de eficacia e seguranca para 0 uso
deste farmaco e em idosos > 65 anos a dose deve ser ajustada conforme o paciente
(LABORATORIO FARMACEUTICO DA MARINHA, 2015). No Brasil € comercializado
como um medicamente genérico ou com 0 nome comercial Geodon®.

Em relacéo a sua farmacocinética, a ZIP possui meia vida de cinco a dez horas
alcancando niveis plasmaticos estaveis de concentracdo em dois a trés dias com
pouca variabilidade entre a idade e o sexo dos pacientes (WILNER et al., 2000) e sua
excrecao é inferior a 5% pela urina e pelas fezes sem quaisquer modificacdes (RANG,
2016).

Apoés a sua metabolizacdo ocorre a formacao de quatro principais metabdlitos
da ZIP que foram detectados em estudos utilizando células microssomais hepaticas
de seres humanos como o sulféxido de benzotiazol piperazina, sulfonato de
benzisotiazol piperazina, sulfoxido de ziprasidona e s-metildiidroziprasidona (MIAO et
al., 2005; DARWISH et al., 2014).

E um farmaco lipofilico o qual deve ser administrado junto as refei¢ées, por alta
capacidade de absorcéao junto aos alimentos, permanecendo com sua farmacocinética
inalterada quando usada concomitantemente com medicamentos antiacidos como
cimetidina ou suspensdes a base de hidréxido de aluminio e magnésio (KEFELIOGLU
et al., 2016).
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Alguns estudos pilotos utilizando uma formulacdo de acdo rapida a nivel
parenteral, mostrou sua eficacia com dosagens de 10 a 20 mg no controle de agitacdo
de pacientes com sintomas agudos sem causar distonia e sedacdo (LESEM et
al.,2001). Diferentemente de outros antipsicGticos atipicos, ha relatos de que a
ziprasidona nao contribui no aumento de peso a médio e longo prazo (WETTERLING,
2001).

Apesar da ZIP possuir menor impacto sobre o sistema neuro-endécrino que
leva a enfermidades metabolicas e cardiovasculares, estudos tém descrito efeitos
adversos que sao sintetizados na Tabela 2.

Apesar do nimero elevado de relatos de efeitos adversos associados ao uso
da ZIP e outros antipsicaticos a ZIP possui um menor risco de obesidade, diabetes e
outras doencas metabolicas (DIETRICH-MUSZALSKA; KOPKA & KWIATKOWSKA,
2013; RANG, 2016). Entretanto, estudos tém relacionado o uso da ZIP associado a
resposta inflamatoria e outros efeitos imunes indesejaveis como respostas alérgicas,
urticaria difusa (AKKAYA et al.; 2007) e reacdes de hipersensibilidade (KIM et al.,
2014). Além disto, tem sido relatado que a ZIP possui efeito genétoxico em células
mononucleares do sangue periférico (CMSPs) (KEFELIOGLU et al., 2017), induzindo
também aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica plasmatica (DIETRICH-
MUSZALSKA; KOPKA & KWIATKOWSKA, 2013).
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Tabela 2: Principais efeitos adversos da ziprasidona (ZIP)

Ocorréncia

Principais sintomas

> 10% dos pacientes

1a10%

Distlrbios sistema
imune
Disturbio sistema

nervoso

Disturbios
cardiovasculares e
vasculares
Disturbios

gastrointestinais

SCZ: Sonoléncia (esquizofrénia); transtorno bipolar:  Acatisia,
tontura, sindrome extrapiramidal, dor de cabeca, sonoléncia,
nausea

SCZ: Agitacao, insbnia, acatisia (incapacidade de se manter quieto),
tontura, distonia (contracdo involuntaria lenta e repetida da
musculatura), sindrome extrapiramidal (sindrome que provoca falta
de coordenacdo motora, desequilibrio e perda do controle sobre o
movimento muscular), dor de cabeca, hipertonia (aumento da
contracdo muscular), tremor, visdo anormal, constipacao (prisao de
ventre), boca seca, dispepsia (ma digestao), aumento da salivacao,
nausea, vomito, astenia (fraqueza).

Transtorno bipolar: Distonia, hipertonia, tremor, visdo anormal,
constipacao, astenia

Reacdes alérgicas: dermatites, erupgbes cutaneas; eosofilia;
sintomas inflamatérios sistémicos, febre, hepatite, nefrite,
pneumonite, miocardite, pericadite

Paralisia facial, sindrome neuroléptica maligna (grupo de
manifestacdes clinicas que inclui rigidez muscular grave, alteracédo
do nivel de consciéncia; aumento da temperatura corporal (38-
41°C), taquicardia e insuficiéncia renal e pode ser fatal, sindrome
serotoninérgica (grupo de manifestacdes clinicas que inclui
alteracBes do estado mental como ansiedade, agitacdo, confuséao,
inquietacdo, letargia (cansaco e lentiddo de reacbes e reflexos),
euforia, alucinacdes e até coma,; alteracbes motoras como tremores,
contracdo involuntaria dos mdasculos, incoordenacdo; e outras,
calafrio, sudorese (suor aumentado), , discinesia tardia (movimentos
involuntarios, principalmente dos muasculos da boca, lingua e face,
ocorrendo exterioriza¢éo da lingua com movimentos de um canto a
outro da boca).

Taquicardia, torsade de pointes (arritmia cardiaca); hipotenséo
postural, sincope, tromboembolismo venoso hipertensao, sincope

Disfagia, inchago da lingua, hipersalivagdo (aumento da producgéo
de saliva), nausea, vOmitos, diarreia (aumento no nimero de
evacuacgOes com fezes liquidas), cAimbras abdominais (célicas)

Fonte: (Adaptado do Laboratorio Farmacéutico da Marinha, 2015; Katzung & Trevor, 2017).
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1.5 O METABOLISMO OXIDATIVO ASSOCIADO A SCZ

Alteragbes no metabolismo oxidativo tém sido associadas a doengas
psiquiatricas, incluindo também sintomas como a psicose. Por exemplo, a SCZ
apresenta uma fisiopatologia complexa que abrange néo s6 as alteracdes a nivel dos
neurotransmissores, referidos na etiologia da SCZ, mas outras rotas etiol6gicas como
0 processo oxidativo (KOGA et al., 2015; OWEN; SAWA; MORTENSEN, 2016),
inflamatério (SIROTA et al., 2015; OWEN; SAWA & MORTENSEN, 2016), dentre
outros.

Varios parametros relacionados a patogénese da SCZ, como idade na fase
inicial da doenca, gravidade dos sintomas, presenca de sintomas negativos e subtipo
da doencga, estdo associados com o nivel de estresse oxidativo e ndo apenas com a
presenca da doengca em si, embora ndo exista evidéncia em relagdo ao tempo de
doenca (PAZVANTOGLU et al., 2009; SHIRAKAWA; CHAVES & MARI, 2015).

Em relacdo ao metabolismo oxidativo, 0 organismo produz constantemente
espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas como peréxido de hidrogénio (H20,),
radical superoxido (Oze -), radicais hidroxila (OH ). Também produz espécies reativas
de nitrogénio (ERNSsS) incluem o oxido nitrico (ON) e peroxinitrito (ONOO-)
(NORDBERG; ARNER, 2001; DO et al., 2009). Em niveis baixos e controlados muitas
destas moléculas sé&o importantes sinalizadoras de rotas metabdlicas celulares. As
concentracdes basais das EROs séo importantes para a manutencdo da homeostase
do organismo, pois 0 H-O2 e 0 ON atuam como sinalizadores celulares de proliferacéo,
migracao, sobrevivéncia e diferenciacéo celular (MACHADO, 2015).

Entretanto, a elevacdo nos seus niveis pode gerar o que se conhece como
“estresse oxidativo”. Assim, para controlar os niveis de EROs e ERNs existem vérios
mecanismos celulares de defesa antioxidante existentes para compensar a producao
de EROs e ERNSs, incluindo vias enzimaticas e ndo enzimaticas (NORDBERG &
ARNER, 2001). A via enzimatica é representada pela enzima superéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e os antioxidantes né&o
enzimaticos que incluem glutationa (GSH), acido ascoérbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), carotendides e flavondides (DO et al., 2009; YAO & KESHAVAN, 2011;
MAGALHAES et al., 2016).

A SOD catalisa a converséo de Oz* - em H20.. Tanto a CAT como a GSH-Px

convertem o H-O2 em dgua e oxigénio. O GSH reduzido € oxidado por GSH-Px a GSH
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oxidado. A GSH-Px também converte o nitrato em nitrito. O nitrito € frequentemente
utilizado como um marcador para a atividade de ON. Os radicais hidroxila, produzidos
a partir de H202 e ON, promovem apoptose, danos ao &cido desoxirribonucléico
(oxDNA), carbonilacéo de proteinas e peroxidacgéo lipidica. A vitamina E agindo como
antioxidante, pode inibir a peroxidacao lipidica. Por sua vez, os radicais de vitamina E
resultantes podem ser reciclados pela acao da vitamina C. As substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) como o malondialdeido (MDA) s&@o produtos finais
importantes da peroxidacao lipidica (FLATOW; BUCKLEY & MILLER, 2013).

As lesdes no DNA sdo uma constante na SCZ (SIMSEK et al.,, 2016;
CALABRESE et al., 2017). Eventos quimicos que levam a estes danos incluem
hidrolise, oxidacéo e ataques eletrofilicos (alquilacdes) a cadeia do DNA (MARNETT
& PLASTARAS, 2001).

A bioquimica celular normal promove espécies que podem ocasionar danos no
DNA através de quebras (simples ou duplas), danos alcali-labeis, crosslinks e quebras
resultantes de reparo por excisdo. As EROs provocam no DNA danos nas bases
nitrogenadas, purinicas e pirimidinicas, no acucar desoxirribose e nas ligacdes
cruzadas DNA-proteina. Estas lesdes estdo associadas a formacdo de mutacdes e
perda da integridade do DNA (GOETZ e LUCH, 2008; VESKOUKIS, TSATSAKIS e
KOURETAS, 2011; ALl et al., 2017).

As principais alteracdes no DNA ocorrem quando o radical hidroxil reage com
a ligacdo dupla C5-C6 das pirimidinas formando timina ou citosina glicéis. Quando o
excesso de hidroxila (HO*) e oxigénio singlete (*O2) atinge a base guanina, esta se
transforma em uma base modificada a 8-Oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-
oxodGuo), que é um marcador da oxidacdo do DNA (DONE 2006; DI MINNO et al.,
2017).

As células do sistema nervoso central (SNC) sdo mais vulneraveis aos efeitos
toxicos das EROs do que as de outros 6rgaos do corpo, pois 0 mesmo apresenta uma
alta taxa de atividade metabdlica oxidativa, alto consumo de oxigénio, baixos niveis
de enzimas antioxidantes protetoras, uma area extensa de superficie da membrana
gue envolve um grande volume citoplasmatico do neurénio e uma rede anatbmica
neuronal vulneravel a ruptura. A alta proporgéo de &cidos graxos poliinsaturados de
membrana facilmente oxidaveis (PUFAS) e presenca de metais redox-ativos como o
fon cobre (Cu*?) e ion ferro (Fe™?) promovem a formacdo de moléculas altamente
instaveis (DO et al., 2009; PADURARIU et al., 2010).
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Quando ocorre estresse oxidativo as células podem apresentar alteracdes
citofuncionais, incluindo na producdo dos neurotransmissores associados a SCZ,
como a dopamina e o glutamato. Assim, a falha das defesas antioxidantes para
protecdo contra a geracdo destas espécies resultard em danos oxidativos de lipidios,
proteinas,carboidratos, enzimas celulares e DNA, com a consequente disfuncédo que
pode afetar a neurotransmisséo e, em Ultima analise, exacerbar a sintomatologia da
SCZ (YAO & KESHAVAN, 2011).

Na realidade, existem neurotransmissores auto-oxidaveis, como a dopamina,
epinefrina e norepinefrina, que podem gerar grandes quantidades de H>O», enquanto
qgue a disfuncdo de mitocéndrias neuronais pode também gerar niveis elevados de
O2¢- (HALLIWELL, 2001; FLATOW,; BUCKLEY & MILLER, 2013). Evidéncias tém
mostrado que pacientes portadores de SCZ, desde o inicio da doenca e antes de
gualquer protocolo de tratamento, apresentam aumento no estresse oxidativo e
peroxidagéo lipidica e baixos niveis das enzimas antioxidantes e da capacidade
antioxidante total quando comparados a controles saudaveis.Essa condi¢ao piora com
o0 aumento da idade, tabagismo, escolaridade, estilo de vida, e nos estagios crénicos
da SCZ, (MICO et al., 2011).

Ja areducao nos niveis das enzimas antioxidantes especialmente da SOD, tem
sido associada com a ocorréncia dos sintomas positivos da SCZ em pacientes néao
tratados. Entretanto, o tratamento com alguns psicofarmacos, como o haloperidol
pode aumentar os niveis desta enzima antioxidante (FENDRI et al., 2006).

A producdo de EROs na SCZ pode ser gerada pela hiperatividade da
transmissao dopaminérgica no receptor D2 (ZHUO et al., 2017), onde o metabolismo
enzimatico da dopamina acarrete a geracdo de H»O: através da auto-oxidacdo da
dopamina que resulta na producdo dopamina quinonas e Oz - (BOSKOVIC et al.,
2011). Essas EROs podem interagir com SOD e glutationa, gerando reducdo nos
niveis dos antioxidantes disponiveis (BITANIHIRWE & WOO, 2011, MAGALHAES et
al., 2016).

Apesar de estar postulado que alteracdes no metabolismo oxidativo estdo
associados a SCZ, e em especial a psicose, estudos envolvendo o estresse oxidativo
e acao dos antioxidantes ainda sao discordantes, talvez em virtude da complexidade
envolvendo a SCZ (SAWA & SEDLAK, 2016). Huang e colaboradores verificaram que
ndo houve diferenga significativa dos niveis séricos de substancias reativas ao

TBARS apds quatro semanas de tratamento de antipsicoticos, incluindo
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clorpromazina, haloperidol, risperidona e clozapina entre pacientes esquizofrénicos e
individuos saudaveis (HUANG; LIOU & LIN, 2010).

A pesquisa realizada por Chittiprol e colegas (2010) através da mensuracao
dos niveis de neopterina, um nucleotideo de purina, mostrou que o tratamento com 0s
antipsicéticos levou ao aumento significativo dos niveis de antioxidantes sugerindo
qgue o uso de antipsicéticos poderia diminuir o estresse oxidativo e modular a
expressdo de enzimas antioxidantes. Outro estudo comparativo realizado por Ali e
colaboradores (2017), utilizando soro de pacientes esquizofrénicos (ambos 0s sexos)
e controles comparou 0s niveis de marcadores oxidativos como TBARS,
metaloproteinases da matriz 9 (MMP-9) e marcadores inflamatérios como a
interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a proteina c reativa
(CRP) entre os dois grupos. Os resultados mostraram que os pacientes portadores de
SCZ apresentaram niveis elevados destes marcadores oxidativos em relagcdo ao
grupo controle. Entretanto esta associacdo foi mais forte nos pacientes do sexo
masculino onde foi encontrado niveis elevados de MMP-9 e fator neurotrofico derivado
do cérebro (BDNF), sugerindo assim que a SCZ também possui 0 sexo como fator

determinante para o nivel de intensidade da doenca.

1.5.1 O papel do polimorfismo Vall6Ala-SOD2 na SCZ

A teoria do neurodesenvolvimento da SCZ tem sugerido que niveis elevados
de EROs e diminuidos da enzima superéxido dismutase dependente de manganés
(MnSOD ou SOD2) poderiam estar associados com o desenvolvimento dessa doenca.
Para testar esta hipétese, alguns grupos de pesquisa tém investigado a associacao
entre o risco de SCZ e um polimorfismo pontual localizado no gene humano da SOD2
(rs4880).

A SOD2 é uma enzima que atua na dismutacdo do anion Oz - em H2O2 no
interior da mitocéndria. Esta organela é a que mais produz O»e - via escape de elétrons
durante as reacdes mitocondriais, em especial a cadeia fosforilativa relacionada a
producdo do ATP a partir de glicose e oxigénio. Neste processo, cerca de 5% do
oxigénio perde dois elétrons na ultima camada e se transforma no Oz - que € uma

ERO. Essa ERO é entdo substrato da enzima GSH-Px que também atua dentro da
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mitocOndria para transformar o H202 em &gua e oxigénio (revisdo em BRESCIANI et
al., 2013).

Como a SOD2 é uma enzima produzida a partir de um gene nuclear,
inicialmente é sintetizada uma proteina SOD2 inativa que possui uma sequéncia
peptidica Mitochondrial Target Sequence (MTS) que direciona a proteina para a
membrana interna mitocondrial onde a enzima torna-se ativa. O polimorfismo ocorre
no cédon 16 da sequencia MTS levando a substituicdo de uma valina por uma alanina
gue, modifica a conformacao proteica da SOD2. Como a SOD2 produzida pelo alelo
valina tem a forma de beta-lamina, ela fica parcialmente retida na membrana interna
mitocondrial e este fendbmeno faz com que a enzima seja menos eficiente. Por outro
lado, a presenca da alanina faz com que a proteina SOD2 possua uma forma alfa-
hélice permitindo a entrada facil da mesma para o interior da mitocéndria. Estima-se
gue o genotipo alanina-alanina (AA) produza uma enzima 40% mais eficiente que o
genotipo homozigético valina-valina (VV) (BRESCIANI et al., 2013, 2015).

Ao contrario do que se possa pensar, a maior eficiéncia da enzima relacionada
ao genotipo AA nao € benéfica a célula e ao organismo. Isto porque, o aumento dos
niveis de H>0O2 ndo sdo acompanhados pelo aumento da GSH-Px. Como o H:O; é
mais soluvel em membranas, o excesso desta ERO extravasa para o citoplasma, onde
reage com ions metais como o cobre e zinco (reac¢do de Fenton) produzindo hidroxila
(OH-). Ao contréario do O2* - e H202, a OH * ndo possui enzimas especificas que a
catalisem, apenas 0 sistema antioxidante exdégeno consegue neutraliza-la, e por
também ser uma molécula altamente reativa 0 aumento nos seus niveis pode causar
danos extensivos a célula, em especial ao DNA. O radical OH « tem alta afinidade com
o DNA causando quebras e mutacdes. Por este motivo, estudos epidemioldgicos tém
descrito associacdo entre alguns tipos de cancer (mama, préstata, pulmdo) com o
gendtipo AA (BRESCIANI et al., 2015).

A associacdo entre estresse oxidativo e SCZ tem subsidiado estudos voltados
a elucidar o papel de moléculas antioxidantes ou pré-oxidantes especificas neste
desbalanco superdxido-peréxido (S-HP). Um estudo conduzido por Michel et al (2004)
avaliou a potencial associag¢do entre a SOD2 e a superdxido dismutase dependente
de zinco (ZnSOD ou SOD1) em tecidos cerebrais post-mortem de pacientes com SCZ
e controles. Os niveis da SOD1 e SOD2 estavam significativamente elevados no
cértex frontal e na substancia inominata nos pacientes com SCZ. Nas demais areas

cerebrais, os niveis destas enzimas foram similares entre os dois grupos.
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O papel dos niveis da SOD2 na SCZ tem sido previamente investigado. Zhang
et al (2013) relataram associacao entre niveis baixos desta enzima e declinio cognitivo
em pacientes esquizofrénicos, principalmente do sexo masculino. Uma investigacéo
conduzida por Reyazuddin et al (2014) também descreveu niveis menores das
enzimas SOD e GSH-Px em pacientes esquizofrénicos em relagdo a um grupo
saudavel.

Zhang et al (2014) também relataram associacdo negativa entre os niveis
séricos do BDNF e plasmaticos da enzima SOD em pacientes com SCZ. Ja,
comparado com 0 grupo controle, 0s pacientes esquizofrénicos apresentaram niveis
reduzidos de BDNF e da SOD, e niveis aumentados de lipoperoxidagdo medida pela
concentracao plasmatica do MDA.

Apesar da ocorréncia de associacéo entre niveis da SOD2 e SCZ, o conjunto
dos estudos previamente realizados incluidos na meta-andlise feita por Wang e
colaboradores (2015) sugeriu que nado existiria uma associagdo entre 0 risco
propriamente dito de SCZ e o polimorfismo valina-16-alanina da SOD2 (Vall6Ala-
SOD?2). Entretanto, outros estudos tém associado este polimorfismo com alguns
sintomas da SCZ. Por exemplo, o estudo conduzido por Zhang e colaboradores (2014)
relatou que, apesar de nao ter sido encontrada associacao entre risco de SCZ e o
polimorfismo Vall6Ala-SOD2, pacientes esquizofrénicos portadores do alelo A
apresentaram pior performance cognitivo (principalmente relacionada a atencdo) do
gue o0s que apresentavam o genétipo VV. Como o tabagismo é altamente associado
a SCZ, uma outra investigacdo conduzida por Zhang et al (2016) também descreveu
associacao entre a presenca do alelo A e inicio precoce do habito de fumar. Por outro
lado, Liu et al (2010) descreveram menor quantidade de sintomas negativos da SCZ
e o alelo A.

Apesar de um numero maior de estudos, a associacao entre o polimorfismo
Vall6Ala-SOD2 e sintomas de discinesia tardia (DT) tem sido controversa. Por
exemplo, Hori et al (2000) observou associagéo entre DT e o gendtipo VV, sugerindo
gue o alelo A poderia conferir algum nivel de protecdo em relacdo ao aparecimento
deste sintoma. Outro trabalho, conduzido por Hitzeroth et al (2007) encontrou
justamente um resultado contrario: o alelo V poderia conferir protecdo em relacdo a
presenca e severidade da DT em pacientes esquizofrénicos. J& outras investigagdes
nao observaram associacéo entre DT e o polimorfismo Vall6Ala-SOD2 (ZHANG et al,
2002; PAE et al., 2007; ZAl et al., 2010; LIU et al., 2010). Um outro estudo mostrou
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que antipsicéticos atipicos, incluindo a ZIP foram capazes de restaurar os niveis
destas enzimas antioxidantes e diminuir os niveis de peroxidacao lipidica em ratos
previamente tratados com haloperidol (PILLAI et al., 2007).

O conjunto desses resultados, indica que apesar da SOD2 possuir algum tipo
de relevancia na fisiopatologia da SCZ, em especial o polimorfismo Vall6Ala-SOD?2,
€ necessario esclarecer melhor o seu papel na doenca e na sintomatologia ja que, nos
estudos prévios conduzidos existiam diversos tipos de fatores confundidores, quando
se trata de estudos in vivo, em seres humanos. Por este motivo, investigacdes
utilizando modelos experimentais in vitro podem auxiliar na elucidacdo de alguns
aspectos controversos em relacdo a SOD2 e também em relagdo ao seu potencial

efeito farmacogenético em relacédo a administracéo de farmacos antipsicoticos.

1.6 O METABOLISMO INFLAMATORIO NA SCZ

Outro mecanismo fisiolégico de grande relevancia e que esta associado ao
metabolismo oxidativo é a resposta imune inata. O sistema imunolégico é o
responsavel por defender o organismo contra qualquer agente agressor e envolve a
participacdo de componentes celulares e humorais. Nesse aspecto, existem as
defesas inatas e a adaptativas. A defesa natural ou inata que € a primeira linha de
defesa, compreende a acéo de células, em especial mondcito-macrofagos, (ABBAS;
LICHTMAN & PILLAI, 2015).

Em geral, a resposta inflamatéria inata serve para evitar a invasao de
microorganismos e também quando existe algum nivel de lesédo corporal. Em ambas
as situacdes as células mononucleares periféricas como os macréfagos que derivam
dos mondcitos e os linfécitos T possuem um papel de grande relevancia. No caso de
uma invasao microbiana, os macréfagos residentes no tecido conjuntivo emitem sinais
gue mobilizam macrofagos, linfécitos T e alguns granuldcitos (em especial neutrofilos),
gue saem da corrente sanguinea e vao para o local da invasdo. Na presenca de
microorganismo, 0os macréfagos passam a produzir citocinas inflamatorias como o
interferon gama (IFNy), a interleucina 1B (IL-1B) que, por sua vez estimula a producéo
de citocinas pro-inflamatorias, em especial a IL-6 e o0 TNFa. O aumento nos niveis
destas citocinas permite a fagocitose e destruicao tanto de microorganismos quanto

de células danificadas no tecido injuriado. Quando o macrofago esta produzindo niveis
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elevados destas citocinas proinflamatorias, ele é reconhecido como um macréfago
M1. Por ser um processo intenso, logo a seguir os macrofagos sdo polarizados e
passam a produzir citocinas anti-inflamatérias como a interleucina 10 (IL-10) que ir&
atuar diminuindo os niveis de citocinas proinflamatérias e também induzindo a
regeneracao tecidual a partir da diferenciacdo das células-tronco adultas presentes
no tecido infectado ou lesionado.

Portanto, o processo inflamatorio é fundamentalmente agudo e altamente
regulado, pois se os niveis inflamatérios forem mantidos por muito tempo, estes
podem causar quebra da homeostase corporal predispondo o organismo a disfuncdes
e doencas. Apesar da resposta inflamatéria macrofagocitaria ndo ocorrer dentro do
SNC em decorréncia da Barreira sangue-cérebro, no SNC existem células da
microglia que possuem fungdo imune similar aos macréfagos. Este € o caso dos
astrocitos que também produzem citocinas pro e anti-inflamatérias. Outro aspecto
importante de ser comentado & que, as citocinas sdo moléculas relativamente
pequenas, e, portanto, conseguem atravessar a Barreira sangue-cérebro. Deste
modo, o0s niveis periféricos destas citocinas podem representar processos
inflamatorios no SNC.

A SCZ tem sido associada a um processo inflamatoério cronico. Os pacientes
portadores desta patologia apresentam anormalidades no sistema imune, onde ocorre
uma condicdo pro-inflamatéria que conduz a uma neuroinflamacdo e, como
consequéncia ocorre a manifestacdo dos sintomas psicopatologicos. A
neuroinflamacédo corresponde a ativacao de células da micréglia que séo as células
inflamatorias residentes no cérebro, podendo também envolver outras células linfoides
gue se infiltram no cérebro, especialmente no hipocampo e tem um papel importante
na SCZ, principalmente durante os estados psicoticos (AGUIAR et al., 2010).

Diante disso, acredita-se que € por isto que maes que acabem sofrendo
processos infecciosos durante a gestagao teriam risco aumentado de filhos com SCZ
(MEYER; FELTON & YEE, 2009).

O aumento dos niveis de mediadores inflamatérios a nivel de SNC pode ocorrer
por dois mecanismos: pode ocorrer devido a um comprometimento da Barreira
sangue-cérebro ou migracéo de células do sistema imune para o SNC e sua posterior
conversdo em microgliocitos. Os microgliocitos sdo capazes de produzir citocinas e
também de estimular outras células, como os astrécitos para produzi-las também
(DEVERMAN & PATTERSON, 2009). Estudos cerebrais realizados através da
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ressonancia magnética, demonstraram a ocorréncia de alteragbes estruturais no
cérebro de doentes com SCZ, sugerindo uma vertente neurodegenerativa nesta
patologia, podendo ser o processo pré-inflamatério um dos mecanismos responsaveis
por esta degeneracao (HILLEKE; HULSHOFF & KAHN, 2009).

A SCZ parece estar relacionada com um desequilibrio nos niveis de citocinas,
provocando reducao das citocinas anti-inflamatérias como a interleucina 4 (IL-4) e IL-
10 e aumento das citocinas proé-inflamatérias como interleucina 2 (IL-2), IL-6,
interleucina 8 (IL-8), TNFa, IFNy (ZHANG et al., 2004; CHASE et al., 2015), sendo a
IL-6 demonstrada consistentemente (SAWA & SEDLAK, 2016). Adicionalmente, ocorre
aumento de células Thl e Th2 e da CRP. Ja o aumento da CRP, um marcador de
inflamacéo associado a infec¢gdes cronicas e condi¢des inflamatorias, esta associado
a prejuizos cognitivos, mas ndo a sintomas psiquiatricos (AGUIAR et al., 2010;
KOOLA, 2016).

Também ja foi evidenciado niveis elevados de IL-1, citocina pré-inflamatoria
libertada por mondcitos e macrofagos, no liquido cefalorraquidiano de doentes com
SCZ nao medicados (SODERLUND et al., 2009) e presenca de mondcitos e linfocitos
T na circulacéo periférica destes pacientes (AGUIAR et al., 2010; DREXHAGE et al.,
2010; CHASE et al., 2015). O liquor de pacientes esquizofrénicos apresenta elevados
niveis de citocinas inflamatorias antes dos episddios psicoticos (KOOLA, 2016)

Niveis elevados de IL-6 podem desempenhar o papel de comprometimento
cognitivo e servir como potencial biomarcador inflamatério da deterioracdo na SCZ
(FRYDECKA et al., 2015). Esta diferenca é acentuada em pacientes obesos, que
apresentam maiores niveis de TNFa e IL-1B (citocinas pro-inflamatdrias) e reducéo de
receptor antagonista de Interleucina 1 (IL-1ra) (citocina anti-inflamatéria), em relacao
aos nao obesos (SIROTA et al., 2015).

Existem indicios que a SCZ pode ser uma patologia autoimune pelo fato de
parentes de esquizofrénicos apresentarem mais casos de doencas autoimunes
diagnosticadas devido a presenca de anticorpos no soro destes pacientes, pois é
verificado que o estresse psicossocial pode contribuir para o inicio de doencas
autoimunes ou afetar seu curso mediante o dano na regulacédo da reatividade imune
(STROUS & SHOENFELD, 2006; COUTINHO & VINCENT, 2016).

A inflamagdo possui um papel vital e importante no envelhecimento fisico
acelerado relacionado a SCZ. Um estudo realizado por Lee e colaboradores (2017)

investigou a relacdo entre niveis de marcadores inflamatérios com variaveis
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demograficas e clinicas, no qual foi encontrado niveis plasmaticos elevados de TNFa
e IL-6 em pacientes esquizofrénicos em relagdo a pacientes controle. Os autores
ainda sugerem que estes niveis elevados nos pacientes esquizofrénicos poderiam
estar fortemente associados com condi¢ées como depressao, co-morbidade fisica e
mal-estar mental.

Outro estudo também relatou ndo s6 a presenca de niveis séricos elevados de
marcadores inflamatdrios como IL-2, IL-6 e IFNy e reduzido do antiinflamatorios como
a IL-10, e também niveis elevados de hemoglobina glicada (HbAlc), assim como um
desbalanco na relacdo de triglicerideos e lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
sendo possivel associar a SCZ com processos inflamatérios e outras complicacdes
como diabetes e uma gama de doencas cardiovasculares (BALOTSEV et al., 2017).

O estudo conduzido por Fang e colaboradores (2016), avaliou a qualidade do
sono (tempo de sono total, eficiéncia do sono, laténcia de inicio do sono, contagem
de atividade total, vigilia apos o inicio do sono, numero de despertar e duracdo media
do despertar) através da actigrafia em 199 pacientes esquizofrénicos internados. A
inflamacé&o foi medida através da concentracdo sangiinea de glébulos brancos (GB)
e neutréfilos, juntamente com a relacdo neutroéfilos-linfocitos (NLR) e a relacéo
plaquetas-linfocitos (PLR). Os resultados sugeriram que a melhora da qualidade do
sono pode modular o estado de inflamac&o em pacientes com SCZ, pois o tempo total
de sono foi negativamente associado com NLR e PLR, e a eficiéncia do sono foi
negativamente associada com contagens de neutrofilos e NLR. A laténcia de inicio do
sono, as contagens de atividade total, a vigilia apos o inicio do sono e o0 nimero de
despertares foram positivamente associados com as contagens de GB e neutrofilos.
O tempo médio de despertar foi positivamente associado com NLR e PLR (FANG et
al., 2016).

O complexo do gene IL-1 tem sido implicado na etiologia da SCZ. A pesquisa
realizada por Kapelski e colegas (2017) avaliou se o complexo do gene IL-1 esta
associado com susceptibilidade a SCZ na populacéo polonesa através de um estudo
familiar onde foram genotipados os genes de interleucina 1 alfa (IL-1a) (rs1800587,
rs17561, rs11677416), IL-18 (rs1143634, rs1143643, rs16944, rs484306, rs1143623,
rs1143633, rs1143627) e interleucina 1RN (IL-1RN) (rs419598, rs315952, rs9005,
rs4251961) em portadores de SCZ. Os resultados encontrados apoiam a teoria de que

0 polimorfismo do gene do complexo da interleucina 1 (rs1143627, rs16944,
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rs1143623, rs4848306 no gene IL-1B3 e rs4251961, rs419598, rs315952, rs9005 no
gene IL-1RN) estdo envolvidos na patogénese da SCZ (KAPELSKI et al., 2017).

Outra importante acdo da inflamacdo cronica € que a mesma tem sido
diretamente relacionada com a deterioragdo cognitiva de pacientes esquizofrénicos.
O estudo realizado por Hope et al (2015) relatou associacao entre sintomas negativos
e diminuicdo geral das habilidades cognitivas com marcadores inflamatérios (HOPE
et al., 2015). Os processos inflamatdrios também parecem afetar o volume cerebral
de portadores de SCZ. Zhang e colaboradores (2016) quantificaram niveis de IL-1p,
IL-6 e IL-8 em amostras congeladas de coOrtex orbitofrontal de pacientes
esquizofrénicos e observaram uma significante reducdo na massa cinzenta e no giro
frontal superior destes pacientes em relacdo ao grupo controle, sugerindo que tal
reducdo em pacientes com SCZ é exagerada devido a um elevado estado pro-
inflamatorio nestes individuos (ZHANG et al., 2016).

1.6.1 O polimorfismo Vall6Ala-SOD2 na modulacéo inflamatéria

Como alteracdes oxidativas tém sido associadas a SCZ, estudos tem sugerido
gue o polimorfismo Vall6Ala-SOD2 também parece atuar na modulacao inflamatoria.
Uma investigacdo prévia conduzida por Duarte e colaboradores (2010) sugeriu que
individuos hipercolesterolémicos portadores do gendtipo VV apresentavam niveis
elevados de citocinas pro-inflamatérias em relacdo aos demais genotipos. A influéncia
deste polimorfismo no sistema imune foi corroborada pelo estudo in vitro conduzido
por Montano e colaboradores (2012) sugerindo que CMSPs portadoras do genétipo
VV possuiam niveis elevados de citocinas inflamatorias e niveis mais baixos da
citocina anti-inflamatéria IL-10.

Além disso, investigacBes complementares in vitro corroboraram a influéncia
deste polimorfismo na modulacdo inflamatdria por farmacos com o metrotrexato
(BARBISAN et al.,, 2014) e moléculas bioativas presentes nos alimentos como o
resveratrol (CAPELETO et al.,, 2015). Um estudo recente do tipo ensaio clinico
confirmou a presenca de niveis elevados de citocinas inflamatérias em pacientes
hipercolesterolémicos que foram tratados durante 12 semanas com 20 mg diarias de
rosuvastatina (DUARTE et al., 2016).
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1.7 ZIPRASIDONA E O METABOLISMO OXIDATIVO-INFLAMATORIO

Estudos mais aprofundados sobre o papel da ZIP na modulacdo do
metabolismo oxidativo e inflamatorio ainda sdo bastante incipientes. Apesar da ZIP
ser um antipsicotico que possui efeitos adversos atenuados em relacédo a ocorréncia
de doencas metabdlicas como a obesidade e o diabetes tipo 2, investigacdes prévias
tém sugerido que este antipsicético aumenta os niveis de peroxidacado lipidica
(DIETRICH-MUSZALSKA et al., 2013). Um estudo adicional também relatou que a
lipoperoxidacdo associada a exposicao a ZIP poderia ser atenuada por polifenéis
presentes em alimentos como na ardnia, uma espécie de amora (Aronia melanocarpa)
nativa da Ameérica do Norte (DIETRICH-MUSZALSKA et al., 2014).

Uma investigagdo realizada por Karapidaki et al (2011) sugeriu que a ZIP
poderia causar dano citogenético através de troca de cromatides irmas ocasionando
mutacdes ou por quebras no DNA em culturas de CMSPs. Por outro lado, um estudo
recente sugeriu que na presenca de outros agentes oxidantes a ZIP, assim como
outros antipsicoticos atipicos poderia ter algum nivel de efeito antioxidante in vitro
(SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2016).

O numero de estudos envolvendo ZIP e metabolismo inflamatorio também é
bastante reduzido. A partir de um protocolo in vitro observou-se que a ZIP, assim como
a quetiapina e a perospirona foram capazes de inibir os niveis de ON de células
ativadas da microglia (BIAN et al., 2008). Entretanto, a ZIP nao foi capaz de inibir os
niveis de TNFa como observado em células tratadas com quetiapina e perospirona.
Em adipocitos humanos expostos in vitro a diferentes antipsicéticos, a ZIP aumentou
os niveis das citocinas pré-inflamatérias IL-1B e TNFa (SARVARI et al., 2014).

Com base nesta revisao, apesar da relevancia clinica e cientifica do tema foram
identificados na literatura estudos sobre a potencial inducéo de resposta inflamatoria
pela ZIP e se a exposicdo a ZIP poderia interferir em marcadores oxidativo-

inflamatorios do sangue.
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1.8 EFEITO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES NA ATENUACAO DA RESPOSTA
INFLAMATORIA DE FARMACOS ANTIPSICOTICOS

Resultados obtidos através de estudos envolvendo animais e humanos dao
suporte ao papel de diferentes compostos polifenélicos naturais na modulacédo da
saude mental incluindo a plasticidade neuronal, comportamento, humor controlado por
ansioliticos, propriedades antidepressivas e cognicao. Estudos prévios demonstraram
que exercicio fisico e fatores dietéticos podem afetar o desenvolvimento e a
manutencdo dos neurbnios, bem como a protecao cerebral de danos associados a
doencas neurologicas (DIAS et al., 2012 ; MEEUSEN, 2014). Chen, Mu & Kitts (2018)
em seu trabalho buscaram a relacédo da caracterizagcdo de uma mistura fitoquimica
com uma potencial modulacao inflamatdria atraves da extracao de folhas de café pelo
método de processamento de folhas jovens de cha verde japonés e de folhas maduras
de cha preto. Os resultados mostraram que a propriedade anti-inflamatoria dessa
extracdo nao era atribuida somente ao acido clorogénico como também por leves
interacdes entre moléculas bioativas da mistura.

Apesar de estar bem estabelecida a associagéo entre a inflamacgéo cronica e o
estresse oxidativo nas psicoses e na SCZ, estudos sobre a interferéncia de polifendis
na patobioquimica e patofisiologia destas condi¢des, ainda sdo bastante incipientes.
Entretanto, pesquisas sugerem que assim como 0 extrato de cha verde, outros
alimentos funcionais poderiam ser benéficos para pacientes esquizofrénicos. Um
estudo recente sugeriu que a atividade anti-inflamatoria e antioxidante presente no
suco de pomelo poderia diminuir o estresse oxidativo induzido pelo tratamento com
aripiprazole em camundongos (ZARGAR, AL-MAJED & WANI, 2018). Outros estudos
relatando a suplementacdo com cha verde em ratos tratados com olanzapina
atribuiram efeitos protetores contra a sindrome metabdlica induzida por este
antipsicotico (RAZAVI et al. 2018). Bruno e colaboradores (2017) também relataram a
partir de um estudo aberto de oito semanas de tratamento que a suplementacao
polifendlica da bergamota poderia exercer melhorias nas funcdes cognitivas em
pacientes com SCZ.

O numero de investigacdes envolvendo a acdo de polifendis presentes em
suplementos alimentares na modulacdo do apetite e em alteracdes glicémicas
associadas a administracdo de ASGs é ainda muito pequeno, porém existem uma

grande quantidade de evidéncias desta acdo em associagcdo com outras moléculas
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bioativas na regulacdo do metabolismo energético, do apetite e da glicose
(ALKHALIDY et al., 2014 ; JAYARATHNE et al., 2017 ; CHENG et al., 2017). Por este
motivo torna-se relevante explorar o desenvolvimento de matrizes quimicas a partir
da extracdo combinada de alimentos cotidianamente pelos seres humanos como
estratégia de reverter, atenuar e prevenir alteragcbes metabdlicas e inflamatérias

desencadeadas pelos ASGs.

1.8.1 A matriz quimica do guarana como potencial agente farmacolégico
na modulacédo de efeitos colaterais de antipsicéticos atipicos

Apesar da eficacia no tratamento dos sintomas psicoéticos, a administracao
cronica de farmacos de segunda geracdo esta diretamente associada ao
desencadeamento de efeitos adversos, entre 0s quais 0S mais notaveis sao: aumento
de peso, inducdo de diabetes tipo 2 associada a obesidade, inducdo de diabetes
similar a diabetes do tipo 1 via apoptose celular das ilhotas pancreaticas com
diminuicdo da producdo de insulina e outros sintomas adversos cardiovasculares
incluindo reacdes hipertensivas, miocardite, e eventos coronarianos. A extensa
maioria destes eventos associa-se com 0 estabelecimento de processos oxi-
inflamatorios cronicos periféricos observados tanto no sangue quanto no tecido
adiposo. Apesar da ZIP possuir acdo atenuada no desencadeamento destes efeitos
adversos, outros sintomas colaterais também relacionados com resposta imunologica
tém sido descritos em pacientes que ingerem este antipsicotico. Deste modo, é
possivel inferir que o consumo regular de suplementos ricos em algumas moléculas
bioativas com acdo anti-oxidante e anti-inflamatéria poderia ser benéfico para
pacientes psiquiatricos.

Estudos sugerem que determinados alimentos possuem na sua matriz quimica
moléculas bioativas que poderiam atenuar muitos desses efeitos colaterais. Este € 0
caso do guarana (Paullinia cupana), um fruto amazoénico, cuja semente torrada é
geralmente utilizada para produzir bebidas energéticas (SCHIMPL et al., 2013).

O po6 torrado da semente de guarana tem sido utilizado desde os tempos pré
colombianos e posteriormente pelas populagdes ribeirinhas que habitam a regiédo
Amazbnica. O guarana é rico em cafeina (CAF), catequinas (CAQ) e outras

metilxantinas possuindo assim diversas propriedades energéticas e antifadigantes.
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Um estudo epidemiolégico prévio realizado em nosso laboratério, observou que a
populacéo ribeirinha idosa que habitualmente ingeria guarana mais de trés vezes por
semana apresentava menor prevaléncia de obesidade e outros indicadores de
sindrome metabdlica em comparacao a idosos que nunca ingeriram por ndo gostarem
da bebida (KREWER et al., 2011).

A principal matriz quimica do guarané é formada por concentracdo elevada de
CAF, contendo também outras metilxantinas importantes como é 0 caso da
teobromina (TEO) e seu derivado sintético denominado pentoxifilina (PENT)
(BITTENCOURT et al.,, 2013). Além disto o guarand possui também uma
concentracdo significativa de CAQs similares e também apresenta na sua
transcriptbmica a expressdo das mesmas, como as encontradas em outros alimentos
e fitoterapicos, como é o caso do cha verde (Camellia sinensis) (ANGELO & JORGE,
2007).

A CAF (1,3,7-trimetilxantina) € o psicoestimulante mais amplamente utilizado
nos paises ocidentais possuindo propriedades anti-inflamatorias, anti-oxidativas e
anti-apoptoéticas podendo estar presente nas formulacdes de chas, café, bebidas
energéticas e suaves contendo cacau. (ULRICH et al., 2015; NG; OR & IP, 2015).
Estudos demonstraram que em doses controladas, a CAF poderia contribuir para
melhorar parcialmente as atividades diarias e a qualidade de vida de pacientes com
doencas neurodegenerativas tais como esclerose lateral amniotrofica, doenca de
Huntington e Mal de Parkinson (KOLAHDOUZAN & HAMADEH, 2017).

A TEO € uma molécula considerada um agente imunomodulador nao
esteroidal, cuja forma sintética PENT tem sido usada no tratamento de uma gama de
doencas infecciosas, vasculares, e também em condi¢cfes inflamatorias tanto em
adultos quanto em criancas. Entre suas principais propriedades se destaca acao anti-
inflamatoria que resulta na inibicdo da fosfodiesterase do eritrécito reduzindo assim a
viscosidade do sangue, melhora da microcirculacdo e da perfuséo tecidual. Por ser
inibidora da fosfodiesterase, esta molécula consegue regular negativamente a
producéo de citocinas pré-inflamatérias incluindo a IL-6, TNFa e IFNy. Muitos estudos
tém sido conduzidos mostrando que a TEO poderia reduzir efeitos negativos no
diabetes (FERNANDO et al., 2017).

As CAQs quimicamente sédo pertencentes a familia dos polifendis e possuem
uma forte acdo antioxidante. Um estudo apontou que polifendis presentes no cha

verde podem atuar beneficamente em patologias como diabetes mellitus tipo 1,
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cardiopatias, infecgdes virais, cancro, doengas neurodegenerativas e no processo de
envelhecimento (HAN et al., 2004). Outro trabalho realizado com o extrato de cha
verde com teor elevado em CAQs mostrou que em consumo regular, tais substancias
poderiam simultaneamente contribuir para a reducdo de gordura corporal e do
perimetro da cintura. Ao fim de doze semanas o grupo que ingeriu maior quantidade
de CAQs (583 mg) em relacdo ao grupo controle (96 mg) apresentou uma perda média
de 1,7 quilos, obtendo uma reducdo da gordura abdominal em 2,5cm e da gordura
visceral em 10,3cm? (NAGAO, HASE & TOKIMITSU, 2007).

Acredita-se que a matriz principal do guarana produzida pelas xantinas, CAF,
TEO e pelos polifendis, principalmente o guarana seja responsavel pelas suas
diversas propriedades bioldgicas. Estudos relataram que 0 guarana possui
propriedades antioxidantes justificadas pela modulacéo dos niveis de NO em células
embrionarias 3LT3 expostas ao nitroprussiato sodico (BITTENCOURT et al., 2013);
reduz os niveis de LDL oxidado a partir de protocolos in vitro e in vivo (PORTELLA et
al., 2013) e acéo anti-inflamatéria devido a reducao de citocinas pro-inflamatorias (IL-
1, IL-6, TNFa e IFNy) e aumento na IL-10, uma importante citocina anti-inflamatéria
(KREWER etal., 2014). A matriz quimica similar a base de CAF, TEO e CAQs também
amplificou o efeito anti-inflamatério in vitro do Litio em um estudo utilizando
macrofagos ativados via inibicdo da enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3)
(BARBISAN et al., 2017).

O efeito biolégico da matriz quimica do guarana produzida a partir de moléculas
puras isoladas tem sido previamente testado em estudos que mostraram que a
mesma foi capaz de diminuir a taxa de mortalidade de espermatozoides humanos no
momento do seu descongelamento (WERNER et al., 2017). Outro estudo também
descreveu que esta matriz quimica foi capaz de intensificar a resposta anti-
inflamato6ria do modulador de humor litio em macréfagos RAW 264.7 ativados pelo
antigeno da fitohemaglutinina (BARBISAN et al., 2017).
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HIPOTESES

Estudos prévios tém relatado efeitos adversos da ZIP associados a funcao
imune. Entretanto, ndo estd bem esclarecido se o ZIP poderia desencadear de modo
isolado a resposta inflamatéria de células imunes, e se este efeito poderia ser
influenciado por fatores genéticos e ambientais, como é o caso da dieta. Dentro deste
contexto o presente estudo testou as seguintes hipéteses:

Hipotese 1
A ZIP desencadeia resposta oxidativo-inflamatoria in vitro em macréfagos RAW
264.7

Hipotese 2
A possivel resposta inflamatéria associada a ZIP também ocorre em células
mononucleares do sangue periférico (CMSPs) humano com intensidade dependente

do desbalanco S-HP associado ao polimorfismo Vall6Ala-SOD2.

Hipotese 3

A resposta inflamatoria associada a ZIP em macrofagos RAW 264.7 é atenuada
pela suplementacao do meio de cultura com um composto formado por cafeina (CAF),
teobromina (TEO) e catequina (CAQ) que mimetiza a matriz quimica principal do

guarana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar o efeito in vitro da ZIP na resposta oxidativo-inflamatoria de células
imunes avaliando a potencial influéncia do polimorfismo genético Vall6Ala-SOD2 e

da matriz quimica do guarana na mesma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da ZIP na inducdo da resposta inflamatoria de células
isoladas de macréfagos RAW 264.7 e CMSP humanos através da
avaliagao:

- da taxa de proliferacéo celular
- dos niveis dos marcadores oxidativos (ON, EROs e O>e -)

- da concentracdo proteica e expressao génica das citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa, IFNy) e anti-inflamatéria (IL-10)

e Avaliar o efeito do polimorfismo Vall6Ala-SOD2 na resposta inflamatoria e
de estresse oxidativo da ZIP em CMSPs humanos através da analise de
todos os parametros anteriormente citados incluindo a modulacdo de
enzimas antioxidantes : SOD, Catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSH-Px)

e Avaliar o efeito da matriz quimica do guarana na modulacdo da resposta
inflamatdria e de estresse oxidativo desencadeada pela ZIP em macréfagos
RAW 264.7 através da analise de todos os parametros previamente

descritos.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E CONDICOES DE CULTIVO CELULAR

O presente estudo possui dois delineamentos experimentais in vitro que sao

complementares entre si, a fim de responder as hipéteses propostas.
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3.1.1 Protocolo in vitro: 1

Efeito da ZIP na resposta inflamatoria de macréfagos RAW 264.7

Foi realizado um estudo de carater experimental in vitro a partir da utilizacdo da
linhagem celular RAW 264.7 (mondcitos-macrofagos de camundongos) obtidas na
The American Type Culture Collection (ATCC). O esquema geral do delineamento

deste protocolo é apresentado na Figura 7.

Figura 7: Esquema geral do protocolo experimental 1: avaliagdo da inducédo da
resposta inflamatoria em macréfagos da linhagem RAW 264.7 expostas a ziprasidona
(ZIP).

MODELO EXPERIMENTAL: Macrofagos RAW 264.7
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(citometria de fluxo)  Niveis de ROS — fluorimetria (ensaio (DCFH-DA)  citocinas (ELISA)  citocinas (gPCR)

Fonte: O autor

Neste protocolo foi avaliada a possivel acdo pro- ou anti-inflamatéria da ZIP (na
concentracgao terapéutica de 75 ng/mL) e em concentracdes equivalentes superiores
(150 e 300 ng/mL) e inferiores (18,5 e 37,5 ng/mL) em macréfagos da linhagem RAW
264.7. Esse modelo experimental esta baseado no estudo de Jung e colaboradores
(2016), onde foi previamente utilizado em estudos envolvendo farmacos antipsicoticos

(haloperidol e risperidona), por ser um modelo amplamente utilizado em investigacoes
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in vitro voltadas a elucidacdo de mecanismos relacionados a resposta imune inata
(JUNG et al., 2016).

Inicialmente foi conduzida avalicdo do efeito pré e antiproliferativo da ZIP. A
partir deste ensaio a dose mais efetiva foi utilizada para avaliar o efeito da ZIP sobre
outros marcadores da resposta inflamatéria macrofagocitaria: modulacdo do ciclo
celular, niveis de O2* -, ON e EROs, modulagéo dos niveis proteicos e de expressao
génica de citocinas proinflamatoérias (IL-1B, IL-6 e TNFa) e da citocina anti-inflamatoria
IL-10.

No presente estudo, além do controle negativo (macréfagos néo tratados) foi
utilizado um controle pré-inflamatério a exposicao a fitohemaglutinina (PHA). A PHA
€ uma mucofitohemaglutinina extraida da espécie Phascolus vulgaris que induz
resposta imunogénica proliferativa em CMSPs incluindo macréfagos. E considerada
uma molécula associada a dano tecidual ou resposta antigénica (DAMP = damage-
associated molecular paterns) e ndo uma molécula MAMPs (Microbe-Associated
Molecular Patterns), ou seja, uma molécula associada a infeccdo microbiana (WOO
et al., 2015).

Um controle positivo anti-inflamatério também foi utilizado no estudo. Para tanto
escolheu-se olitio (Li) que além de ser um modulador de humor utilizado no tratamento
do transtorno bipolar e na politerapia antipsicética da SCZ (KATZUNG & TREVOR,
2016; GABARDO, 2016) possui propriedades anti-inflamatodrias bem estabelecidas via
inibicdo da enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3), (BEUREL & JOPE, 2014).
Foi utilizada a concentracéo terapéutica do Li como controle positivo anti-inflamatério
(0,7 mEq/L).

As condicdes de cultura dos macréfagos utilizada no presente estudo foram
previamente descritas por Jung et al (2016). Os macrofagos da linhagem RAW 264.7
(ATCC® TIB-71™) foram obtidos a partir do Banco de Células do Rio de Janeiro. A
linhagem foi expandida e cultivada em meio DMEM suplementado com 10% de soro
bovino fetal, 1% de antibidticos (penicilina/ estreptomicina) e 1% de antifingico
(anfotericina B). A concentracdo celular utilizada para a realizacdo dos experimentos
foi de 1x10° células/mL.

Tanto a ZIP quanto a PHA e o Li foram dissolvidos em meio DMEM em
concentragdes especificas, e todos os procedimentos seguiram os preceitos padrdes

da farmacotécnica.
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Para a realizacdo dos protocolos experimentais os macréfagos foram
inicialmente transferidos para placas de 96 poc¢os onde permaneceram durante 24 h
a fim de se fixarem nas paredes. ApoGs este periodo foi adicionado os tratamentos e
as células permaneceram em cultura durante 72 h antes de se realizarem as analises

bioquimicas, imunolégicas e moleculares.

3.1.2 Protocolo in vitro 2

Efeito da ZIP na resposta inflamatéria de CMSPs portadoras de diferentes
genotipos do polimorfismo Vall6Ala-SOD2.

A Figura 8 apresenta 0 esquema geral desse protocolo. Esse segundo estudo
foi realizado a fim de averiguar se a modulacéao inflamatéria e oxidativa pela ZIP seria
diretamente influenciada pelo desbalanco S-HP de hidrogénio causado pelo
polimorfismo Vall6Ala-SOD2 e se este medicamento poderia garantir uma acgao
genotodxica.

Os diferentes genadtipos (AA, AV e VV) desse polimorfismo foram identificados
conforme descrito no estudo de Barbisan et al (2014). As amostras de sangue foram
inicialmente centrifugadas a 2.500 rpms por 20 minutos, utilizando-se um gradiente de
centrifugacéo (Ficoll) a fim de se obter o isolamento das CMSPs. Foram utilizadas
amostras sanguineas de 3-4 individuos para cada genotipo do polimorfismo Vall6Ala-
SOD2. As amostras foram obtidas de pacientes que assinaram termo de
consentimento relacionado ao projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFSM reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP/MS) sob
Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) (nimero do processo:
0332.0243.000-11).
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Figura 8: Esquema geral do protocolo experimental 2: efeito do polimorfismo Vall6Ala-
SOD2 na modulacao inflamatéria de CMSPs expostas a ZIP.
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Fonte: O autor

As CMSPs posicionadas na interfase dos tubos foram transferidas para um
novo tubo e foi adicionado 5mL de meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10%
de soro bovino fetal (SBF), 1% de penicilina, 1% de estreptomicina. Utilizamos a
camara de Neubauer para realizarmos a contagem do numero de CMSPs, para
posterior uniformizacdo da concentracéo das células. Posteriormente, foi conduzida a
distribuicdo das células na concentracdo de 1x10° cel/mLs em placas de 96 pocos.

Essa cultura foi incubada durante 24 horas a fim de possibilitar a fixacdo das
células nas paredes dos pocos e adaptacdes das mesmas. Apds este periodo, a
cultura foi mantida durante 72 h em estufa com COz a 5% a 37°C. Este procedimento
foi repetido trés vezes e tanto o sobrenadante quanto as células foram utilizados para
as andlises dos marcadores oxidativo-inflamatorios. As leituras de absorbéncia e
fluorescéncia foram realizadas no aparelho SpectraMax i3x Multi-Mode microplate
reader (Molecular Devices- USA). Todos os resultados foram apresentados como

percentagem (%) em relag&o ao controle negativo (sem tratamento).
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3.1.3 Protocolo in vitro 3

Efeito da matriz quimica do guarana na modulacao da resposta inflamatoria e
de estresse oxidativo desencadeada pela ZIP em macréfagos RAW 264.7.

Este protocolo também foi realizado usando macréfagos RAW 264.7 (ATCC®
TIB-71™) como modelo experimental e cultivadas conforme descrito no estudo de
Jung et al (2016). Todos os protocolos foram realizados na temperatura de 37°C em
uma incubadora de 5% CO2 onde as células foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro bovino, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100
mg/mL). As células (1 x 10°) foram colocadas em placas de 6 pocos e aderidas em 24
horas antes de receberem a suplementacdo com o XC-Mix e ZIP. Todas as analises
foram realizadas em cultura celular de 72 horas conforme demonstrado na figura 9.

Inicialmente o efeito isolado da matriz quimica do guarana na proliferacao
celular de macrofagos ativados pela ZIP foi avaliado em cultura celular de 72 h. A
curva de concentracdo de moléculas isoladas testadas aqui foi similar a descrita por
Barbisan et al (2017) que também estudou o efeito do XC-Mix em macrofagos ativados
expostos ao Li : 0, 0.25, 50, 75, 100 e 200 pg/mL. Destes resultados, nés produzimos
e testamos trés potenciais XC-Mix. A concentracdo de referéncia para XC-Mix foi
baseada na quantificacdo das moléculas bioativas em um extrato hidroalcodlico de
guarana conforme publicado por Bittencourt et al (2013) (CAF = 12.240 mg/g; TEO =
6.733 mg/g e CAQs totais = 4.336 mg/mg). Nesta concentracdo referencial a
proporcao estimada foi : 3: CAF, 2: TEO and 1. CAQs totais. Portanto, no primeiro XC-
Mix (XC-1Mix) (3:2:1) destas moléculas foram adicionadas concentracdes de CAF (75
pg/mL), TEO (50 pg/mL e CAQ (25 pg/mL) em meio de cultura dos macréfagos. O
segundo XC-Mix (XC-2Mix) (2:1:1) foi produzido com uma mistura contendo CAF (50
pg/mL), TEO (25 pg/mL) e CAQ (25ug/mL). O terceiro XC-Mix (XC-3Mix) (1:1:1) foi
produzido com uma mistura contendo concentracfes iguais das trés moléculas

isoladas (25 pg/mL).
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Figura 9: Esquema geral do protocolo experimental 3: efeito da matriz quimica do
guarana na modulacdo da resposta inflamatéria e de estresse oxidativo

desencadeada pela ZIP em macrofagos RAW 264.7.
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3.2 ENSAIOS EXPERIMENTAIS

Os seguintes ensaios serdo utilizados nos protocolos experimentais 1, 2 e 3

3.2.1 Ensaio MTT

Este teste serd utilizado para avaliar a taxa de proliferacao celular em culturas
de 72 horas seguindo metodologia segundo Mosmann et al (2013) modificada por
Barbisan et al (2014). O brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT)
€ um ensaio espectrofotométrico em que as células tratadas séo incubadas durante 1
hora com o reagente MTT a 37°C. A proliferacdo é indiretamente avaliada uma vez
gue o sal de tetrazolio, hidrossoluvel, de coloracdo amarelada, é facilmente
incorporado por células viaveis, que reduzem este composto em suas mitocondrias
pela atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase. Com a reducao o
MTT se converte em cristais de formaza que ndo sdo sollveis em agua e que
apresentam coloracao roxo-azulada. Nas células, estes sais ficam armazenados no
citoplasma celular. Por este motivo, as culturas sdo solubilizadas via adicdo de
dimetilsulféxido (DMSO) que libera o formazan permitindo a sua quantificacao
espectrofotométrica. Logo a seguir a absorbancia sera medida a 570 nm.
Absorbancias maiores indicam maior taxa proliferativa em relacdo ao controle

negativo.

3.2.2 Quantificacdo de marcadores do metabolismo oxidativo

Os seguintes marcadores foram quantificados nos tratamentos: ON, O2- e
EROs com protocolos previamente descritos em Jung et al (2016). A determinacgéo
indireta de ON envolve a mensuracao espectrofotométrica de seus produtos de
decomposicdo estaveis de nitrato em nitrito. Apds a exposicdo das células aos
psicofarmacos, foi retirado 100 pl do sobrenadante da cultura celular e adicionado a
uma placa de 96 pocos, e, em seguida, 100 ul de reagente de Griess. A mistura foi
incubada durante 20 minutos a 25°C e a absorbéancia final medida em 540 nm.

O Oq+ - foi quantificado utilizando-se 10 pl do reagente nitro blue tetrazolium

(NBT) adicionado a 100 pl de suspenséo celular. Esta reacao foi incubada por 3 horas
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a 37°C. Logo apés o sobrenadante foi descartado e procedeu-se a adi¢do de 100 pl
de DMSO. Apo6s 10 minutos de incubagéo a absorbéancia foi lida a 560 nm.

Para a quantificacdo de EROs foi utilizada técnica previamente descrita por
Barbisan et al (2014) com amostras de sobrenadante da cultura celular que foram
transferidas para uma placa de 96 pocos preta. Logo a seguir foi adicionado
Diclorofluoresceina (DCF) (10 mM). A reacéo foi incubada durante 60 minutos a
temperatura ambiente. A seguir a fluorescéncia foi medida a uma excitacdo de 488
nm e uma emissao de 525 nm, e os resultados expressos em picomoles / mL de DCF.

3.2.3 Marcadores de dano oxidativo

Apenas no segundo estudo serdo também conduzidos ensaios para se avaliar
0 aumento de dano oxidativo causado pela exposi¢cdo ao ZIP. A peroxidacgéo lipidica
foi estimada via técnica espectrofotométrica do TBARS (substancias reativas do acido
tiobarbiturico) que permitem determinar a presenca de peroxidacao lipidica, por meio
da reacdo do acido tiobarbitirico com o MDA. Assim, quanto maior a presenca de
MDA maiores os indices de lipoperoxidacdo. Para realizacéo dos testes em todas as
amostras sera acrescida agua, acido fosférico 10%, acido tricloroacético 20% e acido
tiobarbiturico 1,2%. Uma curva de dosagem de MDA foi produzida para determinar a
equivaléncia em relacdo a cada amostra em teste. Apos a adicdo de todos os
reagentes, a reacao foi incubada durante 1 hora a 95°C. Logo apds, a leitura das
absorbancias a 532nm em espectrofotdmetro foi conduzidada. Os resultados foram
expressos como nmol de MDA/mL de células (CATALGOL et al., 2007).

Os niveis de carbonilacdo de proteinas também foram determinados via
guantificacdo da fragmentacdo das cadeias e oxidacdo de quase todos os tipos de
aminoéacidos que levam a producdo de compostos carbonilados (VASCONCELOS et
al., 2007). Estes danos foram mensurados pela determinacéo de formacao de grupos
carbonil baseados na reag¢do com dinitrofenilidrazina como previamente descrito por
Morabito e colaboradores (2004). O contetdo de formacéo de carbonil foi determinado
através de leitura em leitor de placas em placa de elisa UV no comprimento de onda
370nm.
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3.2.4 Anélise do ciclo celular via citometria de fluxo

Afim de averiguar o efeito da ZIP na resposta inflamatdria dos macrofagos, foi
conduzida uma analise do ciclo celular via citometria de fluxo em culturas de 72 horas.
Para tanto, as células previamente tratadas foram expostas a Triton 0,05% . Esta
exposicao levou ao rompimento das membranas celulares permitindo assim, a entrada
do lodeto de Propideo (Pl) para o interior da célula. Este reagente (Pl) tem a
capacidade de se intercalar com as moléculas de DNA e esta reag¢do produz
fluorescéncia que é quantificada pelo laser do citbmetro. Células na fase GO ou G1
possuem menor emissao de fluorescéncia em relacdo a fase S (que possui emissao
intermediaria) e G2 ou em mitose incompleta. Isto porque nesta ultima fase o material
genético ja esta totalmente duplicado e, portanto, as células produzem maior
fluorescéncia. Apos 72 h de exposicao a um agente pré-inflamatoério que induz mitose
espera-se encontrar um maior numero de ceélulas na fase S ou G2 em relagéo ao
controle negativo. Esta analise foi realizada com base no estudo de Azzolin e

colaboradores et al., 2016 com o equipamento ACCURI C6 (BD-Biosciences-USA).

3.2.5 Anédlise dos niveis de citocinas por imunoenssaio ELISA

Nos dois protocolos foram realizadas quantificacbes das citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a) e anti-inflamatoria (IL-10) utilizando-se o teste
imunoenzimatico ELISA. A quantificacéo foi feita no meio de cultura apos 72 horas de
exposicdo aos tratamentos. Para tanto utilizou-se o kit Quantikine® que forneceu as
recomendacdes para a realizacao do ensaio. Brevemente: para cada analise de cada
citocina foi adicionado 50 pL do diluente RD1W a cada poco da placa. A seguir, 0s
padrdes dos testes e as amostras foram adicionados nos respectivos pocos. Apos
este procedimento a placa foi selada e incubada durante 1,5 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e os poc¢os foram lavados
duas vezes com solucdo de lavagem, sendo logo a seguir o anticorpo primario
adicionado e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a exposicdo ao
anticorpo primario, a placa foi lavada novamente recebendo a adicdo de 100 pL de
solucao substrato da reagéo, com incubacéo de 20 minutos a temperatura ambiente.

Apbs o periodo de incubagdo, foram adicionados 50 pL da solucdo de parada de
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reacdo a cada poco. Finalizado estes procedimentos cada citocina foi quantificada via
leitura da densidade 6ptica utilizando um leitor de microplacas ajustado para 450 nm.

3.2.6 Andlise dos niveis dano de dna por imunoensaio ELISA

No protocolo 2 também foram conduzidas analise de dano de DNA via
guantificacdo da 8-deoxiguanosina (8-oxodguO / oxDNA). Este marcador foi
guantificado por imunoensaio ELISA seguindo procedimentos similares aos descritos

no item 4.2.3 do presente trabalho.

3.2.7 Andlise da expresséo génica via qRT-PCR

A analise da expressao génica foi realizada 24 horas apds a exposicédo das
células aos psicofarmacos. O RNA total foi extraido utilizando Trizol, seguindo as
instrucées do fabricante (Ludwig-Biotec, Brasil). O RNA extraido foi mensurado
espectrofotometricamente por um NanoDrop Thermo Scientific ™ 1000. Para realizar
a transcricdo reversa, inicialmente foi adicionado as amostras de RNA (500 ng /uL)
0,2 uL de DNase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e foram incubadas
em termociclador a 37°C durante 5 minutos, seguido por aquecimento a 65°C durante
10 minutos. O cDNA foi gerado a partir da adicdo de 1uL de cDNA Iscript e 4 pL de
mistura de Iscript (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA-EUA) de acordo com as
seguintes condi¢cdes de reacdo em termociclador: 5°C durante 10 minutos, 25°C
durante 5 minutos, 85°C durante 5 minutos e, finalmente, 5°C durante 60 minutos. O
gRT-PCR foi realizado no rotor-Gene Q 5plex GRH Sistema (Qiagen biotecnologia,
Alemanha), utilizando o reagente 2x QuantiFast SYBR® Green PCR Master Mix
(Qiagen biotecnologia, Alemanha), 1 uL de amostra, 1 uM de cada primer (iniciador),
agua livre de RNAses , perfazendo um total de 20 pL. A reacdo ocorreu sob as
seguintes condicbes: 95 ° C durante 3 minutos na sequéncia 40 ciclos de 95° C
durante 10 segundos, 60°C durante 30 segundos, seguido por uma curva de melting
de 60°C a 90°C em passos de 0,5 °C durante 5 segundos.

O gene da beta-actina foi utilizado como housekeeping. Um gene
housekeeping é aquele que esta permanentemente expresso nas células, e, portanto,

0 seu nivel serve de controle interno para se averiguar se a técnica esta realmente
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funcionando. Assim, se um gene ndo esta expresso, mas o0 gene da beta-actina esta
expresso significa que o gene esta realmente suprimido e ndo € um problema da
técnica. Apds esta normalizacdo (gene estudado em relagdo ao gene housekeeping)
a expressao do gene estudado em cada tratamento € comparada em relacdo a
expressdo do gene observada nos controles ndo tratados. O equipamento entdo
fornece a relagéo da expressao entre o controle considerando o controle como tendo
a expressao “1”. Valores abaixo de 1 significam que a expressao do gene foi diminuida
(down-regulated) em relag&o ao controle negativo e valores acima de 1 significam que
a expresséao do gene foi intensificada (up-regulated) em relagcéo ao controle negativo.
Para conduzir a quantificacdo da expresséao dos genes das citocinas e também
do gene housekeeping utilizado neste estudo, os seguintes primers foram utilizados:
Beta-actina (Sense: 5-TGTGGATCAGCAAGCAGGAGTA-3’; Antisense: 5'-
TGCGCAAGTTAGGTTTTGTCA-3’; IL-1B (Sense: 5-GCGGCATCCAGCTACGAAT-
3’;  Antisense: 5-ACCAGCATCTTCCTCAGCTTGT-3’; IL-6 (Sense: 5'-
TACCCCCAGGAGAAGATTCCA- 3’; Antisense: 5-CCGTCGAGGATGTACCGAATT-
3); TNFa (Senso: 5-CAACGGCATGGATCTCAAAGAC-3’; Antisense: 5'-
TATGGGCTCATACCAGGGTTTG-3) e IL-10 (Sense: 5-GTGATGC
CCCAAGCTGAGA-3’, Antisense: 5-TGCTCTTGTTTTCACAGGGAAGA-3’).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Por se tratar de estudos in vitro todos os ensaios foram realizados em triplicata.
Os dados obtidos foram digitados e estatisticamente analisados utilizando-se o
programa GraphPad Prism 5. No primeiro protocolo, a comparacdo entre 0s
tratamentos foi feita por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste
post hoc de Tukey. No segundo protocolo foi conduzida uma analise de variancia
(ANOVA) de duas vias (ja que o efeito do tratamento mais do genotipo Vall6Ala-SOD2
estava sendo avaliado), seguido de teste post hoc de Bonferroni. Os resultados destas
analises foram expressos como média + desvio padrdo do percentual em relacdo ao
controle negativo. No terceiro protocolo a comparacdo entre os tratamentos foi
realizada por ANOVA seguido de teste post hoc de Tukey. Os resultados com p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo descritos sob a forma de dois artigos cientificos e um

manuscrito:

- Artigo 1 publicado na Revista Cytokine, fator de impacto 3.514.

- Manuscrito que sera submetido para a Revista Mutation Research — Genetic
Toxicology and Environmental Mutagenesis, fator de impacto 1.996.

- Artigo 2 publicado na Revista Inflammation, fator de impacto 2.884.
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Abstract

Antipsychotic drugs are used in the treatment of schizophrenia and other psychiatric
disorders. However, almost drugs present side effects causing obesity and other
important metabolic alterations associated with chronic inflammatory grade. At
contrary, ziprasidone (ZIP) shows attenuate metabolic side effects than others
antipsychotic drugs, but there are reports suggesting that this drug could cause
allergic, hypersensitive reactions in some patients. As until moment, the nature of ZIP
expose on peripheral inflammatory metabolism was not totally clarified, we conduced
an in vitro study to evaluate the ZIP effect on a commercial macrophage cell cultures
(RAW 264.1). Results showed that in non-activated macrophage cells ZIP exposed
presented macrophage spreading, increasing cellular proliferation evaluated by MTT
assay and flow cytometry analysis, higher levels of oxidant molecules involved with
inflammatory response (nitric oxide, superoxide, reactive oxygen species) and
proinflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNFa, INFy). Lower levels of IL-10, an anti-
inflammatory cytokine was lower | cells ZIP exposed. These results were more
attenuated in comparison of positive inflammatory control (phythohemaglutin) and
more intense that lithium (LI) used as anti-inflammatory molecule. ZIP also modulated
cytokines gene expression. Therefore, the whole of data suggest that ZIP could
present some peripheral inflammatory response, and this response could to explain
some allergen-inflammatory response observed in some patients treated with this
antipsychotic drug.

Key-words: Ziprasidone, antipsychotic drugs, inflammation, allergens, mononuclear

cells
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1 Introduction

Several neuropsychiatric diseases can present psychotic symptoms and others,
which can be controlled by antipsychotic drugs including schizophrenia bipolar
disorder, major depressive disorder (MDD), Tourette's syndrome, generalized anxiety
disorder (GAD), obsessive compulsive disorder, autism and and some personality
disorders symptoms [1]. Despite, broad use of these drugs, specially second-
generation antipsychotics (SGAs), chronic use leads to severe, such as increased risk
for metabolic syndrome and diabetes 2 [2], and potential to prolongation of heart Q
wave and end to T wave interval [3]. However, metabolic side effect of antipsychotic
drugs is not uniform, as described in the meta-analysis performed by Tek et al [4] from
data produced by clinical assays. The results showed that olanzapine and clozapine
caused highest weight gain compared to placebo. On the other hand, ziprasidone (ZIP)
did not present strong effect on body metabolism [5,6].

ZIP is an atypical antipsychotic used to treat schizophrenia also used to treat
mania associated with bipolar disorder. This drug belongs to chemical bezisoxazole
derivatives chemical class and is a selective monoaminergic antagonist with high
affinity for the serotonin Type 2 (5-HT2), dopamine Type 2 (D2), 1 and 2 adrenergic
and H1 histaminergic receptors. Moreover, ZIP also is able to inhibit synaptic reuptake
of serotonin and noraepinephrine. The antipsychotic effect of ZIP is associated with
the combination of its antagonistic functions at D2 receptors in the mesolimbic
pathways and at 5-HT2A receptors located in the frontal cortex [7]. ZIP did not produce
active metabolite molecules, but is extensively metabolized in the liver by CYP 3A4
enzyme. ZIP half-life is approximately 5-10 h and reach stable plasmatic
concentrations 2-3 days after to start its intake. ZIP pharmacogenetic present low

variations related with sex and age of patients [7].
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Despite the apparent low ZIP side effects involving metabolic alterations, this
drug could present other important side effects associated with inflammatory response.
For example, some reports had suggested that ZIP could be trigger allergic responses
in psychiatric patients. There are clinical reports involving ZIP use with chest pain and
diffuse urticaria [8] and hypersensitive reactions [9-12]. Moreover, prior studies
showed genotoxic ZIP effect in human peripheral blood lymphocytes [13-14] and
higher lipid peroxidation in human plasma of patients treated with this antipsychotic
drug [15].

As until moment, the nature of ZIP expose on peripheral inflammatory
metabolism was not totally clarified, we conduced an in vitro study to evaluate the ZIP
effect on a commercial macrophage cell cultures (RAW 264.1). These cells are highly
sensitive to antigen-like substances and previous study using this experimental model

showed inflammatory response in cultures exposed to haloperidol and risperidone [16].

2 Material and Methods

2.1 General experimental design and cell culture conditions

An in vitro experimental model using murine RAW 264.7 macrophages (ATCC
TIB-71) was used to test ZIP effect on inflammatory response under cell culture
controlled conditions. Macrophages were cultured as previously described in Jung et
al [16]. Briefly, all protocols were performed at 37°C and 5% CO:incubator with cells
cultured with with DMEM medium supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS),
penicillin (100 U/mL), and streptomycin (100 mg/mL). Cells (1 x 10°) were seeded in

6-well plates and allowed to adhere for 24 h before receive ZIP supplementation.
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Therapeutic concentration of ZIP recognised as effective in the treatment of
some diseases were adapted to cell culture conditions, and ZIP curve concentration
tested here also included two equal low and high concentrations were also evaluated
(18.5, 37.5, 75, 150 and 300 ng/L). An inflammatory positive control of inflammatory
response induction was used in all experiments (phytohemagglutinin PHA) [17]. As
lithium (LI) presents recognized anti-inflammatory properties, this drug was used as
anti-inflammatory control using its estimated therapeutic concentration 0.7 mEq [18].

The follow parameters were used to evaluate the potential ZIP inflammatory
modulation in 72 h cell culture RAW macrophages: spreading process, cellular
proliferation; quantification of the oxidative markers nitric oxide (NO); superoxide anion
(SA), reactive oxygen species (ROS) and IL-1pB, IL-6, TNFa and IL-10 cytokines levels.
The pharmacogenomics effect of ZIP on cytokines gene modulation was also

determined.

2.2 Laboratorial analysis

Macrophages when are exposed to antigen substance present morphological
changes that require active actin cytoskeleton remodelling and metabolic adaptation.
RAW cells undergo antigen-induced change cell shape presenting spreading and
formation of cell protusions [19]. For this reason, the effect of ZIP exposure was initially
evaluated by spreading analysis by optical microscopy in 72 h cell cultures.

Spectrophotometrical and fluorimetrical assays were performed with
SpectraMax i3x Multi-Mode microplate reader (Molecular Devices- USA). Two
protocols were used to evaluate cell proliferation: MTT (3- [4,5dimethylthiazol-2-yl] -
2,5-diphenyltetrazolic bromide) reduction spectrophotometric assay and flow

cytometry using iodide propidium dye [20]. The quantification of NO and SA was
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performed as described in Morabito et al [21]. ROS was quantified using the 2'-7'-
dichlorofluorescein diacetate (DCFDA) fluorimetric assay [13].

The cytokines (IL-1p3, IL-6, TNFa and IL-10) in the cell culture supernatants was
measured, according to the manufacturer’s instructions; following previously described
methodological details in Jung et al, 2016. The gene expression of these cytokines
was determined by quantitative real time PCR (qRT-PCR) analysis by Rotor-Gene Q
5plex HRM System (QIAGEN Biotechnology, Germany). Total RNA of each treatment
was extracted using Trizol, (Invitrogen Life Technologies, USA). To perform reverse
transcription, RNA was added to the samples of RNA (1000 ng/uL) with 0.2 pL of
DNAase (Invitrogen Life Technologies, USA) at 37°C for 5 minutes, followed by heating
at 65°C for 10 minutes. The cDNA was generated with 1 pL of Iscript cDNA and 4 pL
of Mix Iscript (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA-USA) according to the following
reaction conditions: 5°C for 10 minutes, 25°C for 5 minutes, 85°C for 5 minutes and
finally 5°C for 60 minutes.

The gRT-PCR analysis was conducted with following reaction conditions: 95°C
for 3 min followed by 40 cycles of 95°C for 10 s, 60°C for 30 s followed by a melt curve
of 60°C to 90°C in 0.5°C increments for 5 s. All g RT-PCR reactions were made in
triplicate, and used 1 uM of each primer, 1000 ng/pL of cDNA, RNAase-free water and
2x QuantiFast SYBR® Green PCR Master Mix (QIAGEN Biotechnology, Germany), in
a final volume of 20 pL. A housekeeping gene (beta-actin) was used to normalized
gene expression data. The relative expression was calculated using the comparative
Citosine-Timine (CT) and was expressed as the fold expression compared to the
control.

The follow specific primer pairs of cytokines were used in this study: IL-1B

Forward GCGGCATCCAGCTACGAAT and Reverse ACC
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AGCATCTTCCTCAGCTTGT,; IL-6 Forward TACCCCCAGGAGAAGATTCCA and
Reverse CCGTCGAGGATGTACCGAATT; TNF-a Forward CAA
CGGCATGGATCTCAAAGAC and Reverse TATGGGCTCATACCAGGGTTTG; IL-10
Forward GTGATGCCCCAAGCTGAGA and Reverse TGCTCTTG

TTTTCACAGGGAAGA.

2.3 Statistical analysis

All assays were performed in triplicate independent experiments with, at least
five repetitions. The statistical analyses were conducted employing GraphPad Prism 5
software. The results of treatments were compared using one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by the Tukey or Dunnet post hoc tests. The results of these

analyses were expressed as mean + standard deviation.

3 Results

Spreading macrophages were found in cultures treated with ZIP like cultures
exposed to positive control (PHA) (Figure 1A). A higher cellular proliferation was found
in cells exposed to different ZIP concentrations (Figure 1 B). As ZIP concentrations
presented same capacity to induce macrophages proliferation, complementary assays
were performed using just estimated ZIP therapeutic concentration. Despite LI to be
use as anti-inflammatory control, this molecule cause some induction in the
macrophage proliferation. However, this effect was lower than PHA treatment. Cells
ZIP exposed showed similar proliferative levels than PHA, and this result was the same

in cells ZIP + LI concomitantly exposed (Figure 1C).
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Figure 1: Ziprasidone (ZIP) effects on RAW 264.7 macrophage cells. (A) macrophage spreading, which
indicate inflammatory response observed by optical microscopy ( x 400 magnification ) in the presence
of phytohemagglutinin (PHA), a pro-inflamatory positive control and ziprasidone (ZIP) at 75 ng/mL, a
plasmatic therapeutic concentration; (B) ZIP effect at different concentrations on 72 h cell culture
macrophages determined by MTT assay; (C) Comparison of cell proliferation effect of ZIP at therapeutic
concentration with PHA and litium (Li), an anti-inflamatory molecule. Cells co-cultered with ZIP and Li
did not decrease cell proliferation rate in relation to untreated control cells (0). Different letters indicate
significant differences determined by One-way analysis of variance followed by post hoc Tukey test, at
p <0.05.

Cell cycle analysis by flow cytometry in 72 h cell cultures confirmed
macrophages proliferactive activation by PHA exposure and that LI did not change the
frequency of S phase when compared with no-treated control group. Cells ZIP exposed
presented a significant increase of cells in S phase than control group, but the increase
in the proliferation was not so strong than observed in cells PHA exposed. Concomitant
treatment with ZIP + LI leads to decrease significantly the frequency of cells in S phase
in comparison with no-treated control group (Figure 2).

As inflammatory activation involves increase in some oxidative molecules we
evaluated the effect of ZIP treatment on NO, superoxide and ROS levels of RAW
macrophages (Figure 3). As expected, in the presence of PHA NO, superoxide ROS

levels increased significantly when compared with no-treated control group. LI
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maintained similar levels of these three oxidative markers than control cells, whereas
cells ZIP exposed presented higher levels of these biomarkers. In the presence of ZIP
+ LI cells presented NO and ROS levels than control group cells. However, this
treatment showed higher superoxide levels than control group, despite these levels to
be lower than PHA positive control group.

Quantification of pro-inflammatory cytokines (IL-1, IL-10, TNFa, INFy) and the
anti-inflammatory IL-10 cytokines was performed in all treatments, as well as gene
modulation of these immune markers was also determined. Results presented in
Figure 4 showed higher levels of proinflammatory cytokines in cells PHA exposed
when compared with no-treated control group. At contrary, IL-10 levels were lower in

PHA treatment in comparison with control group.
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Figure 2: Ziprasidone (ZIP) effects on cell cycle RAW 264.7 macrophage cells determined by flow
cytometry. (A) representative flow cytometry graphic of macrophage cells untreated (0), exposed to
phytohemagglutinin (PHA), a pro-inflamatory positive control, to ziprasidone (ZIP) at 75 ng/mL, a
plasmatic therapeutic concentration and to ZIP plus lithium, an antiiflamatory drug; (B) Frequency of
cellsin S phase determined by flow cytometry, which indicate inflammatory induction by PHA and ZIP
treatments. Different letters indicate significant differences determined by One-way analysis of variance
followed by post hoc Tukey test, at p < 0.05.



81

2004

3 1501
£
o b b
s a a —_ a
£ 100
@
2
2
g 5o
0 :
0 PHA LI zZIP ZIP + LI
A Treatments
200-
3
S 1501
£
o
Qo
‘s a
£ 100 I
@
T
=
o
£
a
g 50
w
B oll
0 PHA LI zZIP ZIP + LI
Treatments
200,
— 1501
°
e
5
o a
s 100 ——=
=
w
4
50
c ol Ll
0 PHA LI zZIP 2IP + LI

Treatments

Figure 3: Ziprasidone (ZIP) effects on oxidative markers of RAW 264.7 macrophage cells. (A) nitric
oxide (NO) levels; (B) superoxide anion levels; (C) reactive oxygen species (ROS) levels. Treatments:
untreated control group (0), phytohemagglutinin (PHA), a pro-inflamatory positive control, ziprasidone
(ZIP) at 75 ng/mL, a plasmatic therapeutic concentration; lithium (Li), an anti-inflammatory drug and ZIP
plus Li. Different letters indicate significant differences determined by One-way analysis of variance
followed by post hoc Tukey test, at p < 0.05.
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Cells exposed to LI, which is considered an anti-inflammatory molecule showed
higher levels of IL-1 in comparison with control group. But the increase of this molecule
was just 10% higher than no-treated cells. In relation to other proinflammatory
cytokines and IL-10, cells LI treated presented similar levels than control group.

Cells treated with just ZIP drug showed higher proinflammatory cytokines levels
than control group. However, these levels were lower than PHA treatment. A slight, but
significant decreasing in the IL-1, IL-6 and INFy levels was observed in cells treated
concomitantly with ZIP + LI in relation to control group. However, this treatment
presented similar TNFa values than observed in cells just ZIP treated. Both, ZIP and
ZIP + LI presented higher IL-10 levels than cells PHA treated. However, this effect was
more pronounced in ZIP than ZIP + LI treatment. Despite ZIP and ZIP + Ll increase IL-
10 levels, this effect was partial and did not revert to IL-10 levels observed in control
group cells.

Cytokines gene were modulated by all treatments (Figure 4 B). PHA treatment
upregulated all proinflammatory cytokines genes and down-regulated IL-10 gene. In
the presence of LI, cells downregulated IL-1 and TFNa genes and up-regulated IL-10
genes confirming the anti-inflammatory action of this molecule. When cells were ZIP
exposed all cytokines, genes were upregulated in comparison with untreated control
group. However, different of PHA treatment, ZIP was also able to upregulated the anti-
inflammatory IL-10 gene. The concomitant treatment with ZIP + LI did not change IL-1
gene expression pattern, but caused upregulation of IL-6, TNFa and INFy gene.
However, this upregulation was not so intense (< 2 times of control group). This
treatment did not affect the expression of IL-10 gene when compared with untreated

control group.
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Figure 4: Ziprasidone (ZIP) effects on cytokines of RAW 264.7 macrophage cells. (A) levels of IL-1, IL-
6, TNFa and IL-6 determined by ELISA imunoassays. (B) effects on cytokines gene expression
determined by (RT-PCR analysis. Data were normalized ny Beta-actin housekeeping gene.
Treatments: untreated control group (0), phytohemagglutinin (PHA), a pro-inflamatory positive control,
ziprasidone (ZIP) at 75 ng/mL, a plasmatic therapeutic concentration; lithium (Li), an anti-inflammatory
drug and ZIP plus Li. Different letters indicate significant differences determined by One-way analysis
of variance followed by post hoc Tukey test, at p < 0.05.
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3 Discussion

In the present investigation, we evaluated the potential effect of ZIP, an
antipsychotic drug on inflammatory response using RAW macrophages cells, as an in
vitro experimental model. Results showed that in non-activated macrophage cells ZIP
cause some inflammatory response. This suggestion is based in the observation that
ZIP caused macrophage spreading, increasing cellular proliferation, which was
evaluated for two protocols (MTT assay and cell cycle by flow cytometry analysis).
Cells ZIP exposed also presented higher levels of oxidant molecules related with
inflammatory response (NO, ROS and superoxide) and proinflammatory cytokines (IL-
1, IL-6, TNFa, INFy) and lower levels of IL-10, an anti-inflammatory cytokine. However,
macrophages ZIP exposed did not present high inflammatory response than observed
in cells exposed to PHA, a lectin antigen found in some plants. Due its antigenic
properties PHA induces mitosis and inflammatory cascade in mononuclear cells (T-
cells and macrophages) [17]. For our best knowledgment this is the first study that
analysed the potential effect of ZIP on macrophage inflammatory response. In fact, ZIP
induced macrophage spreading, mitosis, modulation of some oxidative molecules,
which are closely related with inflammatory response, especially superoxide anion [20].
Moreover, a clear increase in proinflammatory cytokines was observed in cells ZIP
treated.

Here, itis important point out that we use LI as anti-inflammatory molecule since
this drug is able to inhibit the synthesis of prostaglandins, and the activity of glycogen
synthase kinase-3B enzyme, which facilitates the transcription factor nuclear factor
(NF)-kB, a key inflammatory regulator molecule [18]. As polypharmacy is a common
in the treatment of psychiatric patients, especially in bipolar disorder at high risk of

familial load for suicidal behaviour [19] we solved to test the potential interaction
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between ZIP and LI macrophage inflammatory response. In general, ZIP + LI
concomitant exposure softened the inflammatory effects observed in cells just treated
with ZIP drug. In the clinical practice pharmacotherapy for nomixed mania use LI as
the first-line recommendation, and a second-generation antipsychotic can be added.
Quetiapine is the first-choice, and when is not possible to treat patients with this drug,
the next choice is risperidone, followed by olanzapine. However, if the patient is still
refractory others antipsychotic drugs can be considered including ZIP [22]. Despite
association between LI and ZIP to not be the first choice in clinical treatment, our data
suggest that concomitant of these psychopharmacs could ameliorates peripheral
inflammatory response associated with isolated use of ZIP. However, complementary
clinical assays need to be performed to confirm the results described here.

Potential inflammatory effect of ZIP drug described here is in concordance of
prior investigation which investigated the effect of antipsychotic drugs on C-reactive
protein (CRP), cellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) and E-selectin, which are considered a systemic blood
inflammatory marker. The results were obtained from patient’s participants of the
CATIE Schizophrenia Trial phase 1. After three months, patients ZIP treated presented
higher levels of ICAM-1 and VCAM-1 in comparison with baseline levels. In the follow-
up analysis (18 months) higher CRP levels were also observed in patients ZIP treated,
despite these values to be lower than patients treated with other antipsychotic drugs,
such as risperidone, quetiapine and olanzapine [9].

Unfortunately, there are few previous investigations exploring the role of ZIP on
inflammatory metabolism. However, some clinical reports could be use to support the
occurrence of this process. For example, Hamera and Khishfe recently reported the

occurrence of Kounis syndrome (KS), which is an allergic reaction preceding and
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leading to an acute coronary syndrome. In the case report, a 38-year old man
diagnosed with bipolar disorder ingresses in emergency department for suicidal
ideations and was pharmacologically treated with LI. However, this treatment was not
well succeeded, and the patient become acutely psychotic and violent been treated
with ZIP. After forty minutes, he presented chest pain and diffuse urticaria [8].
Hypersensitivity reaction associated with ZIP have also described by other authors
[9,10,11,12].

In fact, macrophages can be considered a central cell to both innate and
adaptive immunity, and essential to the expression of allergic inflammation [23]. In
general, this cell is the first one to sense trouble and respond to disturbances in almost
body. Despite, there is differences in the macrophages from different tissues, these
cells present many receptors in common that help macrophages sense what is going
on [25]. Antigen exposure can trigger macrophage polarization into classically
activated macrophages (M1 cells, which present higher proinflammatory cytokines IL-
1, IL-6, TNFa and INFy) and alternatively activated macrophages (M2 cells, which
present higher anti-inflammatory levels, such as IL-10 cytokine) [26].

Pharmacogenomic effect of ZIP on cytokines genes was also observed in the
results described here. However, despite ZIP cause up-regulation of proinflammatory
cytokines, this antipsychotic drug also up-regulated IL-10 gene, an anti-inflammatory
cytokine. This results is important, since suggest the occurrence of macrophages
polarization from M1 to M2, mainly when we compare results with PHA antigen, which
showed down-regulation of IL-10. ZIP effect on cytokine gene modulation was
previously described by an in vitro study conducted by Sarvari et al [27]. In this study,
the authors observed that ZIP up-regulated proinflammatory cytokines gene

expression of primary human adipose-derived stem cells.
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In summary, despite methodological constrains associated with in vitro studies,
our data suggest that ZIP could present some peripheral inflammatory response. We
speculate that inflammatory response triggered by ZIP could be associated with

allergic side effects described in the literature, from clinical case reports.
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Abstract

In immune cells, especially macrophages some oxidant molecules present a
key role on inflammatory response trigger by pathogens and non-pathogens
substances. For this reason, basal genetic superoxide-hydrogen peroxide (S-HP)
imbalance as caused by Vall6Ala-SOD2 single nucleotide polymorphism (SNP) could
has some influence on side effects induced by pharmacological drugs. This could be
de case of Ziprasidone (ZIP), a second-generation antipsychotic (SGA) used to treat
some psychiatric and neurodegenerative diseases that seems to act on oxidative-
inflammatory metabolism. To test this hypothesis, an in vitro study using human
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) carrying different Vall6Ala-SOD2
genotypes was performed. In standardized 72h cell cultures, the effect of ZIP exposure
at plasmatic therapeutic concentration in oxidative (including level of DNA oxidation
guantified by 8-deoxiguanosine) and inflammatory markers were analysed. Results
showed that AA-PBMCs that have basal higher HP levels presented cito-genotoxic
effect when ZIP-exposed, whereas VV-PBMCs presented higher levels of
proinflammatory cytokines. The whole of results indicated some pharmacogenomic
action of Val16Ala-SOD2 SNP despite in vitro methodological constrains.

Key-words : Pharmacogenomics, oxidative stress, inflammation, gene polymorphis,

antipsychotics
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INTRODUCTION

Psychosis symptom have important association with schizophrenia and, bipolar
disorders also affecting patients with other neurodegenerative diseases, such as
Parkinson [1], dementias [2] been associated with stress response blood biomarkers
and inflammation as well as on indicators of redox dysregulation, and DNA damage
[3,4,5]. The pharmacological control of psychosis symptoms especially is conducted
mainly from use of second-generation antipsychotics (SGAs). However, SGAs
treatment has been also consistently associated metabolic side effects, such as
obesity and, diabetes type 2 associated with peripheral oxi-inflammatory states [6,7,8].
However, these metabolic side effects seem to be attenuated by ziprasidone use (ZIP),

a drug novel antipsychotic recently approved for clinical use [9].

ZIP is a bezidoxazole-derivative with effective action on positive and negative
symptoms in the schizophrenia that is a selective monoaminergic antagonism by
dopamine D2 and 5-HT2A receptors, also presenting for 5-HT1A, 2C,1D receptors and
by, 1- and 2- adrenergic, and H1-histaminergic receptors inhibiting synaptic reuptake
of serotonin and norepinephrine [9]. In pharmacokinetics terms, the absolute ZIP
bioavailability at 20-mg oral dose is 60% under feeding condition. Plasmatic ZIP
therapeutic range from 50 to ng/mL been highly metabolised in humans, with less than

5% of the administered dose being excreted in an unchanged form [10].

Despite, ZIP to present attenuated risk of development of metabolic diseases,
other side effects associated with oxi-inflammatory states have been described in the
literature including: allergic events associated hypersensitive reactions, chest pain and

diffuse urticaria [11,12,13], respiratory failure [14], Kounis syndrome that is an allergic
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reaction preceding and leading to an acute coronary syndrome [15], hypertensive
reactions [16]. An in vitro study also described that ZIP could activate a RAW-
macrophage cells line by induction of higher levels of cellular proliferation and
proinflammatory cytokines such as IL-1, IL-6, TNFa, INFy [17]. Although there are
studies suggesting that this antipsychotic causes relevant cytogenetic changes, there
is a need to clarify how much basal oxidative states of peripheral cells could affect both
the cyto-genotoxic effects and the pro-inflammatory effects of this antipsychotic

[18,19,20].

The relevance of this complementary study is associated with studies that
suggest that baseline oxidative status could directly influence the risk of development
of some non-transmissible chronic diseases, as well as drug and food response. This
is the case of a single nucleotide polymorphism (SNP) located in the superoxide
dismutase manganese dependent gene (Vall6Ala-SOD2, rs4880) that its two
homozygous genotypes (AA and VV) has been associated with chronic pro-
inflammatory diseases [21,22] and that in vitro and in vivo studies indicated potential
pharmacogenetic and nutrigenetic effects [23,24,25,26]. In this context, the present
investigation performed in vitro analysis of potential ZIP effect on oxidative metabolism
and inflammatory response of human PBMCs carrying different Vall6Ala-SOD2

genotypes.
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MATERIALS AND METHODS

Chemical reagents and equipments

The drugs and reagents used in the experiments, including Dulbecco Modified
Eagle Medium (DMEM, 1640), RPMI 1640 culture mediums, ziprasidone and other
chemical reagents, were
purchased from Sigma-Aldrich (San louis, MO, USA). Materials used in all cell cultures
experiments were purchased from Vitrocell-Embriolife (Campinas, Sé&o
Paulo, Brazil) and Gibco-Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) including fetal bovine
serum, heat-inactivated horse serum, penicillin and streptomycin. Molecular biology
reagents were obtained from Qiagen (Hilden, North Rhine-Westphalia, Germany),
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), and Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA).
Vacutainer® was purchased from BD Diagnostics (Plymouth, UK) and cytokines kits
for Elisa immunoassays were purchased from Biomyx Technology (San Diego, Ca,

USA).
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Vall6AlaSOD2 SNP PBMCs and ZIP - General Protocol

Potential in vitro pharmacogenetic effects of Vall6Ala-SOD2 SNP on PBMCs
inflammatory response triggered by ZIP exposure was evaluated using blood samples
of healthy subjects previously genotyped by this polymorphism. Barbisan et al [26]
genotyped 120 healthy undergraduate students that accepted to donate blood samples
as asked by researchers. All subjects signed consent term related to project previously
approved by an Ethics
Committee at the Universidade Federal de Santa Maria, Brazil (process number:
0332.0243.000-11). To ensure that all triplicate tests were performed, volunteers

underwent more than one blood collection on different days.

The PBMCs from blood samples were obtained and prepared similar to the
protocol described by Barbisan et al. [26]. Briefly, blood sample (20 mL/subject) were
collected by venepuncture from 18 volunteers randomly selected from the original bank
(20.49 years old) years old) carrying different Vall6Ala-SOD2 genotypes (6-VV, 6AV
and 6-AA). Therefore, the volunteers were not necessarily the same as those who took

part in previous in vitro studies that investigated some effect of Vall6Ala-SOD2 SNP.

However, it is important to point out that in the moment of study these volunteers
were not intaking any medication for chronic disease treatment or vitamin
supplements. Moreover, no-smokers, and did not present previous cardiovascular
medical histories or hypertensive disorders, did not take psychiatric drugs, and had no

metabolic disease or other morbidity that could affect the results. The Vall6Ala-SOD2
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genotype was determined by the polymerase chain reaction using a direct total blood

cell sample and Tetra- Primer ARMS-PCR assay, as described by Barbisan et al. [48].

Blood samples collected were transferred to tubes containing Ficoll Histopaque
(2:1) and centrifuged for 20 min at 900g in order to collect the PBMCs that were
harvested in the interface. The PBMCs were washed with phosphate buffer by
centrifugation and pelleted cells were transferred to culture
medium containing 1 mL RPMI 1640 supplemented with 10% foetal calf serum (FCS)
and 1% penicillin/ streptomycin at a cell density ofl x 106 cells/mL. Further, PBMC
cultures were incubated at 37°C and 5% CO2 for 24 h before performing any
experiment. PBMCs carrying different Vall6Ala-SOD2 were exposed to ZIP at 75
ng/mL that is the estimated plasmatic therapeutic concentration of this drug and that
previously Duarte et al [17] described pro-inflammatory effects on RAW macrophages

cell. All analyses were performed in 72 h cell cultures.

Assessment of cellular proliferation

One of the characteristics of the activation of mononuclear cells is the increase
in the rate of cellular proliferation in relation to a group of nonactivated cells. For this
reason, in this protocol the proliferative rate in 72 h cell cultures was performed by 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction
spectrophotometric assay, as described previously by Barbisan et al. [42]. Briefly, MTT
was dissolved in 5 mg/mL phosphate-buffered saline (PBS) and was added to a 96-
well plate containing the sample treatments. Further, the plate was incubated for 1 h
at 370C. Culture supernatant was removed, and the cells were resuspended in 200 pL
of dimethyl sulfoxide (DMSO). Reaction was spectrophotometrically read at 560 nm

absorbance.
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Oxidative stress markers assessments

The follow pro-oxidants molecules were quantified here: nitric oxide (NO), that
is considered a key molecule in the early inflammatory response, that was
spectrophotometric quantified by a colorimetric assay used to detect organic nitrate
[8]. The Griess assay detects nitrite formed by the spontaneous oxidation of NO under
physiological conditions involving azo coupling between diazonium species, which are
derived from sulfanilamide and NO2, and naphthylethylenediamine [8]. A colorimetric
produce measure at 540 nm is obtained from this reaction that is proportional of NO
level presentin the sample. Barbisan et al [42] described detailed the NO quantification

performed here.

As Vall6Ala-SOD2 SNP is directly associated with imbalance of oxidative
molecules (superoxide anion and hydrogen peroxide), in the first protocol were also
guantified and compared the levels of follow variables associated with oxidative stress:
lipid peroxidation (LPx) and protein carbonylation (PCarb). LPx was
spectrophotometrically estimated through the formation of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) as previously described by Jentzsch et al. [46] and PCarb
guantified according to Levine et al. [47] using 532 nm and 370 nm wavelengths,

respectively.

Antioxidant and Immunological assays

The levels of 8-deoxyguanosine that is a marker of DNA oxidation (0xDNA),
cytokines, antioxidant enzymes levels SOD, catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX) and IL-1, IL-6, TNFa and IL-10 were quantified in 72 h cell cultures in both
protocols conducted with PBMCs and RAW macrophages. These measures were

performed by immunoassay tests using Quantikine Human Immunoassays kits as
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manufactures instructions. Briefly, all reagents and working standards were prepared
and the excess microplate strips were removed, before adding 50 pL of the assay
diluent RD1W to each well. Next these procedures, 100 uL of standard control for our
sample was added per well, after which the well was covered with an adhesive strip
and incubated for 1.5 h room temperature. Each well was subsequently aspirated and
washed twice, for total of three washes. The antiserum of each molecule analysed
here was added to each well and covered with a new adhesive strip before being
incubated for 30 in at room temperature. The aspiration/wash step was repeated, and
the conjugate of each antioxidant enzyme (100 uL) was added to each well and
incubated for 30 min at room temperature. The aspiration/wash step was repeated
before adding 100 pL of substrate solution to each well, followed by incubation at room
temperature for additional 20 min. Finally, 50 uL of stop solution was added to each
well and the optical density was determined within 30 min using a microplate reader

set to 450 nm.

Statistical Analysis.

Data treatment obtention were performed according to in vitro good practices
presumptions described by Griesinger et al. [21]. As currently is used, all assays were
conducted in independent triplicate, and for this analysis data obtained were
normalized by the mean of cell growth and transformed as % of control. Statistical
analyses were performed using Graph Pad Prism Software (6.0 version). Data were
presented as % mean + standard deviation (SD) of negative or positive control group.
Treatments were repeated, at least 5-times in each 96-well plate. The upper and lower
values of 2-SD range found in these repetitions were considered outliers
and excluded of the analysis, because generally these outliers generate

relative SD > 10% indicating presence of some experimental imprecision. software.
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Comparison among treatments were performed by one- or two-way analysis of
variance followed by Tukey's post hoc test. All tests comparisons with < 0.05 were
considered statistically significant. In results showed in Figures different letters
identified statistical differences (p < 0.05) among

treatments.

RESULTS

Analysis of PBMCs carrying different Val16Ala-SOD2 genotypes showed similar
values of NO levels whereas, just V-cells (AV and VV) showed significant increase in
the cellular proliferation. At contrary, AA-cells present lower values of cellular

proliferation that AA-control group (Figure 1).
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Figure 1 Comparison of (A) nitric oxide (NO) levels and (B) cellular proliferation rate in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) carrying different Vall6Ala-SOD2 SNP genotypes (AA, AV and VV)
ziprasidone (ZIP) exposed in 72h cell cultures by two-way analysis of variance followed by Tukey post
hoc test. Data are presented by comparison between control and treated cells of each genotypes and
statistically significant differences were identified by p <0.05 = *; p <0.01 = ** and p_<0.001 = ***,
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The Figure 2 presents comparison between cytokines levels of 72 h ZIP-
exposed and non-exposed PBMCs carrying different Vall6Ala-SOD2 genotypes. The
ZIP-exposure triggered higher levels of pro-inflammatory cytokines in PBMCs cells
independent of SOD2 genotypes. However, this effect was slightly low in AA- than VV-
cells. At contrary, a lowering effect of ZIP on IL-10 anti-inflammatory cytokine was
observed when PBMCs. Again, this result was similar in all PBMCs cultures

independent of Vall6Ala-SOD2 genotype.
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Figure 2 Comparison of different cytokines: (A) Interleukin 1 beta (IL-1B);(B) IL-6; (C) tumor necrosis
factor alpha (TNFa) and (D) IL-10 in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) carrying different
Vall6Ala-SOD2 SNP genotypes (AA, AV and VV) ziprasidone (ZIP) exposed in 72h cell cultures by
two-way analysis of variance followed by Tukey post hoc test. Data are presented by comparison
between control and treated cells of each genotypes and statistically significant differences were
identified by p <0.05 =*; p <0.01 =** and p_<0.001 = ***,
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The effect of ZIP on oxidative metabolism variables considering PBMCs
carrying different Vall6Ala-SOD2 genotypes are presented in Figure 3. ZIP induced
significant higher levels of oxidative stress markers. Analysis indicated potential
genotoxic action since levels of oxDNA were higher in all PBMCs ZIP-exposed.
However, higher levels of this marker were observed in AA-PBMCs ZIP exposed
(Figure 3A, 31 + 3 % of control group) than AV-PBMCs (Figure 3B, 120 + 4 % of control
group) and VV-PBMCs (Figure 3C, 114 + 3 of control) (p < 0.001). Despite ZIP trigger
increase in the LPx levels, comparison among genotypes showed that this effect was
lower in the AV-PBMCs (114 + 3 of control group) than homozygous PBMCs (AA= 122
+ 2 and VV=121 + 2 of control) (p < 0.001). Protein carbonylation were elevated when
cell cultures were ZIP-exposed, however, the increase in the levels of this oxidative
markers were similar among SOD2 genotypes. The ZIP effect on antioxidant enzymes
showed increase in the levels of SOD in a similar way among genotypes. At contrary,
AA-PBMCs showed higher CAT levels in cultures ZIP-treated (124 + 3 % of control)
than V-allele cells (AV =107 = 2, VV=110 + 3 % of control) (p < 0.001). On ZIP-
exposure, GPX-levels were also higher in AA-PBMCs (124 = 3 % of control) than V-

allele cells (AV =115 * 2, VV=114 + 3 % of control) (p < 0.001).
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Figure 3 Comparison among different antioxidant enzymes and pro-oxidant markers in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) carrying different Vall6Ala-SOD2 SNP genotypes (AA, AV and VV)
ziprasidone (ZIP) exposed in 72h cell cultures by two-way analysis of variance followed by Tukey post
hoc test. Data are presented by comparison between control and treated cells of each genotypes and
statistically significant differences were identified by p <0.05 = *; p <0.01 = ** and p_<0.001 = ***
Considering that the data are represented as% of the control, the representation of the controls of each
variable was done together, through a dashed line arranged in the value 100 of the y-axis.

DISCUSSION

In the present investigation was described potential pro-genotoxic and pro-
inflammatory action of ZIP, an antipsychotic with attenuated metabolic alterations side
effects. Moreover, these effects seem to be intensified by basal superoxide-hydrogen

peroxide imbalance triggered by Vall6Ala-SOD2 gene. In this case, whereas AA-
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PBMCs present higher levels of some oxidative markers, including oxDNA, VV-PBMCs
present higher levels of some inflammatory molecules than other genotypes.

Before these results to be discussed more deeply it is important to point out that,
despite methodological limitations associated with in vitro studies, in vivo analysis of
gene and diet influence on antipsychotic drugs represent a challenge since there are
a great number of variables that can to influence the results and the data interpretation.
For this reason, in vitro protocols could serve as an exploratory approach to infer
genetic and environmental variables influence on inflammatory response triggered by
antipsychotic drugs.

The protocol performed here that evaluated Vall6Ala-SOD2 SNP influence on
ZIP oxidative and inflammatory response was based in previous evidences suggesting
occurrence of a basal superoxide-hydrogen peroxide imbalance determined by both
homozygous genotypes, AA and VV. In the Vall6Ala-SOD2 SNP, a change of valine
(GTT) to alanine (GCT) on 16 codon causes a protein structural modification affecting
the SOD2 non-active protein transport into mitochondria [27]. Therefore, this structural
modification affects the SOD2 efficiency, since A-allele produces an alpha helix protein
that ingress easily in to mitochondria became an active SOD2 enzyme, whereas V-
allele produces a beta-sheet protein that is partially arrested in the mitochondrial
membrane. In these terms, previous investigation estimated that AA produce
approximately 40% more active SOD2 enzyme than VV genotype [27].

Although AA has higher SOD2 enzyme this phenotype is not beneficial
considering that AA-SOD2 dismutates higher concentrations of superoxide anion in
hydrogen peroxide but did not occur a concomitant elevation in the GPX levels that,
subsequently catalyze hydrogen peroxide in water. The excess of basal hydrogen

peroxide could be a key explanation for the association between AA genotype with risk
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of several cancer types. A recent meta-analysis that included 33,098 cases and 37,831
controls from 88 studies estimated association between SOD2 SNP with
overall cancer risk [28]. Previous studies also described that AA genotype could be
more sensitivity to environmental prooxidant agents such as UV [29], methylmercury
[30], moderate static magnetic fields [31] and others.

In this work, a drastic reduction in the number of cells 72 h cultures was initially
observed. This result could indicate a strong immunosuppressive effect of ZIP on AA
cells or a markedly cytotoxic effect. In this cell’s higher levels of oxDNA that is a marker
of DNA damage was observed than other V-allele cells. Other prooxidant molecules
also presented high levels in AA-PBMCS as well as antioxidant enzymes. Other hand,
high levels of proinflammatory cytokines occurred in AA-cells indicating a
proinflammatory state. Therefore, the whole of results suggest that ZIP could present
a cito-genotoxic effect on AA-PBMCs.

In the present investigation, VV-PBMCs presented higher production of
inflammatory markers than A-allele cells when ZIP-exposed. The VV-genotype of
Vall6Ala-SOD2 SNP is related to low SOD2 efficiency that maintain elevate basal
levels of superoxide anion in the cells. Despite superoxide to be less membrane
soluble than hydrogen peroxide, this molecule has highly affinity for NO that is, virtually
produced by all cells of the body. The reaction between superoxide anion and NO
generates potent oxidative products, in especial peroxide nitrite that causes extensive
peroxidation on lipid molecules present in the cellular membrane and other cellular
compounds [21].

In fact, macrophages are very sensitive cells been are able to sense and clear
structures that contain exogenous or endogenous pathogen-associated molecular

pattern (PAMPs) and also danger-associated molecular patterns (DAMPS). These
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properties are closely linked with production and regulation of potentially harmful
oxidant molecules, as well as cytokines. For this reason, macrophages are important
producer’s superoxide/hydrogen peroxide and nitric oxide [32]. However, this
production is highly controlled according the macrophage’s status and
microenvironmental condition. Therefore, elevated basal levels of superoxide could
represent a greater sensitivity of macrophages to trigger and maintain a given
inflammatory response. This process could explain the potential cause of the
association between VV genotype and risk of several types of metabolic diseases
related to chronic low-grade inflammation [21,22]. Among these we can cite
hypercholesterolemia [33], obesity [34], cardiovascular diseases including angina
pectoris [35] and stroke [36] and with diabetes type 2 complications risk including
retinopathy, nephropathy [37,38] lipid profiles alteration [39,40].

Complementary in vitro and in vivo investigations showed that VV-genotype is
associated with chronic inflammatory patterns including high levels of proinflammatory
cytokines, such as IL-1p3, IL-6 and TNFa, and lower levels of II-10, an anti-inflammatory
cytokine [41,42]. Furthermore, investigations also has been described that VV-
genotype could to has some pharmacogenomic influence on proinflammatory or anti-
inflammatory response triggered by pharmacological drugs or bioactive molecules
present in some foods. For example, a study performed by Duarte et al [23] showed
that hypercholesterolemic patients who present a low-efficiency SOD2 enzyme (VV-
genotype) exhibited an attenuated response to rosuvastatin compared with the A-allele
patients. The effect of rosuvastatin on inflammatory and fibrinolytic biomarkers was
also less intense in the VV patients. Barbisan et al [26] also described that Li anti-
inflammatory in vitro effects could be directly influenced by Vall6Ala-SOD2 SNP that

was more attenuated in VV-PBMCs than A-allele cells.
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Therefore, whole of results described here corroborate the potential
proinflammatory ZIP effect on humans PBMC cells similar a previous study performed
by Duarte et al in RAW macrophage cells [17]. Moreover, this effect has some
differences according to unbalanced homozygous genotypes: AA or VV. Whereas
basal higher hydrogen peroxide levels seems to potentialize ZIP genotoxic and
oxidative stress action, in cells with basal higher superoxide anion occur a
potentialization of inflammatory response by increase in the PBMCs proliferation and
in the levels of proinflammatory cytokines.

The results described here suggest that both, homozygous Vall6Ala-SOD2
genotypes could be associated with negative effects triggered by ZIP-intake. It is
relevant to comment that, adverse drug reactions in patients causes more than 2
million hospitalizations including 100,000 deaths per year in the United States. These
reactions are associated with multiple factors including genetic variables. For this
reason, the pharmacogenomics concept was developed and consolidated in order to
increase the efficacy and safety of pharmacological drugs. Generally, negative effects
have been associated with detoxification cytochrome P450 genes [43,44]. However,
the results described here also suggest a potential role of oxidative imbalance
triggered by genetic factors on modulation of negative side effects of drugs, such as
ZIP.

Despite in vitro methodological constrains results suggest that Val16Ala-SOD2
could present some pharmacogenomic action on ZIP side effects related to immune
and oxidative metabolism. However, if this effect could be found in relation to other
antipsychotics drugs is an open question that needs to be elucidated by future
investigations. The results described here also indicate that it may be that

environmental factors, such as the consumption of foods rich in bioactive molecules,
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antioxidants and anti-inflammatories could attenuate the side effects in the immune

system related ZIP-exposure.
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Abstract— Ziprasidone (ZIP) is an effective antipsychotic with low side effects than
other second-generation antipsychotics. Despite this, there are reports of adverse
events and previous studies associating the use of ZIP the inflammatory response. It
is possible to infer that bioactive molecules present in some foods could attenuate
peripheral inflammatory and oxidative stress potentially triggered ZIP. This is the case
of guarand xanthine-catechin chemical matrix (XC-Mix) that presents caffeine,
theobromine, and catechin. The in vitro protocols using murine RAW 264.7 cell
macrophages were ZIP-exposure in culture medium supplemented with chemical
isolated and admixture of Caf, The, and Cat. Main results showed that supplementation
with isolated and XC-mix had a lowering effect on 72 h macrophages proliferation. XC-
mix with 1:1:1 proportion at 25 ug/mL of each caffeine, theobromine, and catechin,
molecules present lowering effect on nitric oxide levels, oxidative stress markers (DNA
oxidation quantified by 8-hydroxy-2' —deoxyguanosine), lipoperoxidation, and protein
carbonylation. XC-mix also decreased protein levels and downregulated genes of
proinflammatory cytokines (IL-13, IL-6, TNF-a). At contrary, XC-Mix increased levels
and upregulated gene of anti-inflammatory IL-10 cytokine.

Key-words: caffeine; theobromine; catechin, Paullinia cupana; schizophrenia;

cytokine
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BACKGROUND

Neuropsychiatric disturbs, such as schizophrenia, bipolar disorders, and also
dementia, as well as psychosis symptoms related with these morbidities, have been
associated with chronic neuroinflammation states [1-4]. Paradoxically, the use of most
second-generation antipsychotics (SGAs) has been also consistently associated to
metabolic side effects, highly related to chronic inflammatory morbidities, such as
obesity and diabetes mellitus type 2, which are directly associated with low-grade

peripheral inflammatory states [2, 3].

Despite these less intense effects in patients that intake ziprasidone (ZIP),
previous investigations have described some side reactions immune dysfunctions with
ZIP use including allergic events associated to hypersensitive reactions, chest pain
and diffuse urticaria [4—6], hypertensive reactions [5], and respiratory failure [6].
Moreover, ZIP has been associated with Kounis syndrome development, which is an

allergic reaction preceding and leading to acute coronary syndrome [7].

An in vitro study using a non-human RAW 264.7 macrophage cell lines
confirmed that ZIP is able to activate inflammatory response inducing higher levels of
proinflammatory cytokines, such as interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), interferon gamma (IFN-y), and decreasing in the
antiinflammatory interleukin 10 (IL-10) cytokine levels [7]. The effects described in
macrophage ZIP-exposed were similar to those found in these cells by exposure of
phytohemagglutinin (PHA), a natural pro-inflammatory antigen. Furthermore, previous
studies also described potential ZIP cytotoxic effects by increase of oxidative stress

molecule on human peripheral blood mononuclear cells [7].
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Considering that ZIP is an effective antipsychotic with low side effects than other
SGAs, identification of a chemical matrix present in some dietary foods that modulates
inflammatory states triggered by this drug could be clinically relevant. This is the case
of xanthine molecules that includes caffeine and theobromine and also polyphenols
that includes catechins found in some functional foods commonly consumed by
population. This is the case of chemical matrix present in beverages, such as green

and black tea [8], yerba mate [9] and guarana [10, 11].

Guarana’s (Paullinia cupana, Mart) is an Amazonian fruit whose seed toast is
richest in caffeine and also has theobromine, another xanthine, and catechin
polyphenols [12]. Guarana powder is broadly used to produce energetic beverages in
the world [12]. Previous in vivo and in vitro studies have described that guarana extract

could have some antioxidant [15, 16] and anti-inflammatory effects [13—-16].

Therefore, it is possible that guarana main XC-mix and their isolated molecules
could have some antiinflammatory action against ZIP-macrophage activation. This
hypothesis is based in previous investigation of guarana’s XC-mix showed
cryoprotectant effect in thawed human sperm by modulation of some oxidative stress
markers [15]. Moreover, Barbisan et al. [16] described that similar XC-mix was able to

improve anti-inflammatory Lithium effect on PHA activated-macrophages.
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MATERIALS AND METHODS

Chemical Reagents and Equipment

In the present study, drugs and reagents used in the experiments, including
Dulbecco modified Eagle medium (DMEM), caffeine, ziprasidone, catechin, and
theobromine and other chemical reagents, were purchased from SigmaAldrich (San
Louis, MO, USA). Materials used in all cell culture experiments were purchased from
VitrocellEmbriolife (Campinas, S&o Paulo, Brazil) and Gibco-Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA) including fetal bovine serum, heat-inactivated horse serum,
penicillin, and streptomycin. Quantikine kits for Elisa immunoassays were purchased
from Biomyx Technology (San Diego, Ca, USA). Part of this in vitro study used
commercial murine RAW 264.7 macrophage cells that were obtained from American
Type Culture Collection (ATTC, Manassas, VA, USA) by the Cell Bank of Rio de
Janeiro, which thawed and provided aliquots of these cells for the study. This non-profit
non-governmental organization also issued a certificate that the line was not
contaminated. The analyses involving the measurement of absorbance or
fluorescence were conducted using SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate Reader

equipment (Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA).

Xanthine-Catechin mixture and ZIP on RAW macrophages

This protocol was also performed using murine RAW 264.7 macrophages
(ATCC TIB-71) as experimental model, and macrophages were cultured as described
in Jung et al. [17]. Briefly, all protocols were performed at 37 °C in a 5% CO2 incubator
with cells cultured in DMEM medium supplemented with 10% fetal bovine serum,

penicillin (100 U/mL), and streptomycin (100 mg/mL). Cells (1 x 105 ) were seeded in
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six-well plates and allowed to adhere for 24 h before receiving XC-matrix and ZIP

supplementation. All analyses were performed in 72-h cell cultures and in triplicate.

Initially, the effect of isolated guarana’s chemical matrix molecules on cellular
proliferation of ZIP activated macrophages was evaluated in 72-h cell cultures. The
range concentration of isolated molecules tested here was similar to Barbisan et al.
[16], which also studied XCmix effect on activated-macrophage lithium-exposed: 0O,
0.25, 50, 75, 100, and 200 pg/mL. From these results were produced and tested three
potential XC-mix. The XC-mix reference concentration was based in the quantification
of these bioactive molecules in a hydroalcoholic guarana extract that was previously
published by Bittencourt et al. [11] (caffeine = 12.240 mg/g, theobromine = 6.733 mg/g,
and total catechins = 4.336 mg/mg). In this reference concentration, the estimated
proportion was (3) caffeine, (2) theobromine, and (1) total catechins. Therefore, first
XC1mix (3:2:1) of these molecules where added 75 caffeine, 50 theobromine, and 25
catechin pg/mL concentrations in culture medium of macrophages. The second XC-
2mix (2:1:1) was produced with an admixture containing 50 caffeine, 25 theobromine,
and 25 catechin pg/mL concentrations. The third XC-3 mix (1:1:1) was produced with

an admixture containing similar concentrations of three isolated molecules (25 ug/mL).

Assessment of cellular proliferation

One of the characteristics of the activation of mononuclear cells is the increase
in the rate of cellular proliferation in relation to a group of non-activated cells. For this
reason, in both protocols the proliferative rate in 72 h cell cultures was performed by
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide  (MTT) reduction
spectrophotometric assay, as described previously by Barbisan et al. [16]. Briefly, MTT
was dissolved in 5 mg/mL phosphate-buffered saline (PBS) and was added to a 96-

well plate containing the sample treatments. Further, the plate was incubated for 1 h
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at 370C. Culture supernatant was removed, and the cells were resuspended in 200 pL
of dimethyl sulfoxide (DMSO). Reaction was spectrophotometrically read at 560 nm

absorbance.

Nitric oxide and others oxidative stress markers assessments

In the two protocols were quantified the nitric oxide (NO), which is considered a
key molecule in the early inflammatory response, which was spectrophotometric
guantified by a colorimetric assay used to detect organic nitrate [17]. The Griess assay
detects nitrite formed by the spontaneous oxidation of NO under physiological
conditions involving azo coupling between diazonium species, which are derived from
sulfanilamide and NO2, and naphthylethylenediamine. A colorimetric produce
measure at 540 nm is obtained from this reaction that is proportional of NO level
presentin the sample [17]. Barbisan et al. [16] described detailed the NO quantification
performed here. Other oxidative markers studied here were lipid peroxidation (LPXx)
and protein carbonylation (PCarb). LPx was spectrophotometrically estimated through
the formation of thiobarbituric acid reactive substances (TBARSs) as previously
described by Jentzsch et al. [18] and PCarb quantified according to Levine et al. [19],

using 532 and 370 nm wavelengths, respectively.

Immunological assays

The cytokines IL-1, IL-6, TNF-a, and IL-10 levels were quantified in 72-h cell
cultures in both protocols conducted with PBMCs and RAW macrophages. The follow
variables associated with oxidative metabolism were also quantified just in the PBMC
experiment: antioxidant enzyme levels SOD, catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX), and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) that is a marker of DNA oxidation

(oxDNA). These measures were performed by immunoassay tests using Quantikine
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Human Immunoassays kits as manufacturer instructions. Briefly, all reagents and
working standards were prepared and the excess microplate strips were removed,
before adding 50 pL of the assay diluent RD1W to each well. Next these procedures,
100 L of standard control for our sample was added per well, after which the well was
covered with an adhesive strip and incubated for 1.5 h room temperature. Each well
was subsequently aspirated and washed twice, for a total of three washes. The
antibody of each molecule analyzed here was added to each well and covered with a
new adhesive strip before being incubated for 30 in at room temperature. The
aspiration/wash step was repeated, and the conjugate of each antioxidant enzyme
(100 pL) was added to each well and incubated for 30 min at room temperature. The
aspiration/wash step was repeated before adding 100 uL of substrate solution to each
well, followed by incubation at room temperature for additional 20 min. Finally, 50 uL
of stop solution was added to each well and the optical density was determined within

30 min using a microplate reader set to 450 nm.

Cytokines gene expression assay

Modulation of cytokine gene expression was conducted here by qRT-PCR
analysis using a similar approach to that described by Jung et al. [17]. Briefly, total
RNA obtained from each treatment was isolated using TRIzol® reagent and quantified
using a NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer System® (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA). Next, a cDNA was obtained using Script™ cDNA Synthesis Kit
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) following manufacturer’s instructions. The
gRT-PCR assay was performed with the Quanti Fast SYBR® Green PCR Kit (Qiagen,
Séo Paulo, SP, Brazil) in a Rotor Gene® Q equipment (Qiagen, Sao Paulo, SP, Brazil).
The specific forward and reverse primer sequences are described use here were: IL-

1B-F 5'GCGGCATC CAGCTACGAAT3'; R-5’ACCAGCATCTTCCTCA GCTTGT3; IL-
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6-f 5TACCCCCAGGA GAAGATTC CA3'; R-5'CCGTCGAGGATGTACC GAATT3
TNFa-F 5'CAACGGCATGGATCTCAAAGACS"; R-5" TATGGGCTCATACCA GGGT
TTG3; IL-10-F 5 GTGATGCCCCA AGCTGAGA3 R- 5TGC TCTTG
TTTTCACAGGGAAGAS'. The B-actin housekeeping gene was used as an internal
control of gene expression analysis. Relative gene expression was calculated using
the comparative Ct method and was expressed as fold expression relative to the
control.
Statistical Analysis

Data treatments were performed according to in vitro good practice
presumptions described by Griesinger et al. [21]. As currently is used, all assays were
conducted in independent triplicate, and for this, analysis data obtained were
normalized by the mean of cell growth and transformed as % of control [21]. Statistical
analyses were performed using GraphPad Prism software (6.0 version). Data were
presented as % mean + standard deviation (SD) of negative or positive control group.
Treatments were repeated, at least 5 times in each 96-well plate. The upper and lower
values of 2-SD range found in these repetitions were considered outliers and excluded
of the analysis, because generally, these outliers generate relative SD > 10% indicating
presence of some experimental imprecision software. Comparison among treatments
were performed by two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post hoc test.
All test comparisons with < 0.05 were considered statistically significant. In results
showed in figures different letters identified statistical differences (p < 0.05) among

treatments.
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Results

Initially, a concentration curve of three isolated bioactive molecules tested here
was performed in ZIP-activated macrophages evaluating the effect on cellular
proliferation of 72-h cell cultures. All caffeine concentrations tested here showed
inhibitory effect on cellular proliferation than just ZIP-exposed cultures (Fig. 1A).
Theobromine exposure caused decreasing in the cellular proliferation just in the lower
concentration (25 pg/mL) (Fig. 1B). Catechin triggered lower inhibitory cellular
proliferation than caffeine and theobromine (p < 0.001) presenting a concentration-
response effect. However, catechin at lower concentration (25 ug/mL) was able to
revert cellular proliferation to same levels than untreated control group (Fig. 1C).
Results from three XC-mix proportions (Fig. 1D) showed that lower concentrations of
each bioactive molecules were able to decrease ZIP-exposed macrophage

proliferation in 72-h cell cultures (Fig. 1D).
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Figure 1- Effect of different concentrations of Ziprasidone and/or caffeine, theobromine, catechin,
Xanthine and Cathechin mixture on macrophage proliferation in 72-hours cell cultures.
Effect of different ZIP concentrations on macrophage proliferation was analyzed using one-way analysis
of variance (ANOVA), followed by the Tukey post hoc test. Effect of different XC molecule concentrations
on macrophage proliferation was analyzed by performing two-way ANOVA followed by the Bonferroni
post hoc test. The different letters (a, b, ¢, and d) indicate statistical differences in each treatment at p
< 0.05. Ziprasidone- ZIP . Xanthine and Catechin = XC Mixture= Mix
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The analysis of macrophage spreading in monolayer indicating some
proinflammatory response was compared among treatments. An example of this
evaluation is showed in Fig. 2A, B. From these results, a second complementary
analysis was performed evaluating the effect of XC-Mix in 1:1:1 proportion on cellular
proliferation and NO levels of 72-h cell cultures. In the present analysis, all isolated
molecules and when put together (XC-Mix) in the ZIP-activated-macrophage cultures
were able to reduce cellular proliferation (Fig. 2C). Similar results were observed on
NO levels that decreased significantly in cultures exposed to X-C isolated and

admixture molecules (Fig. 2D).
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Figure 2- Macrophage activation and proliferation. A- RAW 264.7 monocyte inactivated cells (x40),
scale bar=20 ym; B macrophage activation observed by change of cell morphological patterns (arrow)
(x40). C- Cell proliferation analised by MTT test after 72 hours of the cell culture. D- Nitric Oxid levels
determined by a modified Griess method quantifying nitrite/nitrate concentrations, after 72 hours of the
cell culture. Results are presented as percentage of the untreated control group.Samples were
statistically compared by two-way ANOVA analysis followed by the Bonferroni post hoc test. The
different letters (a, b, ¢, and d) indicate statistical differences in each treatment at p < 0.05. Ziprasidone-
ZIP . Xanthine and Catechin = XC Mixture= Mix
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Considering that cellular proliferative inhibition could be caused by a cytotoxic
effect, and not by na anti-inflammatory effect, some oxidative markers were also
analyzed here. All markers tested here (0xDNA, LPX, PCarb) presented significant

lower levels in macrophages ZIP-exposed that were cell cultures were XCmix

supplemented (Fig. 3).
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Figure 3- Comparison of changes in the levels of oxidative markers. 8-OHdG =DNA oxidation, LPX=
Lipoperoxidation, Pcarb= Carbonylation of proteins in macrophages treated with Ziprasidone (ZIP)
isoladed and Zip + xanthine—catechin (XC) mixture, incubated for 72 hours. Statistical analysis was
performed using two-way analysis of variance followed by the Bonferroni post hoc test. The different
letters (i.e., a, b) indicate statistical differences in each treatment at p < 0.05.
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Finally, the effect of XC-mix in cytokine protein and gene expression levels of
ZIP-activatedmacrophages was evaluated, and results are presented in the Fig. 4.
Again, XC-Mix presented a significant lowering effect on proinflammatory cytokines,
IL-1, IL-6, and TNF-a of ZIP-activated macrophages. At contrary, this exposure was
able to elevate the IL-10 levels, an anti-inflammatory cytokine (Fig. 4A). The genes of
proinflammatory cytokines were also downregulated, whereas IL-10 gene was

upregulated in ZIP-activated macrophages concomitantly exposed to XC-Mix.
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Figure 4- Effect of Ziprasidone and Xanthine-Catechin mixture cytokines proteic levels and gene
expression. A- Cytokines proteic levels expression levels after 72 hours treatments. B- Gene expression
levels after 24 hours treatments. Treatments were statistically compared by ANOVA two-Way followed
by Bonferroni post hoc test. Different letters identified concentrations with significant differences
calculated by post hoc test (p < 0.05). Gene expression of each cytokine are represented by coloured
squares and were determined using untreated control group as reference to calculate the relative mRNA
expression. The expression level of beta-actin was used as an internal control (housekeeping gene).
Ziprasidone- ZIP . Xanthine and Catechin = XC Mixture= Mix
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Discussion

Despite ZIP to be an antipsychotic with attenuated metabolic alteration side
effects, a previous study showed that this drug could induce some peripheral
inflammatory response as previously demonstrated by Duarte et al. [8]. However, it is
possible that peripheral inflammatory triggered by ZIP antipsychotic seems to be
modulated by bioactive molecules presented in some food beverages including
guarana. The results presented here corroborated this hypothesis, showing the
inhibition of cellular proliferation in ZIP-activated macrophages and lowering effect on

proinflammatory cytokines.

Before analysis of main results found here is important to comment some
pharmacological properties of ZIP antipsychotic drug. This is a benzoxazole-piperidine
(piperazine) derivative with relative recent approval for clinical use due to effective
action on positive and negative symptoms in the schizophrenia. The ZIP presents a
pleiotropic neural pathway action since it has selective monoaminergic antagonism by
dopamine D2 and 5-HT2A receptors and presents affinity for 5-HT1A, 2C, 1D receptors
and by 1- and 2- adrenergic and H1-histaminergic receptors. Thereby, ZIP is able to
inhibit synaptic reuptake of serotonin and norepinephrine [22].

Moreover, it is relevant to consider that macrophages are cells able to sense
and respond to a great variety of stimuli and rapidly change their functional repertoire
to meet the demands of the current microenvironment [22]. Due to this complex nature,
macrophages present a diverse phenotype according its ontogeny and the tissue that
these cells are located. Therefore, evidence have showed that mature macrophages
retain a remarkable plasticity in their functional repertoires. This plasticity is a key of

macrophage’s function since these cells contribute directly and actively to restore
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homeostasis under different microenvironmental conditions [23]. In these terms, it is
highly likely that the presence of bioactive molecules with antioxidant and anti-
inflammatory properties could act on macrophage activation.

Other important comment to be made here is respect of RAW 264.7 used here
as experimental model of proinflammatory and anti-inflammatory agents. This model
is originated from Abelson leukemia virus-transformed cell line BALB/c mice derived
that has been used for more than 40 years. The RAW use in experimental in vitro
studies is based in its capacity of performing pinocytosis and phagocytosis. Upon
antigen stimulation, specially LPS, these cells increase NO production, other
inflammatory cytokines, and cellular proliferation [25].

Taciak et al. [25] suggested that RAW cells closely mimic bone marrowderived
macrophages in terms of cell surface receptors. However, the RAW 264.7 use needs
caution since their functional characteristics remains stable until 30th passage. In the
present study, RAW macrophages are between the 18 and 24 cell culture passages.
Results described here showed that polyphenols, such as catechins, could be useful
to attenuate pro-inflammatory states triggered by ZIP on macrophages. These results
are relevant since previous evidence has suggested that polyphenols are directly
involved in modulation of mental health including action on behavior, mood, brain
plasticity, and cognition. Specially in schizophrenia, a devastating mental disorder that
causes chronic oxidative stress and neuroinflammatory states, direct interference of
polyphenols could be useful. However, schizophrenia is a devastating mental disorder,
with oxidative stress involved in its pathophysiology. The direct interference of
polyphenols with schizophrenia pathophysiology has not been reported yet. However,
increased oxidative stress caused by haloperidol was inhibited ex vivo by different

polyphenols. Curcumin, extract from green tea and from Ginkgo biloba, may have
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benefits on serious side effects associated with administration of neuroleptics to
patients suffering from schizophrenia. Polyphenols in the diet have the potential to
become medicaments in the field of mental health after a thorough study of their
mechanism of action. The broad use of RAW 264.7 cells includes a relatively large
number of studies involving effect of polyphenols present in several plant extracts or
food. This is the case of study performed by PalaczWrobel et al. [26] that investigated
the effect apigenin, kaempferol, and resveratrol on TNFa gene expression and protein
secretion and IL-10. These bioactive molecules are present in several functional foods
showing antioxidant and anti-inflammatory action. The study showed that all molecules
were able to reduce the intensity of inflammatory processes by inhibition the secretion
of pro-inflammatory TNF-a cytokine and increase the levels of an antiinflammatory IL-
10 cytokine. A previous investigation also described that epigallocatechin gallate
(EGCG) and other catechins have important anti-inflammatory activity on LPS-
stimulated RAW macrophages [13, 27]. Duarte et al. [8] previously described that ZIP
was able to induce inflammatory states similar to PHA-antigen exposure. Therefore,
the results found here showing that isolate total catechin or in XC-mix could attenuate
inflammatory response of ZIP activated macrophages corroborate these previous
investigations. Unfortunately, we are not able to find in the literature reviewed previous
studies involving the effect of polyphenols, in general on inflammatory response
triggered by antipsychotic drugs.

In relation to xanthine, both caffeine and theobromine seems to present some
anti-inflammatory effect. These results have been published in the literature, as a
subclinical study performed by Kempf et al. [28]. In this investigation, habitual coffee
drinkers refrained for 1 month from coffee drinking, and in the second month, they

consumed four cups of filtered coffee each day. In the third month, these volunteers
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consumed 8 cups of coffee (150 mL/cup). Biochemical marker analyses suggested
that coffee consumption appears to present beneficial effects on subclinical

inflammation, by cytokine modulation and HDLcholesterol.

However, there are some controversies in relation to caffeine especially
considering the intake of beverages richest in this substance by subjects with psychotic
symptoms. Biological effects linked to caffeine consumption is most determined from
blocking action exerted by this molecule in all adenosine receptors located at the
neurons and brain glial cells. Some animal studies described that caffeine plays a role
opposite to dopamine in the striatum [28], and this action could be explained previous
reports that have suggested potential association between schizophrenia and high
caffeine, but not with low and moderate intake [12]. Some other studies reported that
caffeine consumption was associated with smoking habit that is highly prevalent in
schizophrenic patients, but not to symptomatology of this psychiatric disorder,
including psychosis [29]. This is the case of an investigation performed in Spain was
performed to clarify whether or not, after controlling for intervenient variables, such as
tobacco smoking, the association between schizophrenia and caffeine intake would be
consistent [30]. The authors showed high frequency of caffeinated beverages in
schizophrenia patients than controls. However, smoking was directly associated with
caffeine. The authors considered that lack of independent association between
caffeine consumption and schizophrenia was surprising. Based in these controversies,
as well as in general attenuating effect of the macrophage inflammatory response
found in the three XC-Mix tested here, we decided to focus subsequent analyses on
the matrix with similar concentration of caffeine, theobromine, and catechin. Therefore,
itis possible to infer that the role of caffeine in psychotic symptoms could be dependent

on the concentrations of this molecule, and perhaps its interaction with other bioactive
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molecules present in a given food matrix. In contrast, this latter inference is still quite
speculative and should be better investigated from complementary studies. However,
in the present investigation, it is relevant to comment the general properties of
theobromine, the other main xanthine present in guarana matrix and also added in XC-
matrix tested here. It is well established that caffeine has several beneficial effects
range from alertness to reducing the risk of neurodegenerative diseases [30].
However, besides caffeine, other xanthines such as theobromine. This is the
case of cocoa and guarana, the biological effect of theobromine being less studied
than that of caffeine. Growing evidence obtained from previous studies suggest that
theobromine has psychoactive actions in humans that are qualitatively different from
those of caffeine [31]. For example, theobromine’s effect on blood pressure is different
from caffeine by not clarified reasons [32]. In fact, results described by Costa Krewer
et al. [13] showed less prevalence of hypertension in Amazonian riparian elderly
people that habitually intake guarana than others that never consumed this beverage
containing guarana. Another important physiological theobromine effect is its
vasodilator effect useful to treat asthma and other respiratory problems linked with high
NO levels produced by inducible oxide nitric synthase 1 (NOS1) enzyme. In this
investigation, theobromine supplement in macrophage ZIPexposure is able to revert
NO levels for similar concentrations found in the control group. This effect was also
found in cells just catechin-supplemented, whereas caffeine supplementation reverts
just partially NO levels in comparison with ZIP group. Due its properties, there are
reports that pharmacological use of pentoxifyline, a synthetic analogue of
theobromine, presents attenuating effect on inflammation and stress oxidative states
associated to acute lung injury by nitrogen mustard exposure [33]. The anti-

inflammatory effect of pentoxifylline seems to be associated with its capacity to
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competitively inhibit phosphodiesterases in a range of cells and tissues increasing
intracellular cAMP, a second messenger which acts via protein kinase A.
Subsequently, this biochemical reaction suppresses gene transcription of pro-
inflammatory mediators including TNFa. Furthermore, evidence has suggested that
pentoxifylline inhibitory phosphodiesterase effect could act directly on Toll-like receptor
(TLR) that is an important molecule involved in the inflammatory response. The study
that described this effect suggested that pentoxifylline could be used to prevent clinical
conditions such as neonatal sepsis [34]. Furthermore, previous evidence also reported
that theobromine has higher lung diffusion than other drugs used in the therapy of
respiratory diseases and this is a differential aspect in relation to caffeine. Considering
reports that ZIP could trigger side effects including hypersensitive and allergic
reactions and respiratory failure [35], it possible to infer that supplements richest in
theobromine could be beneficial to attenuate these negative symptoms. It is also
possible to speculate that XC-mix that present theobromine in its composition could
act on important side effects triggered by other antipsychotics drugs. For example,
olanzapine is SGA highly related to diabetes risk by apoptosis induction of
betapancreatic cells. Pentoxifylline is considered an immunomodulatory and anti-
inflammatory agent used to treat vascular disorders. This molecule inhibits
proinflammatory cytokine production, and experimental studies such as that performed
by Malekifard et al. [36] described that pentoxifylline has therapeutic effect against the

autoimmune destruction of the pancreatic beta-cells induced by streptozotocin.
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Conclusion

In conclusion, despite methodological constrains related to in vitro studies, the
whole of results described here suggested that XC-matrix initially based in guarana
powder could present some beneficial action on peripheral proinflammatory effects
ZIP-triggered. These results opened the perspective potential development of
supplements or other pharmacological forms, including transdermal patches to
minimize proinflammatory and oxidative stress effects associated with ZIP intake. It is
possible to infer that this action could be also beneficial to attenuate other metabolic
side effects related to SGAs use. Additional in vitro and in vivo investigations could test

further this hypothesis.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou in vitro o efeito da ZIP na resposta oxidativo-
inflamatéria de células imunes avaliando a potencial influéncia do polimorfismo
genético Vall6Ala-SOD2 e da matriz quimica do guarana neste polimorfismo. Os
resultados deste estudo que serédo discutidos podem ser considerados relevantes,
tendo em vista que a literatura apresenta inconsisténcias relacionadas a acao da ZIP
na resposta geno-oxidativo-inflamatéria em pacientes acometidos por SCZ.

No primeiro trabalho, foi avaliado o efeito potencial da ZIP, uma droga
antipsicotica na resposta inflamatéria usando uma linhagem comercial de macréfagos
RAW 264.7 como um modelo experimental in vitro. Os resultados mostraram que em
células ndo ativas da linhagem comercial, a ZIP induziu uma resposta inflamatoria.
Esta sugestdo baseia-se na observacdo de processos de espalhamento de
macrofagos e proliferacdo celular aumentada pela ZIP que foram avaliados por dois
protocolos (ensaios de MTT e andlise de ciclo celular por citometria de fluxo).

As células expostas a este medicamento também apresentaram niveis
elevados de moléculas oxidantes relacionadas a resposta inflamatéria (ON, EROs e
O2¢ -) e citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa, IFNy) e niveis diminuidos de IL-
10, uma citocina anti-inflamatéria. Entretanto, os macrofagos expostos a ZIP
apresentaram niveis inflamatérios inferiores em comparacédo com as células expostas
a PHA, um antigeno de lectina encontrado em algumas plantas. Devido as suas
propriedades antigénicas, a PHA é responséavel pela inducdo de mitose e ativacédo de
cascata inflamatéria em células mononucleares (linfocitos T e macréfagos) (KIM et al.,
2011).

Para nossa melhor compreensdo, esse € o primeiro estudo onde o efeito
potencial da ZIP na resposta inflamatéria de macréfagos é analisado. De fato, a ZIP
induziu o espalhamento de macréfagos, mitose e a modulacao de algumas moléculas
oxidativas que estdo diretamente relacionadas com a inflamacéo, especialmente o
anion O2- corroborando os resultados encontrados por Azzolin e colaboradores
(2016). Além disso, um significante aumento das citocinas pré-inflamatérias também
foi observado nas células tratadas com este farmaco.

E importante ressaltarmos que o litio (Li) foi utilizado como uma molécula anti-

inflamatoria devido sua capacidade inibitéria sobre a sintese de prostaglandinas e a
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atividade da enzima glicogénio sintase quinase-3B, responsavel por facilitar a
transcricdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), um importante marcador de processo
inflamatério (NASSAR & AZAB, 2014).

A polifarmacia ou terapia multipla de farmacos é bastante comum no
tratamento psiquiatrico de pacientes, especialmente nos distlrbios bipolares com alto
risco de carga familiar para comportamento suicida (MOSSER & EDWARDS, 2008).
Diante disso, nosso estudo testou a potencial interacdo entre a ZIP e o LI na resposta
inflamatéria de macréfagos. Em geral, esta associacdo atenuou os efeitos
inflamatorios observados em células tratadas apenas com ZIP. Apesar da associacao
entre Li e ZIP ndo ser considerada como primeira escolha no tratamento clinico, nossa
investigacdo sugere a partir dos dados obtidos que a concomitancia destes
psicofarmacos podem melhorar a resposta inflamatoria periférica atribuida ao uso
isolado de ZIP. No entanto, ensaios clinicos complementares precisam ser realizados
para confirmar os resultados aqui descritos.

O potencial efeito inflamatério da ZIP descrito aqui esta de acordo com estudos
prévios conduzidos por Lister e colaboradores (2015) que verificaram que apos trés
meses de tratamento realizado com ZIP, os pacientes apresentaram niveis elevados
de proteina C reativa (CRP), moléculas de adesao celular (ICAM-1), moléculas de
adesao vascular (VCAM-1) e E-selectina em comparacdo com 0s niveis basais,
apesar destes valores serem inferiores ao de pacientes tratados com outros
antipsicoticos atipicos como quetiapina, olanzapina e risperidona. Também foram
relatados casos de hipersensibilidade atrelados com a ZIP (KU et al., 2006; AKKAYA
et al., 2007; KIM et al., 2014; HAMERA & KHISHFE, 2017).

Os macrofagos podem ser considerados como células vitais em ambos 0s
processos de imunidade inata e adaptativa e essenciais para manifestacdes de
inflamacéo alérgica (MOHAMMAD & OSSER, 2014). Geralmente, sdo 0s primeiros a
detectarem e responderem a disturbios em grande parte do corpo humano. Apesar da
diferenca entre os macréfagos em diferentes tecidos, estas células apresentam muitos
receptores em comum que ajudam a detectarem essas anormalidades (LEY et al.,
2016).

A exposi¢cdo aos antigenos pode engatilhar a polarizacdo de macréfagos em
classicos ativos (células M1, as quais apresentam as citocinas pré-inflamatérias IL-1,
IL-6, TNFa e IFNy) e alternativos ativos (células M2 que apresentam citocinas anti-
inflamatorias, tais como a IL-10) (JIANG & ZHU, 2016).
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O efeito farmacogendmico da ZIP nos genes das citocinas também foi
observado em nossos resultados. Foi observado que a ZIP ndo sO exerceu um
aumento de regulagdo sobre as citocinas pro-inflamatérias, como também realizou
esta fungdo em citocinas anti-inflamatoérias. Este resultado torna-se relevante, pois
sugere a ocorréncia da polarizacdo de macrofagos M1 a M2, principalmente em
comparacao aos resultados com o antigeno de PHA, que mostrou uma reducéo na
regulacao de IL-10. Estes resultados entram de acordo aos obtidos por Sarvari e
colaboradores (2014), no qual foi observada a regulacdo da expressdo génica de
citocinas pro-inflamatérias pela ZIP em células tronco derivadas de adipdcitos
humanos (SARVARI et al., 2014). Os resultados obtidos nas culturas confirmaram que
a ZIP pode apresentar um efeito pro-inflamatério que pode ser parcialmente revertido
pela exposicdo concomitante de Li. Em resumo, nossos dados sugerem que a ZIP
poderia induzir alguma resposta inflamatéria. NOs especulamos que a resposta
inflamatoria desencadeada pela ZIP pode estar associada a efeitos colaterais
alérgicos em relatos de casos clinicos descritos na literatura. No entanto, a
confirmacdo requer investigacdes complementares a serem realizadas. Portanto,
apesar das restricbes metodologicas associadas aos estudos in vitro, nosso estudo
sugere que a ZIP poderia desenvolver uma resposta inflamatoria.

Embora esses resultados possam ser considerados relevantes para
compreender o efeito de ZIP na modulacéo inflamatodria, a presente investigacédo é
limitada por algumas restricbes metodolégicos associadas com estudos in vitro e com
o fato de que néo foi utilizado nenhum outro modelo in vivo, tais como células
mononucleares do sangue periférico humano (CMSPs). As CMSPs sao consideradas
um bom modelo para estudar a modulacédo inflamatoéria por drogas experimentais e
mais estaveis. O polimorfismo da SOD2 causa um desequilibrio oxidativo mitocondrial.
Por esta razdo, ambos 0s genétipos homozigéticos AA e VV sdo associados ao
aumento do risco de varias doencas cronicas ndo transmissiveis (BARBISAN et al.,
2014; BRESCIANI; DA CRUZ & GONZALEZ-GALLEGO, 2015; CAPELETO et al.,
2015). Portanto, a influéncia do polimorfismo poderia ser considerada uma importante
variavel.

O segundo trabalho que compde este estudo avaliou o efeito do polimorfismo
Vall6Ala-SOD2 na resposta inflamatoria, de estresse oxidativo e pro-genotoxica da
ZIP em CMSPs humanos. Além disso, estes efeitos parecem ser intensificados por

um desbalanco basal de S-HP engatilhado pelo gene Vall6Ala-SOD2. Neste caso,
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onde as células mononucleares do sangue periférico ligadas ao gendtipo AA (AA-
CMSPs) apresentaram niveis elevados em alguns marcadores oxidativos, incluindo o
oxDNA (medido pela 8-oxodguO) e as células mononucleares do sangue periférico
ligadas ao genotipo VV (VV-CMSPs) apresentaram niveis elevados de algumas
moléculas inflamatérias em relacéo aos outros genétipos.

Antes dos resultados serem discutidos de maneira mais profunda, é importante
destacarmos que apesar das limitagdes metodoldgicas associadas com o0s estudos in
vitro, analises in vivo do gene e da influéncia dietética em drogas antipsicéticas
representam um desafio, jA que existem varios parametros que podem influenciar nos
resultados e na interpretacédo de dados. Por este motivo, protocolos in vitro poderiam
servir como abordagem exploratéria para inferir a influéncia de variaveis genéticas e
ambientais na resposta inflamatéria desencadeada por antipsicéticos.

O protocolo do segundo estudo avaliou a influéncia do polimorfismo da SOD2
na resposta oxidativa e inflamatéria da ZIP baseado em evidéncias prévias que
sugerem a ocorréncia de um desbalanco S-HP a nivel basal determinado por ambos
genotipos homozigoticos AA e VV. No polimorfismo da SOD2, uma mudanca de
aminoéacido valina (GTT) por alanina (GCT) no codon 16 da enzima causa uma
mudanca protéica a nivel estrutural afetando a proteina de transporte nao ativa da
SOD2 no interior da mitocéndria (SUTTON et al., 2003).

Assim sendo, esta modicacédo estrutural afeta a eficiéncia da SOD2, ja que o
alelo A produz uma proteina alfa hélice que ingressa facilmente na mitocéndria
tornando-se uma enzima ativa e o alelo V produz uma proteina beta pregueada que &
parcialmente reclusa na membrana mitocondrial. Nestas condicfes, investigacfes
prévias estimaram que o genoétipo AA produz uma atividade 40% superior da SOD2
em relacdo ao gendtipo VV (SUTTON et al., 2003).

Embora o genoétipo AA apresente maior atividade enzimatica da SOD2, isso
pode ndo ser benéfico uma vez que em tal gendtipo ocorre a dismutacdo de
concentracdes elevadas de Oz - em H202, mas concomitantemente ndo ocorre a
elevacdo nos niveis de GSH-Px, que subseqglentemente, catalizariam o H>O2 em
agua. O excesso de H>O> basal poderia ser uma explicacdo chave para a associacao
entre 0 gendtipo AA com o risco de desenvolvimento de varios tipos de cancer. Uma
meta-analise recente que incluiu 33.098 casos e 37.831 controles de 88 estudos
estimaram a associagao entre o polimorfismo da SOD2 com este risco (WANG et al.,

2018). Estudos prévios também descreveram que o gendtipo AA poderia ser mais
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sensivel aos agentes pré-oxidantes ambientais como raios ultravioleta (UV)
(MONTAGNER et al., 2010), metilmercurio (ALGARVE et al., 2013), campos
magnéticos estaticos moderados (DORNELLES et al., 2017) entre outros.

Neste estudo, foi observado inicialmente, uma drastica redugcédo no nimero de
células em cultura celular de 72 horas. Este resultado poderia indicar um forte efeito
imunossupressor da ZIP em células AA ou um efeito notavelmente citotoxico. Nestas
células foi observado niveis elevados de oxDNA, que € um marcador de dano ao DNA
em relacdo as células ligadas ao gendtipo VV. Outras moléculas pré-oxidantes
também apresentaram altos niveis em AA-CMSPs assim como enzimas antioxidantes.
Por outro lado, niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias foram encontrados em
células ligadas ao gendtipo AA indicando um estado inflamatério. Portanto, os
resultados sugerem que a ZIP poderia apresentar um efeito cito-genotoxico em AA-
CMSPs.

Nesta investigacdo, as VV-CMSPs apresentaram uma alta producdo de
marcadores inflamatorios em comparacao as AA-CMSPs quando expostas a ZIP. O
genodtipo VV do polimorfismo Vall6Ala-SOD2 esta relacionado a baixa eficiéncia da
enzima mantendo 0s niveis basais elevados de Oz¢ - nestas células. Apesar do Oae -
ser menos soluvel que o H.O2> na membrana, esta molécula apresenta alta afinidade
pelo ON produzido virtualmente por todas as células do corpo. A reacao entre 0 Oae -
e ON gera produtos potencialmente oxidativos em especial o peroxido nitrito que
causa extensa peroxidacdo em moléculas lipidicas presentes na membrana celular e
em outros compostos celulares (BRESCIANI et al., 2013).

De fato, macréfagos sdo células muito sensiveis sendo capazes de detectar e
eliminar estruturas que contenham padrées moleculares associados a patégenos
(PAMPs) endogenos e exogenos e padrbes moleculares associados ao dano
(DAMPs). Essas propriedades estdo estritamente ligadas com a producéo e regulacéo
de moléculas oxidantes potencialmente prejudiciais e das citocinas. Por essa razéao,
0s macrofagos sdo importantes produtores de ON, Oz - e H.02 (WEIGERT et al.,
2018).

Contudo, essa producéo é altamente controlada de acordo com o estado dos
macroéfagos e as condi¢des microambientais. Portanto, elevados niveis basais de Oae-
poderiam representar uma maior sensibilidade aos macréfagos em desenvolverem
uma determinada resposta inflamatéria. Esse processo poderia explicar a potencial

causa de associacdo entre o genotipo VV e o risco de desenvolvimento de vérias
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doencas metabolicas relacionadas a um estado cronico de inflamacédo de baixo grau
(BRESCIANI et al., 2013 ; BRESCIANI et al., 2015). Entre essas podemos citar
hipercolesterolemia (DUARTE et al.,, 2010), obesidade (MONTANO et al., 2009),
doencas cardiovasculares incluindo angina pectoris (FUJIMOTO et al., 2010), derrame
(FLORES et al.,, 2017) e complicagcbes causadas pela diabete tipo 2 incluindo
retinopatia, nefropatia (MOLLSTEN et al., 2009 ; TER CHAO et al., 2016) e alteracdes
do perfil lipidico (POURVALI et al., 2016 ; HUANG et al., 2017).

Investigacdes complementares in vitro e in vivo mostraram que o genotipo VV
esta associado com um padréo inflamatério crénico incluindo altos niveis de citocinas
pro-inflamatorias, tais como IL-18, IL-6 e TNFa e baixos niveis de IL-10, uma citocina
anti-inflamatoria (MONTANO et al, 2012; BARBISAN et al., 2017). Além disso, outras
investigacOes também tem descrito que o genaotipo VV poderia ter alguma influéncia
farmacogendmica em respostas pré ou anti-inflamatorias desenvolvidas por farmacos
ou moléculas bioativas presentes em alimentos. Um estudo realizado por Duarte e
colaboradores (2016) mostraram que pacientes hipercolesterolémicos apresentam
uma baixa eficiéncia da SOD2 (gendtipo VV), exibindo assim uma atenuada resposta
a rosuvastatina em comparacéo a pacientes do alelo A. O efeito da rosuvastatina em
biomarcadores inflamataorios e fibrinoliticos foi menos intenso nos pacientes VV.

Barbisan e colaboradores (2018) também descreveram que os efeitos anti-
inflamatorios in vitro do Li poderiam ser diretamente influenciados pelo polimorfismo
Vall6Ala-SOD2 que foi mais atenuado em VV-CMSPs do que em células ligadas ao
alelo A. Os resultados descritos neste estudo corroboram o potencial efeito pro-
inflamatorio da ZIP em CMSPs similar aos estudos prévios realizados por Duarte e
colaboradores (2018) em macréfagos RAW. Além disso, esse efeito tem algumas
diferencas de acordo com gendtipos homozigoticos desbalanceados : AA ou VV.
Enquanto altos niveis basais de H>O2 parecem potencializar o efeito genotdxico e da
acao de estresse oxidativo causado pela ZIP, em células com altos niveis basais de
O2° -, ocorrem a potencializacéo de resposta inflamatoria na proliferagdo de CMSPs e
nos niveis de citocinas pré-inflamatorias.

Os resultados descritos neste segundo trabalho sugerem que ambos os
gendtipos do polimorfismo da SOD2 poderiam estar associados com efeitos negativos
desenvolvidos pela administracdo da ZIP. E importante ressaltar que reacées
adversas em pacientes causaram mais do que 2 milhdes de hospitalizagdes incluindo

100.000 mortes por ano nos Estados Unidos. Essas reagbes sédo associadas com
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multiplos fatores que incluem a variabilidade genética. Por esta razdo, o conceito de
farmacogendomica foi desenvolvido e consolidado com a finalidade de aumentar a
efichcia e seguranca de farmacos. Os efeitos negativos tem sido geralmente
associados com a detoxificagdo dos genes do citocromo P450 (SHASTRY, 2006;
TORNIO & BACKMAN, 2018). Contudo, os resultados descritos aqui também
sugerem um potencial papel do desbalan¢co oxidativo desenvolvido por fatores
genéticos na modulacédo de efeitos negativos de farmacos como a ZIP.

Apesar das restricdes metodologicas, o0s resultados sugerem que o
polimorfismo Vall6Ala-SOD2 poderia apresentar alguma agao farmacogenémica nos
efeitos adversos associados a ZIP relacionados ao metabolismo imune e oxidativo.
Entretanto, se este efeito poderia ser encontrado em relacdo a outros antipsicoticos €
uma questdo em aberto que precisa ser elucidada em futuras investigacdes. Os
resultados aqui descritos também indicaram que fatores externos como o consumo de
alimentos ricos em moléculas bioativas, antioxidantes e anti-inflamatorias poderiam
atenuar efeitos adversos no sistema imune relacionados com a exposicao a ZIP.

A administracdo de farmacos antipsicéticos na qual inclui-se a ZIP, esta
diretamente relacionada ao desencadeamento de uma série de efeitos adversos aos
guais estao relacionados com o processo oxidativo, inflamatorio e genotdéxico como
evidenciado nos dois primeiros trabalhos deste estudo. Levando essas evidéncias em
consideracao, torna-se relevante avaliar a eficacia de suplementos ricos em moléculas
bioativas que possam ser utilizados em associacédo ao tratamento farmacolégico de
pacientes psiquiatricos. O terceiro trabalho que compde esta tese investigou o efeito
da matriz quimica do guarana na modulacdo da resposta oxidative-inflamatoria
desencadeada pela ZIP em macréfagos RAW.

Apesar da ZIP ser um antipsicético com atenuados efeitos adversos
metabolicos, um estudo prévio desenvolvido por Duarte e colaboradores (2018)
mostrou que este medicamento poderia induzir alguma resposta inflamatoria.
Contudo, é possivel que tal resposta causada pela ZIP possa ser modulada por
moléculas bioativas presentes em bebidas energéticas incluindo entre elas, o
guarana. Os resultados descritos aqui corroboram esta hipotese , mostrando a inibicédo
da proliferacdo celular de macréfagos ativados pela ZIP e a baixa atividade de

citocinas pré-inflamatoérias.
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Antes de analisarmos os principais resultados, é importante ressaltar algumas
propriedades farmacoldgicas da ZIP. Ela é um farmaco derivado do benzidoxazol com
aprovacéo clinica devido sua acao efetiva em sintomas positivos e negativos da SCZ,
sendo capaz de inibir a recaptacdo de serotonina e norepinefrina (MATTEI,
RAPAGNANI & STAHL, 2011).

E relevante considerar que os macréfagos apresentam diferentes fenotipos de
acordo com sua ontogenia e com o tecido em que elas estédo localizadas. Portanto
evidéncias tem mostrado que macrofagos maduros retém uma plasticidade notavel
em seu repertério de fungbes. Tal plasticidade € o fator principal da funcionalidade
destas células ja que contribuem diretamente e ativamente para restaurar a
homeostase sob diferentes condigdes microambientais (WEIGERT et al., 2018).
Nestes termos, é altamente provavel que moléculas bioativas com propriedades anti-
inflamatorias e antioxidativas poderiam atuar na ativacao dos macroéfagos.

Outro importante comentéario a ser feito € a respeito das células RAW 264.7
usadas aqui como modelo experimental de agentes pro e anti inflamatorios. Esse
modelo é originario da linhagem de células transformadas da leucemia de Abelson, a
linhagem BALB/c derivada de camundongos. O uso de RAW em estudos
experimentais in vitro € baseado em sua capacidade de realizar pinocitose e
fagocitose.

Ao estimular o antigeno tipo lipopolissacarideo (LPS), essas células aumentam
a producdo de ON, de outras citocinas inflamatérias e a proliferacdo celular. Um
estudo recente realizado por Taciak e colaboradores (2018) sugeriu que as células
RAW imitam macrofagos derivados da medula 6ssea em termos de receptores de
superficie celular. No entanto o uso dessa linhagem comercial deve ser cauteloso,
uma vez que suas caracteristicas funcionais permanecem estaveis até a 302
passagem. No presente estudo, os macréfagos RAW estiveram entre a décima oitava
e vigésima quarta passagens de cultura celular. Uma investigacdo prévia também
descreveu que o galato de epigalocatequina (EGCG) e outras CAQs possuem
importante atividade inflamatéria em macréfagos estimulados por LPS (ZHONG et al.,
2012). Duarte e colaboradores (2018) descreveram que a ZIP foi capaz de induzir
estado inflamatério similar a exposicdo a PHA.

As informacdes obtidas neste delineamento experimental mostram que
polifendis como as CAQs poderiam ser Uteis em atenuar alteragdes pro-inflamatérias

desencadeadas pela ZIP em macréfagos. Estes resultados sugerem o direto
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envolvimento dos polifendis e sua possivel utilidade na modulacdo da salde mental
incluindo acdes no comportamento, humor, plasticidade cerebral e cognicao
especialmente na SCZ, um distarbio mental devastador onde ocorrem estados
cronicos de neuroinflamacao e estresse oxidativo. A interferéncia direta de polifenéis
na patofisiologia da SCZ ainda nédo tem sido relatada. Contudo o aumento de estresse
oxidativo causado por haloperidol foi inibido ex vivo por diferentes polifendis. A
curcumina, o extrato de cha verde e a Ginkgo biloba, podem apresentar beneficios em
varios efeitos adversos associados com a administracdo de neurolépticos em
pacientes portadores de SCZ. Os polifendis na dieta possuem o potencial de
tornarem-se medicamentos no campo da saude mental ap4s um minucioso estudo
sobre os seus mecanismos de acdo. O amplo uso de células RAW 264.7 incluem um
numero de estudos relativamente grande envolvendo o efeitos dos polifendis
presentes em varios extratos de plantas ou em alimentos. Esse € o caso de um
trabalho desenvolvido por Palacz-Wrobel e colaboradores (2017) que investigaram os
efeitos da apigenina, kaempferol e resveratrol na expressédo génica do TNFa, na
secrecdo protéica e nos niveis de IL-10. Estas moléculas bioativas estdo presentes
em varios alimentos funcionais apresentando funcdes anti-inflamatérias e
antioxidantes. Um estudo prévio conduzido por Kowalski e colegas (2005) demonstrou
gue todas as moléculas foram capazes de reduzir a intensidade do processo
inflamatorio por inibicdo de secrecdo desta citocina pro-inflamatéria e por causar o
aumento dos niveis de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria.

Portanto neste trabalho mostramos que CAQs totais isoladas ou um mix da
matriz quimica do guarana poderiam atenuar a resposta inflamatdria em macrofagos
ativados pela ZIP corroborando investigacdes prévias.

Em relacéo as xantinas, tanto a CAF quanto a TEO parecem apresentar algum
efeito anti-inflamatorio. Estes resultados tem sido publicados na literatura, bem como
um estudo subclinico realizado por Kempf e colaboradores (2010) onde bebedores
habituais de café absteram-se de consumir a bebida por um més, e apds esse periodo
consumiram pelo menos quatro copos de café filtrado por dia no segundo més e no
terceiro més consumindo oito copos (150mL/copo). A analise dos marcadores
bioquimicos sugerem que o consumo de café apresenta efeitos benéficos na
inflamacgé&o subclinica por modular a expressao de citocinas inflamatorias e os niveis
de HDL.
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Contudo, h& controvérsias em relagdo a CAF especialmente considerando a
ingestdo de bebidas ricas desta substancia por pacientes com sintomas psicoticos.
Efeitos biolégicos ligados ao consumo de CAF sao majoritariamente determinados por
bloquear a acdo exercida pela molécula em todos os receptores de adenosina
localizados em neurénios e células da glia. Alguns estudos com animais descreveram
gue a CAF desenvolve um papel oposto a dopamina no ventriculo estriado (RIBEIRO
& SEBASTIAO, 2010) e que esta acéo poderia ser explicada por estudos prévios que
sugerem uma potencial associacao entre SCZ e alto consumo de CAF, mas ndo com
baixo e moderado (SCHIMPL et al., 2013).

Alguns estudos relatam que o consumo de CAF foi associado ao habito de
fumar que é altamente prevalente em pacientes esquizofrénicos, mas ndo a
sintomatologia deste disturbio psiquiatrico, incluindo psicose (GANDHI et al., 2010).
Esse é o caso de um estudo realizado na Espanha para evidenciar ou ndo se apés o
controle de variaveis intervenientes, tais como o habito de fumar Tabaco, uma
associacao entre a SCZ e a ingestao de café seria consistente. Os autores mostraram
uma alta frequéncia de bebidas cafeinadas em pacientes com SCZ em relacdo ao
grupo controle. Contudo, o habito de fumar esteve diretamente associado com a CAF.
Os autores consideraram que a falta de associacdo independente entre o consumo
de CAF e a SCZ foi surpreendente. Baseado nestas controveérsias, bem como no efeito
atenuante geral da resposta inflamatéria em macréfagos encontrada nas trés
concentracfes da matriz de xantina-catequina (XC) testada aqui, decidimos nos focar
em analises subsequentes na matriz com concentragcfes similares de CAF, TEO e
CAQ.

Portanto é possivel inferir que o papel da CAF em sintomas psicéticos é
dependente de sua concentracdo molecular e talvez sua interacdo com outras
moléculas bioativas presentes em determinada matriz de um alimento functional. Essa
posterior inferéncia continua sendo especulativa e deveria ser melhor investigada em
estudos complementares. Entretanto, é relevante ressaltarmos neste presente estudo
as propriedades gerais da TEO, outra das principais xantinas presentes na matriz
guimica do guarana e também adicionada na matriz XC testada aqui.

Tem sido bem estabelecido que a CAF possui inimeros efeitos benéficos que
vao do aumento do estado de alerta até a reducdo do risco de doencas
neurodegenerativas. Contudo, além da CAF outras xantinas menos estudadas do que

esta substancia como a TEO poderiam contribuir da mesma forma. Evidéncias
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crescentes de estudos prévios sugerem que a TEO possui agdes psicoativas em
humanos que sédo qualitativamente diferentes em relacdo a CAF, como por exemplo
o efeito na pressdo sanguinea (MITCHELL et al., 2011 ; MARTINEZ-PINILLA;
ONATIBIA-ASTIBIA & FRANCO, 2015) Um estudo relatou menor prevaléncia de
hipertensdo em uma populacéo idosa de ribeirinhos que habitualmente consumiam
guarana em relacdo a outras pessoas que nunca consumiram uma bebida contendo
este fruto (KREWER et al., 2014).

Outro importante efeito fisiolégico da TEO é a vasodilatacdo Util no tratamento
da asma e de outros problemas respiratérios relacionados com niveis elevados de ON
produzidos pela enzima Oxido nitrico sintase (ONS1). Nesta investigacdo, a
suplementacdo de TEO em macrofagos expostos a ZIP foram capazes de causar a
reversdo dos niveis de ON em concentracdes similares encontradas no grupo
controle. Esse efeito também foi encontrado em células suplementadas com CAQ
enquanto que em células suplementadas com CAF, os niveis desse agente estressor
foram parcialmente revertidos em comparacdo ao grupo controle tratado com ZIP.
Devido as suas propriedades, ha relatos de que o uso farmacologico de PENT, um
analogo sintético da TEO apresenta efeitos atenuadores na inflamacéo e no estresse
oxidativo associados ao dano agudo de pulmdes expostos ao nitrogénio mostarda
(SUNIL et al., 2014).

O efeito anti-inflamatério da PENT parece estar associado com a capacidade
de inibir competitivamente a enzima fosfodiesterase em uma gama de células e
tecidos aumentando o AMP cicliclo (CAMP) intracelular, um segundo mensageiro que
atua via proteina quinase A. Consequentemente, esta reacdo bioquimica suprime a
trascricdo dos genes de mediadores pro-inflamatorios incluindo TNFa. Além disso,
evidéncias tem sugerido que o efeito inibitorio da fosfodiesterase pela PENT poderia
atuar diretamente em receptores tipo pedagio (TLR), uma molécula importante na
resposta inflamatoria. O estudo que descreveu este efeito sugeriu que a PENT poderia
ser usada para prevencao clinica de condicbes como a sepse neonatal (SPEER et al.,
2017).

Além disso, outros estudos relataram também que a TEO possui uma maior
difusdo no interior dos pulmdes se comparada com outros farmacos usados na terapia
de doencgas respiratérias, sendo esse um aspecto diferencial em relacdo a CAF.
Considerando os relatos de que a ZIP pode desencadear reacdes alérgicas e de
hipersensibilidade bem como parada respiratéria (GRESHAM & RUHA, 2010), é
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possivel inferir que suplementac¢des mais ricas em TEO poderiam ser benéficas para
enfraquecer esses sintomas negativos. E possivel especular que a matriz XC que
apresenta TEO em sua composicao poderia atuar em importantes efeitos adversos
desenvolvidos por outros antipsicéticos como a olanzapina por exemplo que trata-se
de um ASG altamente relacionado ao diabetes através da inducdo de apoptose de
células beta-pancreaticas. A PENT é considerada como um agente imunomodulador
e anti-inflamatério utilizado para tratar distlrbios vasculares. Essa molécula inibe a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias e conforme outros estudos experimentais,
pode apresentar um efeito terapéutico contra a destruicdo auto-imune de células beta-
pancreéticas induzidas por estreptozocina (MALEKIFARD et al., 2015).

Em concluséo, apesar das restricbes metodoldgicas relacionadas a estudos in
vitro, a totalidade dos resultados descritos aqui sugerem que a matriz XC inicialmente
baseada no p6 de guarana poderia apresentar alguma acéo benéfica nos efeitos pro-
inflamatorios a nivel periférico desencadeados pela ZIP. Estes resultados abriram a
potencial perspectiva de um possivel desenvolvimento de suprimentos ou outras
formas farmacéuticas, incluindo adesivos transdérmicos para minimizar os efeitos
oxidativos e pro-inflamatérios associados com a administracéo deste antipsicético. E
possivel deduzir que esta acdo poderia ser benéfica para atenuar outros efeitos
adversos a nivel metabolico induzido pelo uso de outros ASGs. Investigacdes in vitro

e in vivo poderiam testar essa hipotese.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados encontrados nos trés trabalhos realizados que compéem
este estudo, concluimos que:

- Os macrofagos expostos a diferentes concentragdes de ZIP aumentaram a
sua proliferacdo celular, os niveis de marcadores oxidativos, as citocinas pré
inflamatdrias e reduziram os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10. A ZIP também
demonstrou agir em nivel gendmico levando a super expressdo dos genes de todas
as citocinas investigadas, indicando acao pré-inflamatdria deste antipsicotico.

- A ZIP apresentou uma possivel acdo pro-genotoxica, oxidativa e inflamatéria
em CMSPs vinculadas aos genotipos AA e VV, sugerindo assim que o polimorfismo
Vall6Ala-SOD2 poderia estar associado com efeitos adversos negativos causados
por este medicamento.

- A matriz quimica do pé de guarana que possui moléculas bioativas como
PENT, TEO, CAF e outras CAQs podem atenuar o efeito pro-inflamatorio e oxidativo
em macrofagos expostos a ZIP.

Em resumo, o conjunto dos resultados encontrados nesta tese, apesar das
limitacdes metodoldgicas, mostram a possivel influéncia do polimorfismo da SOD2 em
efeitos adversos desencadeados pela ZIP e que moléculas bioativas presentes na XC-
Mix do guarana podem garantir efeitos anti-inflamatérios e antioxidativos. Estes
resultados podem ser relevantes na clinica psiquiatrica ao mesmo tempo em que
estimula novas pesquisas para o desenvolvimento de métodos alternativos para o

tratamento de distarbios metabdlicos associados a terapia antipsicotica.
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inflammatory response observed in some patients treated with this antipsychotic drug.
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Atgrao— Ziprasidone (ZIF) is an effective antipsychotic with low side effects than other
second-generation antipsvchotics. Despite this. there are reports of adverse events and
previous studies associating the use of ZIP the inflammatory response. It is possible to mfer
that bioactive molecules present in some foods could attenuate peripheral inflammatory and
oxidative stress potentially triggered ZIP. This is the case of guarand xanthine-catechin
chemcal matrix (XC-Mix) that presents caffeine, theobromine, and catechin. The in witro
protoecoels using murineg RAW 2647 cell macrophages were ZIP-exposure in culture medinm
supplemented with chemical isolated and admixture of Caf, The, and Cat. Main results
showed that supplementation with solated and XC-mix had a lowering effect on 72 h
macrophages proliferation. XC-mix with 1:1:1 proportion at 25 pg/ml of each caffemne.
theobromine, and catechin, molecules present lowering effect on nitric oxide levels, oxidative
siress markers (DMNA oxidation quantified by S-hydroxy-2" —deoxypguanosine).
lipoperoxidation, and protein carbonylation. XC-mix also decreased protemn levels and
downregulated genes of promflammatory cyvtokines (IL-15, IL-6 TNF-x) At contrary,
XC-Mix increased levels and upregulated pene of anti-inflammatory 1L-10 cytokine. The
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After publication of our article it came to our attention
that it containg a number of emors with regard to the
citations. The details are provided below:

In Background section. 3rd paragraph: the correct citation
is reference [8].

4th paragraph: “This is the case of chemical matrix present
in beverages, such as green and black tea [8], verba mate

[9] and guarand [10, 11]™ should be “This is the case of
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chemical matrix present in beverages, such as in some teas
[9]. verba mate [10] and puarna [11, 12].7

In the sentence: “Guarand powder is broadly used to pro-
duce enemgetic bevemges in the world [12,13]. Previous
in vivo and in vitre studies have described that guarand
extract could have some antioxidant [13, 14] and anti-
inflammatory effects [13-16]" should be “Guarand pow-
der is broadly used to produce energetic beverages around
the wodd [12, 13]. Previous in vivo and in vitro studies
have indicated that guarand extract could have some anti-
oxidant [ 11, 14] and anti-inflammatory effects [15-16]."

The former reference [13] (Pandiaraj P. Gnavavelbabu A,
Saravanan P. Synthesis of Cu0 nanofluds and analvsis of
its increased effective thennal conductivity for flat plate
heat pipe. International Journal of ChemTech Research.
2005; Bi4):1972) should be removed and replaced with
the reference [15] (Higgins JP. Kavita B, Deuster PA,
Shearer J. Energy Danks: A Contemporary Issues Paper.
Current Sporis Medicine Report. 2018: 17:65-72).

In Methods section, Bittencourt et al. [10] should be
Bittencourt et al. [11].

In the sentence: “A colorimetric produce measure at
540 nm is obtained from this reaction that is proportional
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