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RESUMO

EFEITO MODULATORIO IN VITRO DA QUETIAPINA NAO-METABOLIZADA NA
CITOTOXICIDADE E ATIVACAO INFLAMATORIA DE CELULAS BRANCAS E NA
FORMACAO DE ARMADILHAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS

AUTORA: Barbara Osmarin Turra
ORIENTADORA: Prof2. Dr2. Fernanda Barbisan
COORIENTADORA: Profa. Dr2 lvana Beatrice Manica da Cruz.

A quetiapina (QUE) é um farmaco altamente complexo que por suas diferentes formas de interagao
com o0s receptores apresenta grande aplicabilidade clinica. Embora muito utilizada, a QUE traz
consigo uma gama de efeitos colaterais que incluem além de distarbios da via metabdlica, alteracdes
em nivel de sistema imune. Rapidamente metabolizada pelo figado ela é transformada em seu
principal metabdlito ativo, a norquetiapina, estando entdo, a depuragdo da QUE em apenas 5%. Este
percentual pode aumentar em pessoas idosas, com isuficiéncia hepética ou através da interacéo com
outros farmacos. Com isso, a quetiapina ndo metabolizada (nmQUE) pode ser responséavel pela
inducdo das alteracdoes imunolégicas periféricas, principalmente a inflamacao cronica de baixo grau.
Assim, nosso objetivo concentrou-se em avaliar in vitro o potencial efeito citotdxico e modulatério da
nmMmQUE na ativacao inflamatoria e, na formacgéo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS).
Para isso, foram realizados experimentos celulares, utilizando a linhagem celular comercial de
macrofagos (RAW 264.7), além de leucdcitos e neutrofilos, obtidos através de coleta sanguinea de
voluntarios. As células foram cultivadas em condi¢des ideais conforme a padronizagdo até a obtencgéo
da concentragéo de 1x10° cél/mL. Em seguida, os macréfagos, leucécitos e neutréfilos foram tratados
e ativados ou ndao com agente mitogénico, a fitohemaglutinina (PHA). Apds 24 horas, foram tratados
com diferentes concentracdes de QUE (25, 50, 100, 200 e 400 pg/L). Dada as 24 horas do
tratamento, foi avaliada a viabilidade celular e citoxicidade de todas as células, através do ensaio
espectrofotométrico do Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Com o
resultado destes testes, fora definida a concentracdo de escolha da QUE para ser utilizada nas
andlises seguintes: 100 pg/L. Com isso, ap0s 72 horas de tratamento, avaliou-se a proliferagéo
celular, moléculas oxidativas e a expressao proteica e génica (via Quantitative reverse transcriptase
polymerase chain reaction (QRT-PCR) de citocinas pré- inflamatérias e anti-inflamatéria em RAW
264.7. Ainda, para avaliar o efeito da nmQUE na formacédo de NETSs, os neutrofilos foram previamente
ativados ou ndo pela exposicao a células de leveduras por 2 horas, seguidos da exposicdo a QUE
por mais 2 horas, estando posteriormente fixados e corados, seguidos pela captura de imagens e
avaliacdo condizente. Os resultados mostram a alta capacidade de interacdo da nmQUE para com as
células imunolégicas, ndo demostrando citoxicidade, porém modificando seu perfil inflamatério
conforme seu estado inicial, corroborando assim, para com um efeito farmacologico pré e anti-
inflamatério. J& em relacao a formacéo de NETS, os neutrofilos foram induzidos surpreendentemente,
estando a nmQUE responsavel por uma hiperformacédo das NETs. Com esses resultados, conclui-se
gue nmQUE exerce influéncia nas vias do sistema imune, sendo possivelmente responsavel pela
existéncia de morbidades e efeitos colaterais, 0 que representa o grande problema da terapia
antipsicotica.

Palavras-chave: Antipsicoticos. Sistema Imune. Macréfago. Leucdcitos.



ABSTRACT

IN VITRO MODULATORY EFFECT OF NON-METABOLIZED QUETIAPINE ON
CYTOTOXICITY AND INFLAMMATORY ACTIVATION OF WHITE CELLS AND
FORMATION OF NEUTROPHILE EXTRACELLULAR TRAPS

AUTHOR: Barbara Osmarin Turra
ADVISOR: Prof2. Dra. Fernanda Barbisan
CO-ADVISOR: Prof2. Dr2. lvana Beatrice Manica da Cruz

Quetiapine (QUE) is a highly complex drug that, due to its different forms of interaction with receptors,
has great clinical applicability. Although widely used, QUE brings with it a range of side effects that
include, in addition to disorders of the metabolic pathway, changes in levels of the immune system.
Quickly metabolised by the liver, it is transformed into its main active metabolite, norquetiapine, being
then the clearance of QUE only 5%. This percentage may increase in elderly people, with liver failure
or through interaction with other drugs. Thus, non-metabolized quetiapine (nmQUE) may be
responsible for inducing peripheral immune changes, especially low-grade chronic inflammation.
Therefor, our objective was to evaluate in vitro the potential cytotoxicity and modulatory effect of
nmQUE on inflammatory activation and in the formation of extracellular neutrophil traps (NETSs). For
this, cellular experiments were carried out, using a commercial macrophage cell line (RAW 264.7), in
addition to leukocytes and neutrophils, obtained through blood collection from volunteers. The cells
were cultured under ideal conditions according to standardisation until the concentration of 1x10°
cells/mL was obtained. Then, macrophages, leukocytes and neutrophils were treated and activated, or
not, with a mitogenic agent, phytohemagglutinin (PHA). After 24 hours, they were treated with different
concentrations of QUE (25, 50, 100, 200 and 400 pg/L). Given at 24 hours of treatment, the cell
viability and cytotoxicity of all cells were evaluated using the 3- [4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-
diphenyltetrazolium assay (MTT). With the result of these tests, the concentration of choice for QUE to
be used in the following analyses was defined: 100 pg/L. Thus, after 72 hours of treatment, cell
proliferation, oxidative molecules and gene and protein expression (via Quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR) of pro-inflammatory and anti-inflammatory
cytokines in RAW 264.7 were evaluated. In addition, to assess the effect of nmQUE on the formation
of NETSs, neutrophils were previously activated, or not, by exposure to yeast cells for 2 hours, followed
by exposure to QUE for an additional 2 hours, then fixed and stained, followed by images capture and
evaluations consistent with the experiment.The results show the high capacity of nmQUE to interact
with immune cells, not showing cytotoxicity, but modifying its inflammatory profile according to its initial
state, thus corroborating it with a pro and anti-inflammatory pharmacological effect. In relation to the
formation of NETS, neutrophils were surprisingly induced, with nmQUE being responsible for hyper-
formation of NETs. With these results, it is concluded that nmQUE exerts an influence on the
pathways of the immune system, being possibly responsible for the existence of morbidities and side
effects, which represents the major problem of antipsychotic therapy.

Keywords: Antipsychotics. Imune system. Macrophage. Leukocytes
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo de mestrado segue as normas e recomendacdes do Manual
de DissertacOes e Teses (MDT), da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
do ano de 2015. Este trabalho buscou avaliar a citoxicidade, a modulacdo da
ativacdo inflamatoria e a formacdo de armadilhas extracelulares formadas por
neutréfilos (NETS) da quetiapina ndo metabolizada a partir de protocolos in vitro
utilizando macroéfagos, leucécitos e neutréfilos. Estd apresentado na forma de um
manuscrito, que foi submetido a revista Psychopharmacology com fator de impacto
de 3.424, classificada no Qualis Capes - Ciéncias Biologicas Il como A2. As secdes
“‘introdugéo”, “revisao bibliografica” e “delineamento metodoldgico geral” encontram-
se no inicio desta dissertacdo; as secbes “materiais e métodos” e “resultados”
encontram-se no manuscrito, que esta presente na integra deste estudo e segue as
regras da revista a qual foi enviado; as sec¢des “discussao” e “conclusdao” encontram-
se no final desta dissertacdo, apdés o manuscrito. As referéncias bibliograficas
listadas no fim da dissertacdo referem-se somente as citacdes dos itens introducéo,
revisdo bibliografica e discussdo, uma vez que as referéncias utilizadas no

manuscrito estdo ao final dele.
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1 INTRODUCAO

Em 2016, cerca de 40,5 milhdes (71%) das 56,9 milhdes de mortes no mundo
eram por doencas néo transmissiveis (DNTs). Desses, estima-se que 1,7 milhdes
(4% das mortes por DNTS) ocorreram em pessoas com menos de 30 anos, 15,2
milhdes (38%) em pessoas com idade entre 30 e 70 anos e 23,6 milhdes (58%) em
pessoas com 70 anos ou mais (BENNETT et al., 2018). Assim, destacam-se os
transtornos neuropsiquiatricos, responsaveis por 30% das DNTs e 14% do total de
patologias notificadas (SOUZA, 2013).

A maior parte destes transtornos juntamente com outras morbidades
neurodegenerativas, incluindo as deméncias, sdo tratados com antipsicoticos
(LALLY; MACCABE, 2015; SCHNEIDER; IOURINETS; RICHARD, 2017). Apesar
da eficacia destes psicofarmacos, principalmente dos antipsicéticos de segunda
geracdo, como € o caso da quetiapina (QUE), o seu uso tem sido associado a uma
gama de efeitos colaterais, que incluem alteracbes no sistema imune e na via
metabdlica (MONTEBELLO; BRETT, 2017). Aparentemente, o mais investigado dos
efeitos colaterais envolve a inducéo de estados pro-inflamatoérios de baixo grau, que
participam do desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas como a obesidade e o
diabetes mellitus tipo 2 (ALONSO-PEDRERO; BESRASTROLLO; MARTI; 2019).
Alteracfes imunoldgicas também tém sido relatadas com o uso da QUE, como é o
caso da neutropenia, leucopenia e, mais gravemente a agranulocitose, que muitas
vezes pode ser fatal (GLOCKER; GROHMANN; SCHULZ, 2017).

A acdo da QUE em alteragbes no sistema imune periférico parece ser
contraditoria jA que este farmaco consegue diminuir estados neuroinflamatorios
presentes nos transtornos psiquiatricos. E possivel que este efeito adverso seja
diretamente influenciado pela farmacocinética. Administrada via ingestdo oral, a
QUE é rapidamente metabolizada no figado gerando mais de 11 metabdlitos, dos
quais um é farmacologicamente ativo, a norquetiapina. Assim, na sua depuracao
apenas 5% da quetiapina ndo metabolizada (nmQUE) é identificada (DEVANE;
NEMEROFF, 2001).

Este percentual pode aumentar em pessoas idosas, com insuficiéncia
hepética ou através da interacdo com outros farmacos como: antiepilépticos e
antimicrobianos. E possivel que os demais metabdlitos da QUE ou mesmo a nmQUE

sejam o0s responsaveis pela inducdo das alteragdes imunoldgicas periféricas,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schneider%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29160144
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alonso-Pedrero%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31524318
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bes-Rastrollo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31524318
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marti%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31524318
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principalmente a inflamacé&o crénica de baixo grau. Se esta hipétese € verdadeira, a
exposicdo de células imunes responsaveis pela ativacao inflamatéria, como é o caso
dos macroéfagos e pela resposta a infeccbes microbianas e lesdes teciduais, como é

0 caso dos neutroéfilos poderia ser diretamente afetada pela exposicdo a nmQUE.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro o potencial efeito citotoxico e modulatério da nmQUE na
ativagdo inflamatoria e na formacdo de armadilhas extracelulares de neutrdfilos
(NETS).

1.1.2 Objetivos especificos

O potencial efeito citotoxico e modultério da nmQUE sera avaliado por
protocolos in vitro utilizando macrofagos de linhagem comercial ativados ou néo para
inflamacdo, bem como, leucdcitos e neutrdfilos obtidos a partir do sangue de

doadores saudaveis como modelo experimental para:

e Avaliar o efeito citotbxico da nmQUE; via ensaio Brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT);

e Avaliar o efeito da nmQUE na modulacao da proliferacdo celular, marcadores
oxidativos e na expressao proteica e génica de citocinas pré e anti-
inflamatoérias em macrofagos (RAW 264.7), ativados e nao-ativados pela

exposicdo a fitohemaglutinina (PHA);

e Avaliar o efeito da nmQUE na formacdo de NETs induzidas ou néo, pela

exposicao a células de levedura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PSICOSE

A psicose € um transtorno mental onde a percepcdo da realidade, o
pensamento e a resposta afetiva mostram-se comprometidos, distorcidos ou
inexistentes. Todos estes sintomas manifestam-se como fatores de interferéncia
para o relacionamento e convivio interpessoal. O estado psicético tem como
sintomas positivos: delirios, alucinacdes, fala desorganizada e comportamento
catatbnico, além dos sintomas negativos, os quais incluem: embotamento afetivo,
alogia e/ou avolicdo (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2010; PIENKOS et al., 2019).

Segundo o DSM- V (do inglés, Diagnostic and Statical Manual fifth- edition),
um quadro psicético pode ser definido pela associacdo de seis critérios (quadro 1)
ou quando dois ou mais sintomas manifestam-se concomitantemente, em um
periodo de tempo significativo de ao menos um més. Porém, apenas um critério &
necessario se considerar os delirios bizarros, e alucinagdes acompanhadas por uma
voz de comando. Na complexa sintomatologia da psicose, a esquizofrenia (SCZ) é
tida como o principal transtorno psicotico (GROVER et al., 2018).

Quadro 1 - Critérios para o diagnostico de psicose segundo o DSM -V

Sintomas Positivos (adicdo de fungdes)
Sintomas Negativos (perda de funcdes)
Disfuncao Social e/ ou Ocupacional
Sinais Continuos de Perturbacéo
Exclusdo de Transtorno Esquizoafetivo e Transtorno de Humor
Excluséo de uso substancias ilicitas

Relagdo com um Transtorno Invasivo de Desenvolvimento

Fonte: Adaptado de DSM- V
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Diante desse contexto, e sabendo que a neurobiologia exerce papel
importante na fisiopatologia das desordens psiquiatricas, é importante ressaltar que
a causa dessas desordens ndo esta totalmente elucidada, sendo multifatorial de
alteracbes genéticas e/ ou ambientais, com forte envolvimento da inflamacéo
cronica. Com isso, existem diferentes terapéuticas e farmacos empregados como
tratamento, dentre estes o antipsicotico QUE (ASSCHE, 2017).

O tratamento com QUE tem efeitos terapéuticos positivos e comprovados,
entretanto também inclui efeitos colaterais, como o ganho de peso e a
hipertrigliceridemia, além da neutropenia e de quadros de agranulocitose (EL-SAIFI;
JONES; MOYLE, 2016; LI; CAMERO, 2012). Com isso, muitos pacientes acabam
por desistir do tratamento farmacologico, colocando novamente o estado de
sanidade em alerta, e postulando um problema que poderia ser evitado, uma vez
que os transtornos mentais afetam além do paciente, todo o entorno social, gerando

impactos econdmicos (VEDANA et al., 2013).

2.1.1 Epidemiologia da psicose

As doencas crbnicas, principalmente as de alteracbes a nivel de sistema
nervoso central (SNC), representardo 81.1 milhdes de pessoas com patologias
incapacitantes, dentre elas a SCZ (SOUZA, 2013). Dessa forma, a principal carga
de “incapacidade”, se tornara, até o final de 2020, a segunda maior “carga
patolégica” mundial (CORBANEZI, 2018). No Brasil, embora o sistema de notificacdo
e coleta de dados envolvendo os transtornos mentais seja defasado e contenha
muitas falhas (LUCCHESE et al., 2017), estima-se que 3% da populagédo sofra com
problemas mentais graves e persistentes, 6% apresente transtornos psiquiatricos
graves em decorréncia do uso abusivo de substancias, como alcool e drogas e, 12%
necessite de algum atendimento de saude continuo ou eventual (BRASIL, 2008;
SANTOS; SIQUEIRA, 2010).

2.2 FARMACOS ANTIPSICOTICOS

Por volta da década de 50, muitos antipsicoticos ou também chamados de

neurolépticos foram descobertos, estando muitas vezes inseridos num processo
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positivo relacionado a desinstitucionalizacéo e, altas de pacientes com “tratamentos”
inadequados ou longos - praticados por manicomios (BRASIL, 2013).

Segundo Sthal (2014), os antipsicéticos podem ser definidos como atipicos e
tipicos, estando dependente de sua acao farmacologica pela ligacdo aos receptores.
Os farmacos tipicos foram os primeiros a serem instituidos com atividade psicética
ou maniaca, estando seu antagonismo nos receptores de dopamina (D1, D2); O
préprio antagonismo encontra-se envolvido em algumas reac¢des adversas, como: 0
embotamento cognitivo, 0 surgimento de movimentos extrapiramidais e algumas
alteracdes de pronunciamento hormonal, como a prolactina (RANG; DALE; RITTER,
2016). Enquanto que, os farmacos tidos como atipicos estabelecem antagonismo
além de D2 para com o0s receptores serotoninérgicos (5HT), esta diferenca
estabelecida tem como objetivo a reducdo de sintomas comuns ao tratamento com
farmacos tipicos, dos quais os movimentos extrapirramidais e os niveis de prolactina
encontram-se diminuidos e/ou controlados (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2010).

2.2.1 Quetiapina: uso farmacéutico, farmacodinamica e farmacocinética

A QUE (figura 1) é um derivado dibenzotiazepinico, antipsicotico atipico e
atua como um antagonista nos receptores 5- hidroxitriptamina (5-HT1A, 5-HT2A, 5-
HT7, 5-HT1B/D), D1, D2 e histamina (H1), bem como, em receptores adrenérgicos
(a-1 e a-2). Assim, exerce seus efeitos farmacolégicos pela interacdo com o0s

sistemas dopaminérgico, serotonergico e noradrenérgico (SUTTAJIT et al., 2014).

Figura 1 — Estrutura quimica da quetiapina

=he
89

Fonte: Adapatado de International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), 2020.
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A QUE é rapidamente absorvida apos a administracdo oral, chegando a sua
concentracéo plasmatica terapéutica , com média de tempo entre 1,5 a 2,0 horas. O
farmaco liga-se a aproxidamente 83% de proteinas plasmaticas. Sua metabolizacéo
da-se de forma hepatica pelo Citocromo (CYP) P450 3A4 e, a partir de sua oxidacéo
11 metabdlitos sdo formados, porém, apenas a norquetiapina é farmacologicamente
ativa (DEVANE; NEMEROFF, 2001). Assim, as a¢des farmacoldgicas finais resultam
da combinacdo com seu metabdlito ativo: a norquetiapina. A norquetiapina exibe
propriedades farmacologicas Unicas, em comparacdo com a QUE, principalmente a
inibicdo do transportador de noradrenalina (NAT) (i.e., inibicdo da recaptacédo de
noradrenalina), mas também antagonismo de 5-HT7, 5-HT2C e a-2 e acles
agonistas parciais de 5-HT1A. Isso pode explicar por que esse farmaco parece ser
muito mais do que simplesmente um antipsicético (STHAL, 2014).

Esses dois mecanismos podem, individualmente, aumentar a liberacao tanto
de dopamina quanto de noradrenalina. Juntos, 0S mecanismos parecem exercer
acOes sinérgicas em doses abaixo daquelas que produzem uma ocupacdo de 60%
dos receptores D2, necessarios para as ac¢fes antipsicoticas. A QUE tem a
capacidade de tratar simultaneamente os sintomas de insénia e de ansiedade, por
meio de sua acdo anti-histaminica e antagonismo dos receptores H1. Dessa forma,
ela é usada para tratar além da SCZ, transtornos bipolares, depressivos maiores e
ansiedade geral (BRETT, 2015; HAWKINS; BUCKLIN; MUZYK, 2013).

O tempo de meia-via é relativamente curto, podendo variar entre 3 a 6 horas,
estando totalmente eliminada em 07 horas. A excre¢do do farmaco € de 73% na
urina e 21% nas fezes. Os parametros farmacocinéticos sdo dependentes da relacédo
tempo - dose (DEVANE; NEMEROFF, 2001).

A eficacia da QUE pode estar relacionada a um possivel efeito anti-
inflamatorio, que poderia ser importante no tratamento de aspectos inflamatérios de
transtornos psiquiatricos a nivel de SNC (BAUNE; EYRE, 2010; JAEHNE et al.,
2015; ZHORNITSKY et al., 2013). Estudos in vitro também corroboram com os
efeitos anti-inflamatoérios, porém ha outros estudos que trazem o farmaco com
potencial pré-inflamatorio, o que leva crer, que a acdo farmacoldgica € dependente
do estado inicial das células imunes frente a QUE (AL-AMIN; REZA, 2014; BIAN et
al., 2008; MULLER et al., 2012).
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2.2.2 Efeitos adversos da quetiapina

A utilizacdo da QUE ganhou enfoque devido as suas distintas formas de
apresentacao relacionadas com dosagens e afinidades de receptores, além de
pertencer a segunda geragdo e teoricamente ndo possuir tantos efeitos adversos
como os de primeira, por isso, ela possui alta aplicabilidade para prética clinica.
Porém, ha tempos encontram-se relatos e constatacoes na literatura dos efeitos
indesejaveis que ela é capaz de causar (BRUTON et al., 2010; JEON; KIM, 2017).
Com risco moderado, uma gama de estudos volta-se para estes efeitos,
principalmente os disturbios metabdlicos e altera¢des imunes.

Hirsch e colaboradores (2017) associam o diabetes mellitus tipo 2, com a
terapia antipsicotica da QUE. Barton et al., (2019) consideram-a como farmaco
associado ao ganho de peso rapido e assim, causando consequente risco
cardiovascular e sindrome metabdlica associada. Allaire et al., (2016) em sua
pesquisa, associam o farmaco com o risco de obesidade moérbida, sendo que o
mesmo leva ao quadro 2,5 vezes mais rapido do que em pacientes sem a terapia.
Além disso, a QUE ¢é associada a hiperelevacao dos triglicerideos, que leva a
hipertrigliceredemia descompensada, que em casos raros pode desencadear uma
pancreatite severa (FRANCO; VALLABHAJOSYULA; GRIFFIN, 2015).

O uso de antipsicético é associado a morte prematura, tendo em vista que o
ganho de peso pode levar a obesidade, que leva ao diabetes mellitus tipo 2 e 0
diabetes a doenca cardiaca. Este risco metabdlico seguido de todas as disfuncoes,
ja mencionadas, é explicado pelo bloqueio do receptor H1 e o receptor de serotonina
5HT2C, integrantes do alvo farmacoldgico dos antipsicéticos (STHAL, 2014).

O seu efeito dual em nivel de SNC e Sistema Nervoso Periférico (SNP) é
relacionado com sua intensa atividade na pro-inflamacdo e com o seu efeito anti-
inflamatorio, o que de certo modo leva a alteragdes complexas no Sistema Imune. A
literatura associa, a sua utilizagdo com purpura trombocitopénica trombotica
(HUSNAIN et al., 2017), trombocitopenia (LUYKX et al., 2018), leucocitopenia
(TOMITA et al., 2017) e mais gravemente a agranulocitose (GLOCKER,;
GROHMANN; SCHULZ, 2017), esta ultima podendo ser fatal.


https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs40264-017-0543-0#auth-1
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2.2.3 Efeitos colaterais da quetiapina

Embora a QUE esteja relacionada com os mais diferentes efeitos adversos,
ela é altamente eficaz nos transtornos a qual € prescrita, especialmente na psicose,
além de outros efeitos (Quadro 2) que foram comprovados mais recentemente. Isso
a caracteriza como um farmaco de alta complexidade que possui capacidade

secundéria devido a sua grande interacdo farmaco — receptor.

Quadro 2 - Efeitos secundarios da quetiapina comprovados pela literatura.

Autor Ano de Efeito Modelo de estudo
publicacao
Efeitos positivos em I_n V'V,O.
_ _ : P Ensaio Clinico —
Hardan; Jou; jovens com disturbios .
2005 . Pacientes com
Handen generalizados do P
. disturbios
desenvolvimento. )
generalizados do
desenvolvimento.
Efeitos positivos no In vivo
tratamento de Ensaio Clinico —
Grover et al 2009 desordens Pacientes com
gastrointestinais sintomas refratarios
funcionais refratarias do trato
graves. gastrointestinal.
Chen et al 2010 Efeito protetor no risco In vivo
_ ! Relato de caso.
patolégico pos — AVC.
Parraga et al 2010 Melhora S|gn|f|cat|va In vivo
nos efeitos da Relatos de casos.
Sindrome de Tourette.
Nikiforuk 2012 Melhora da . In vivo
: . . Animal — Ratos.
inflexibilidade cognitiva.
Han et al 2015 Redugdo na form?“?ao In vivo
de EROs no tecido )
i Animal — Ratos.
cerebral. convulsivas.
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Quadro 2 — Efeitos secundarios da quetiapina comprovados pela literatura

(concluséo)

Diminuigéo do
comprometimento

In vivo

capacidade de
preservar a
aprendizagem reversa.

Ma et al 2015 " .
cognitivo e menor Animal- Ratos.
suscetibilidade a crises
Analgesia em dor In Vivo
Heo et al 2017 Ossea relacionada a .
- Animal- Ratos.
cancer.
Efeito modulador na I.n vivo
exXDressio Ensaio Clinico —
Vakilian et al 2017 EXp , . Portadores da
de citocinas pré/anti-
. . Doenca de
inflamatérias em :
: Alzheimer.
Alzheimer.
Efeito modulador da In vivo
Aytar et al 2018 dor apos lesbes Animal — Ratas.
traumaticas, da medula
espinhal.
Potencial benéfico na In vivo e In vitro
artrite induzida por Animal —
Pan et al 2018 colagerlo atraves da Camundongos;
supressao das vias de Celular —
sinalizacao AKT e ERK. Macréfagos.
Capacidade protetora In V,er?iriall?—vmo
da barreira Camundongos;
Robinson 2018 hematoencefalica em Celular - Cé?ula’s
et al lesbes cerebrais .
L. Endoteliais
traumaticas. .
Microvasculares do
Cérebro.
Reducéo na secrecéao
Carr et al 2019 de cortisol e In vivo

Animal — Ratos.

Fonte: Quadro elaborado pela autora.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30109356
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29985239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29985239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29985239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29985239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29985239
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2.3 TRANSTORNOS MENTAIS: INFLUENCIA DOS PROCESSOS OXIDATIVOS E
INFLAMATORIOS

Na tentativa constante de compreender 0Ss processos que incluem as
alteracdes em nivel de SNC, e muitas vezes, SNP, surgem hipdteses para 0s
mecanismos, e uma delas apresentada pelo estudo de Chiapponi e colaboradores
(2016), onde o desequilibrio das transmissfes neuronais excitatérias e inibitérias
pode ser responsavel pelos transtornos mentais. Entretanto, a neuropatologia da
SCZ é pouco compreendida, levantando outras pressuposi¢cfes, dentre estas a
oxidativa - inflamatéria (SCHMITT et al., 2014).

Na ultima década, estudos envolvendo o entendimento fisiopatoldgico dos
transtornos, sugeriram a total participacdo de células gliais e ndo somente de
neurénios na SCZ (BERNSTEIN et al., 2014).

As células da glia sdo responsaveis por um importante papel de suporte e
funcionamento do sistema nervoso, estando em nimero maior que os neurbnios,
porém em menor tamanho e espac¢o ocupado. As principais células da glia sdo os
oligodentrocitos, as células de Schwann, os astrécitos, as células ependimarias e a
microglia nervosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Assim, dentro das alteracfes
nos transtornos psiquiatricos associados a funcionalidade glial, a inflamacgédo tem
importante destaque (HOWES; MCCUTCHEON, 2017). Por isso, especialmente as
microéglias, astrocitos e neurbnios acompanhados pelo conjunto que se define como
um sistema imune periférico estdo sendo implicados na modulacdo da inflamacéao,
que como uma cascata de eventos esta associada ao estresse oxidativo (LEZA et
al., 2015).

Estados de estresse oxidativo podem desencadear inflamacdo crénica, e
subsequentemente os transtornos psiquiatricos (HUSSAIN et al.,, 2016). Desse
modo, cresce de forma exponencial o nimero de estudos que apontam para o
sinergismo da inflamacdo acompanhada de estresse oxidativo, como crucial para
patogénese de transtornos psiquiatricos (ALCOCER-GOMEZ et al., 2014;
FLESHNER; FRANK; MAIER, 2017; PASQUALI et al., 2018).

Devido as caracteristicas fisiologicas e estruturais do cérebro, bem como, a
uma alta taxa metabdlica de suas células, esse 0rgao € particularmente suscetivel

ao estresse oxidativo. A interface entre estresse oxidativo e inflamacao, parece estar
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a cargo dos inflamassomas. Esses complexos de proteinas citosolicas sao formados
a partir do reconhecimento de agentes estressores patogénicos, ou ndo (MILLER;
RAISON, 2016). Um estudo com ratos expostos a estresse crbnico mostrou a
ativacdo de produtos endogenos (do inglés, Damage-associated molecular pattern
(DAMPSs)) e do regulador da formacdo do inflamassoma (NLRP3) e aumento dos
niveis de interleucina um beta (IL-1B) no sangue e no cérebro. O bloqueio de NLRP3
nos ratos foi capaz de diminuir os niveis de IL-1 nesses tecidos, além de reverter o

comportamento depressivo (ZHANG et al., 2017).

2.4 METABOLISMO OXIDATIVO/ESTRESSE OXIDATIVO

O metabolismo oxidativo (Figura 2) € um processo que ocorre na mitocondria,
no qual a molécula de oxigénio (O,) é utilizada para a producédo de energia. O O,
passa pela cadeia transportadora de elétrons gerando a Adenosina Trisfosfato
(ATP), ou seja, a energia metabdlica (VITALE et al., 2013).

No metabolismo oxidativo, destaca-se um evento muito importante e
estudado, o estresse oxidativo, que ocorre devido a um desequilibrio entre a maior
producdo e/ou queda na neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio (EROS),
pelos sistemas antioxidantes do organismo, levando a interrupcdo na sinalizagao
redox ou a danos moleculares (SIES, 2015). Assim, quando a reducdo de O, é
incompleta consequentemente ha a formacdo de diferentes EROs, dentre elas o
radical superéxido (O,”) e o peroxido de hidrogénio (H.O,), considerados as
principais espécies causadoras de danos as células (VITALE et al., 2013). O H,0, é
capaz de gerar outros EROs, sendo o principal deles o radical hidroxila (OH") que
apresenta grande afinidade com a molécula de acido desoxirribonucleico (DNA) que
passa a sofrer os respectivos danos. Vale ressaltar que o organismo ndo possuli
defesas contra o OH™ (BARBISAN, 2014; PERL, 2013).

Esse desbalanco pode ocorrer pela exposicdo a fatores exdgenos (estresse,
infeccbes bacterianas e virais, alimentacdo baseada em gorduras e carboidratos,
sedentarismo, poluicdo ambiental, radiacéo, etc.) ou enddégenos que favorecem o
desequilibrio entre EROs e os niveis das defesas antioxidantes (ANDREAZZA et al.,
2013; PERL, 2013).

Sies (2018) descreve que 0 estresse oxidativo pode ser calssificado de

acordo com a intensidade; as escalas de intensidade possuem variagdes, partindo
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do estresse oxidativo fisiologico (eustress) até os niveis oxidativo toxicos que
danificam as biomoléculas (distress). A baixa exposicado de células e organismos é
necessaria para a sinalizacao redox, abordando alvos especificos, considerando que
a elevada exposicao resulta em perturbacdes na sinalizacdo redox e/ou danos em
alvos néo especificos.

Sendo as EROs moléculas com grande capacidade de causar danos a
células, que pode se propagar aos tecidos e ao organismo como um todo, levando
ao aparecimento de patologias distintas, sabe —se que com a evolu¢cdo humana o
organismo desenvolveu um sistema de defesa antioxidante enddgeno, constituido
por uma cadeia enzimatica, composta pelas enzimas superoxido dismutase (SOD)
(que atua dismutando o anion radical superoxido em H,0,), Glutationa Peroxidase
(GPX) (na mitocondria) e Catalase (CAT) (no citosol) as quais detoxificam o H,O, em
agua (H,0O) e O,. H& também o sistema antioxidante enddégeno ndo enzimético, o
qual forma-se através da dieta, em que sais minerais, vitaminas e compostos
fendlicos sdo sintetizados, auxiliando no processo de equilibrio (BARBOSA et al.,
2010).

O nosso organismo além da protecdo enddgena alia-se com a protecdo
exdgena, onde a alimentacao rica em frutas, verduras e legumes permite a formacéao
de moléculas bioativas com atividade antioxidante necessaria ao processo
homeostético do organismo (MONTAGNER, 2010).

O sistema protetor é inteiramente necessario ao organismo, ja que uma vez
ausente, os danos causados por essas moléculas sdo capazes de induzir a morte do

organismo ainda no periodo fetal (SUTTON et al., 2003).
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Figura 2 — Espécies reativas de oxigénio (EROs) e sistemas antioxidantes:
metabolismo oxidativo

Defesa Antioxidante Endégena Enzimatica e ‘

Nio Enzimatica [ Inflamagéol Infecgio |
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Fonte: A autora.

Legenda: Ao centro encontra-se a célula animal, em seu entorno alguns dos processos que levam a
formacao das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), estando pela interferéncia no modo de vida. O
metabolismo representado pela mitocdndria descreve o processo de intera¢do entre o oxigénio (O2) e
seus produtos, que sao os responsaveis pelos danos as células. Ainda destacam-se os sistemas de
defesa antioxidante end6geno enzimatico e ndo enzimético e o sistema exdgeno, representado por
alimentos consumidos em uma dieta saudavel. A figura como um todo sintetiza o processo do
metabolismo oxidativo.

Sabendo da grande importancia que os processos oxidativos exercem sobre a
homeostase dos sistemas, postula-se que com o tempo, essas mudangcas possam
levar a algumas das alteracfes estruturais e funcionais similares a aquelas vistas na
psicose (BARRON et al., 2017). Para Fraguas e colaboradores (2017), a
neuroinflamacéo conjunta ao estresse oxidativo pode levar a piores resultados em

pacientes com primeiros episodios de psicose.

2.5 ASPECTOS FISIOLOGICOS DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Os processos inflamatorios sdo respostas necessarias no organismo, por
conta da defesa desencadeada por uma infeccdo ou injaria. As respostas

inflamatorias - podendo ser locais ou sistémicas -, objetivam eliminar agentes
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estranhos responséaveis pelo desencadeamento dessas respostas, promovendo a
reparagcdo do tecido e por vezes, estabelecendo a memoria imunolégica
(FULLERTON; GILRQY, 2016).

Os macréfagos desempenham papel fundamental na regulacdo dos
processos inflamatérios agudos e crbnicos, por meio da secre¢do de diversas
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (FULLERTON; GILROY, 2016).
Estas células potencializam a ativacdo de linfocitos T e B pela expressdo de
moléculas co- estimuladoras, liberando assim, as citocinas pro - inflamatorias como
a Interleucina 1 (IL-1), a Interleucina 6 (IL-6), a Interleucina 12 (IL-12) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF — a). Os macrofagos também sdo responsaveis pela
sintese de alguns EROs (O, OH, H,0,) e intermediarios reativos do nitrogénio, cujo
seu principal representante € o 6xido nitrico (ON) (CRUVINEL et al., 2010).

A rota inflamatéria (Figura 3) inicia-se quando o0s receptores de
reconhecimento de hospedeiros PRRs (do inglés, Pattern Recognition Receptors)
sdo capazes de identificar segmentos moleculares conservados, os PAMPs (do
inglés, Pathogen Associated Molecular Pattern). Alguns PRRs promovem a defesa
do organismo via ativagéo de inflamossomas (LACKEY; OLEFDKY, 2015).

Os inflamossomas sdo complexos macromoleculares que se unem ao
citoplasma e ativam a proteina caspase 1, sendo a mesma responsavel pela
ativacdo da resposta imune inata (CRUVINEL et al., 2010; FULLERTON; GILROY,
2016). A caspase 1 é responsavel depois de ativada por desencadear o0 processo
conhecido como piroptose, a clivagem proteolitica da pr6 — interleucina 1B, que
posteriormente leva a formacgao da IL-13 madura, que por sua vez, induz 0 processo
inflamatorio pela sintese de macréfagos de outras citocinas, como a IL-6, IL-8, IL-12
e TNF- a (ROITT et al., 2014).

Com isso, é sabido e destaca-se que em inflamacdes agudas ocorre a
ativacao classica da rota denominada de M1 e, em seguida ocorre a ativacao da rota
alternativa, denominada de M2. Logo, os macrofagos M1 séo representativos da via
classica, exercendo atividades antiproliferativas e citotoxicas, sendo produto da
secrecdo de ON, EROs e as citocinas pro- inflamatorias anteriormente mencionadas.
Enquanto que, os macrofagos M2 representam a via alternativa com capacidade de
inibir estas funcbes, ou agbes executadas pelos macréfagos M1, que
consequentemente realizam a secrecdo e producdo de interleucinas anti-

inflamatorias, como a Interleucina dez (IL-10) e o TGF — B; (do inglés, Transforming
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growth factor — beta), favorecendo o reparo tecidual, induzindo angiogénese, além

de imunossuprimirem a atividade dos linfocitos T (BRUNE et al., 2013).

Figura 3 — Vias de ativacao para a inflamacao: classica e alternativa
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Fonte: A autora.

Legenda: O processo inflamatdrio inicia-se por uma injdria ou infec¢éo, com isso, 0os PRRs (do inglés,
Pattern Recognition Receptors) sdo capazes de identificar segmentos moleculares conservados, 0s
PAMPs (do inglés, Pathogen Associated Molecular Pattern); Alguns PRRs promovem a defesa do
organismo via ativacdo de inflamossomas (NLRP3), que s&o capazes de ativar a caspase 1, seguida
pela ativagdo da proé- interleucina um beta (1B), que consequentemente ativa a interleucina um beta
(IL -1B), que por meio dos macréfagos e linfécitos, leva a sintese de outras citocinas inflamatérias,
assim, constitui-se a rota classica (M1). Ja a rota alternativa (M2), funciona como um processo de
feedback negativo, em que os fatores anti- inflamatérios séo liberados, promovendo a interrupgéo da
atividade dos M1, levando ao reparo tecidual e suprimindo a atividade das interleucinas,
complementando o processo inflamatdrio total.

Ainda, ressalta-se a importancia dos granulécitos na constituicdo e auxilio das
respostas, especialmente os neutrdfilos; os neutréfilos sdo as células circulantes
mais abundantes no organismo e desempenham func¢des importantissimas no que
corresponde 0 processo da resposta imune, por contribuirem além da eliminacao de
patdogenos. Recentemente estudos revelaram mecanismos mais sofisticados
associados asfungbes citotdxicas - neutrofilicas, e demonstraram  que
os neutrofilos contribuem para a defesa de varias doencas infecciosas e

inflamatorias, agudas ou crbénicas (WANG; ARASE, 2014), além de estarem
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envolvidos na resposta adaptativa e ndo mais, somente na resposta imune inata
(KUBES, 2018).

O SNC néao diferentemente do SNP atua com 0 mesmo proposito na
inflamacéo, no que compreende o conceito de neuroinflamac&o. Assim como 0s
macréfagos residentes, as microglias sao as células “sentinelas” do SNC, sendo elas
as primeiras a responderem a infeccdes ou lesdes teciduais e desencadearem a
resposta inflamatoria. A sua ativacdo confere a elas uma alteragcdo morfolégica de
uma célula ramificada para uma célula ameboide (Figura 4) (WOLF; BODDEKE;
KETTENMANN, 2017).

Figura 4 — Célula da micréglia: morfologia
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Legenda: Representagéo da célula da micréglia em seu estado néo ativado (célula ramificada) e seu
estado ativado (célula ameboide).
Fonte: A autora.

Os receptores imunes, como o0s do tipo toll-like (TLRs), dominios de
oligomerizacao de ligacao a nucleotideos (NODs), receptores do tipo NOD e muitos
receptores de eliminacdo, ddo a elas a capacidade de reconhecer os estimulos
prejudiciais e respondé-los produzindo citocinas inflamatérias como TNFa, IL-6, IL-
18, interferon-y (IFNy) e varias quimiocinas. Essa producdo de citocinas foi
denominada de estado M1 ativado classicamente, sendo seu estado pré6 -
inflamatorio (CHERRY; OLSCHOWKA; O'BANION, 2014).

Neste contexto, existe ainda o estado M2 relacionado ao reparo, podendo ser
denominado de “rota alternativa” ou efeito anti-inflamatorio; Varios autores trazem

gue a rota M2 das microglias apresenta-se de forma semelhante aos macrofagos no
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SP (FENN et al ., 2012; FREILICH et al ., 2013; LIU et al ., 2012). Embora, para a
microglia, o conceito de polarizagdo M1 / M2 ainda € questionado (ORIHUELA,
MCPHERSON; HARRY, 2016), hoje se sabe que a ativacdo microglial € um
processo altamente dindmico que pode ser bem diferente em diversas situacdes e
processos patologicos (WOLF; BODDEKE; KETTENMANN, 2017).

Por isso, considera-se a inflamagdo como fungao importante e crucial para
com os transtornos psiquiatricos, visto que a desregulacdo do sistema imune inato,
seguido pela producao de citocinas inflamatérias, também pode tornar-se uma das
consequéncias sintomaticas da psicose, ou uma das causadoras. Esse € um
paradoxo, ainda a ser esclarecido (ROSENBLAT; MCINTYRE, 2016).

Figura 5 — Ativacdo microglial e desenvolvimento das rotas de inflamacéo
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Legenda: As vias de inflamacdo da micrdglia apresentam-se de maneira semelhante ao sistema
imune periférico, estando sua via classica a microglia ativada pelos receptores de reconhecimento,
liberando assim, citocinas inflamatérias, necessarias ao processo da resposta inflamatéria, ja na rota
alternativa, as micréglias liberam citocinas anti-inflamatérias, que tem a capacidade de
imunossuprimirem os processos inflamatdrios e assim, desenvolvem-se 0s reparos necessarios, 0
que finaliza a etapa. Ressalta-se que as etapas sdo complementares.

Além disso, estudos com modelos animais de transtornos psicoticos, sugerem

a ativacao do sistema imune como o resultado de uma combinacgéo de predisposi¢cao
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genética e, um modelo de dois ataques imuno mediados: infeccdo, e estressores
ambientais durante a gestacao e o inicio da vida que ativam a micréglia, perturbam o
desenvolvimento neuronal, estabelecendo, assim, um estagio de vulnerabilidade
para distarbios psicoticos posteriores, como é o caso da SCZ (BERGINK; GIBNEY;
DREXHAGE, 2014; RADHAKRISHNAN; KASER; GULOKSUZ, 2017).

2.6 O PAPEL DOS NEUTROFILOS NO SISTEMA IMUNE INATO

A imunidade inata é conceituada devido a uma série de respostas rapidas e
estereotipada por um grande numero, embora limitado de estimulos. Ela comp&e-se
por barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, células especializadas e moléculas
soluveis, independentemente de contato prévio com agentes patolégicos ou
imundgenos (CRUVINEL et al., 2010).

Dentre as células que a compde, destacam-se 0s neutrdfilos, que apresentam
funcdes importantissimas ndo somente na resposta imune inata, mas também na
resposta adaptativa (JABLONSKA; GRANOT, 2017). Os neutréfilos sdo células
altamente especializadas que representam a maior parte dos granulocitos em
circulacdo no sangue humano (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014), estando em
torno de 50 a 70% de todos os leucdcitos produzidos. Hematopoieticamente sua
formacdo da-se na medula éssea, seguida pela diferenciacdo do ndcleo, até o seu
estado de segmentacéo e maturacao (KUBES, 2018).

ApGs sua maturacdo, a célula normalmente possui citocinas ativadoras como
o TNF — a (sozinho ou combinado ao IFN — ), IL-6, fator de crescimento de col6nias
de granulédcitos (G- CSF) e o fator estimulador de colénia de macréfagos e
granuldcitos (GM-CSF) (VON VIETINGHOFF; LEY, 2008), tendo esta ultima a agao
inibitéria  de morte apoptdtica ao lado de TNF- a e Interleucina 8 (IL-8)
(QUENTMEIER et al., 2003); Seu citoplasma € enriquecido por granulos e vesiculas
secretoras (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

Os granulos existentes nos neutréfilos possuem caracteristicas unicas (as
quais os diferem) e nomenclaturas distintas, assim: os granulos especificos ou
"secundarios" sao compostos de lactoferrina, catelicidina, fosfatase
alcalina, colagenase (gelatinase), lisozima, proteinas basicas antibacterianas, néo
enzimaticas e lipocalina; os granulos azurofilos ou "primarios" sdo compostos de

mieloperoxidase (MPO), proteina de aumento da permeabilidade/bactericida
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(BPI), defensina, serina proteases, fosfatase acida, a- Manosidase, arilsulfatase, [3-
galactosidase, [-glicosidase, catepsina G, 5'-nucleotidase, elastase, colagenase,
MPO, lisozima e proteinas antibacterianas catibnicas. Por fim, e menos complexo
tém-se os granulos terciarios compostos de catepsina (COWLAND; BORREGAARD,
2016).

As vesiculas secretoras transportam inicialmente para a superficie dos
neutrofilos as moléculas necessarias para a adesdo e entdo, os granulos de
gelatinase fornecem proteases que podem digerir a membrana basal e / ou matriz
extracelular, permitindo a diapedese de neutrofilos. Estas células eliminam
patégenos que utilizam mecanismos dependentes de NADPH-oxigenase (EROSs) ou
proteinas antibacterianas (catepsinas, defensinas, lactoferrina e lisozima)
(LIEW; KUBES, 2019).

As proteinas antibacterianas séo liberadas dos granulos de neutréfilos para os
fagossomos ou para 0 meio extracelular, atuando assim, nos patdégenos
extracelulares. Neutréfilos altamente ativados podem eliminar microrganismos
extracelulares liberando as NETs, impedindo-os de se espalhar, facilitando também,
a fagocitose. O processo de fagocitose tem inicio pela ligacdo dos receptores de
superficie do fagocito ao patégeno, o qual, entdo, é internalizado em fagossomos.
No interior do fagdcito, o fagossomo funde-se a lisossomos, cujo conteudo € liberado
com a digestao e a eliminacdo do patégeno (MANFREDI et al., 2018).
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Figura 6 — Neutrofilos: processo de fagocitose
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Legenda: Os neutréfilos sdo células altamente especializadas que possuem em seu contelldo uma
série de quimiocinas e citocinas, contidas em granulos e visiculas secretoras. Quando em contato
com um patégeno, as vesiculas secretoras levam até a superficie moléculas de adesao, que ativam
as proteases, favorecendo o processo de digestdo da membrana basal e consequentemente levando
a diapedese. Na diapedese, os neutrofilos externalizam suas formas de fagocitose, estando por
proteinas antibacterianas, ou pelas armadilhas extracelulares (NETs). A fagocitose ocorre
normalmente, em que o patogeno é internalizado e posteriromente digerido e eliminado.

Nos processos inflamatérios, a condicdo de agudo ou crénico determina
alteracdes fenotipicas destas células. Na inflamacdo aguda os neutrofilos passam
para corrente sanguinea, ainda imaturos, tornando-se segmentados conforme o
curso da patogénese, quando a inflamacéo ganha curso crbnico, passa a apresentar
a hipersegmentacao, um estado além do processo de maturagcdo. Assim, 0 processo
de producédo e ativacdo € controlado pelo fator estimulador de G- CSF, que é
produzido como forma de resposta a interleucina dezessete A (IL-17A), sintetizada
pelas células T. A liberagdo de IL - 17A, por sua vez, esta sob o controle da
Interleucina vinte e trés (IL-23), originaria de macréfagos residentes em tecidos e
células dendriticas (LI et al., 2018).

Por isso, nosso organismo ao entrar em contato com substancias que

reconhecidas como estranhas, apresentam o perfil inflamatério e/ou infeccioso, em
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que os neutrdéfilos condicionam-se a neutrofilia, ou seja, a quantidade destas células
mostra- se em elevacdo. No decorrer, as células passam por apoptose ou
descongestionamento/ descolamento de sua cromatina, dissolvendo suas
membranas nucleares e liberando a cromatina revestida com proteinas granulares,
sendo entdo removidas por macrofagos e células dendriticas. Assim, ocorre um
processo em que denominamos de regulacdo negativa, onde a sintese de IL-23 é
reduzida e consequentemente o G-CSF também (KOLACZKOWSKA; KUBES,
2013).

O tempo estimado de vida dos neutréfilos pode variar de acordo com a
condi¢do em que o individuo se encontra, estando em tempos maiores na circulagao
guando os mesmos apresentarem condicdes e situacdes patoldgicas. Ha também
um estado de neutropenia, comum em pacientes imunossuprimidos ou em
tratamento farmacoldgico constante, que leva muitas vezes a descompensar o
sistema imune e agravar a homeostase do organismo, dai a sua importancia
conjunta ao fato de ter sido cada vez mais estudado (RODRIGUEZ-ESPINOSA et
al., 2015).

2.7 A DESCOBERTA DAS ARMADILHAS EXTRACELULARES FORMADAS POR
NEUTROFILOS (NETS)

Por muito tempo a descricdo em relacdo a morte dos neutrofilos foi
direcionada principalmente a apoptose ou necrose, e mais recentemente por
necroptose (WANG; YOUSEFI; SIMON, 2018). Porém, ao passar dos anos estudos
foram sugerindo outras formas originarias do processo. Em 1996, um novo
paradigma fora introduzido, onde os neutréfilos ndo morreriam apenas por apoptose,
foi quando Takei e seus colaboradores descreveram e relacionaram a morte desta
célula com descongestionamento/ descolamento de sua cromatina, ao serem
estimuladas por forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), assim suas membranas
nucleares eram dissolvidas, e a propria cromatina revestida com proteinas
granulares era liberada, num processo denominado netose.

Em 2004, este achado se confirmou e fora entendido; a cromatina revestida
gue era liberada, passou a ser denominada de NETs, que aparentemente eram
compostas por uma estrutura antibacteriana (BRINKMANN et al., 2004). O momento

exato e como estas armadilhas eram liberadas levaram a diferentes conclusoes:
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inicialmente os relatos eram de que a célula liberava as NETs sem necessariamente
morrer, e posteriormente os estudos direcionaram tal mecanismo apenas aos
neutréfilos em estado apoptético, entre 2 a 4 horas apdés a sua ativacdo, este
conceito ainda é discutido e divergido por varios autores (DOUDA et al., 2014;
DOUDA et al., 2015; KHAN; PALANIYAR, 2017).

Os mecanismos tornaram-se cada vez mais elucidados e assim, sabe-se que
a formacdo das NETs independe de NADPH-oxidase (Nox) sendo facilitada pelo
influxo de calcio e EROs (FUCHS et al., 2007; PIETERSE et al., 2018; RAVINDRAN;
KHAN; PALANIYAR, 2019), porém essa ndo é a Unica maneira das redes serem
formadas. Até o momento foram descritas trés maneiras de respostas e formacéao
das NETs, onde os neutréfilos podem liberar DNA mitocondrial como armadilhas
extracelulares (YOUSEFI et al., 2009), as redes dependentes de NOX e as NETs
dependente da interacdo com o receptor do tipo Toll 4 (TLR4) da superficie
plaquetaria que responde ao Lipossacarideo (LPS) na parede celular de bactérias
gram-negativas (YIPP et al., 2012; YIPP; KUBES, 2013).

2.7.1 Papel das NETs na resposta inflamatodria

As armadilhas e/ ou redes extracelulares formadas por neutroéfilos apresentam
grande relevancia e impacto, no que diz respeito as respostas do organismo -
especialmente a imunidade inata (GRANGER; DE CHAISEMARTIN; CHOLLET-
MARTIN, 2014). Formada por uma estrutura Unica de DNA “decorada” de peptideos
antimicrobianos, ela tem sido relatada nas mais diferentes patologias que vao de
doencas inflamatérias até neoplasias. As armadilhas formam-se logo apds a
hiperestimulacado, estando os neutrdéfilos ainda vivos e por vezes mantendo-se vivos
(RAVINDRAN; KHAN; PALANIYAR, 2019).

A formacado de NETs durante as doencas inflamatérias agudas e/ou cronicas
€ provavelmente favorecida por tecidos pré-inflamatérios e citocinas sistémicas.
Assim, além das NETs regularem a funcdo antimicrobiana, elas regulam a
modulagdo direta ou indireta de citocinas inflamatérias e outras células imunes,
através de estimulos e sinais (GRANGER; CHAISEMARTIN; CHOLLET-MARTIN,
2014).

A liberacdo das armadilhas na forma aguda ou na forma crbnica ganha

enfoque devido seu papel benéfico e maléfico, estando numa constante tentativa


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ravindran%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31416173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khan%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31416173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khan%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31416173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Palaniyar%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31416173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Granger%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24939542
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Granger%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24939542

37

homeostéatica para as respostas imunomediadas. Assim, respostas imediatas com a
eliminacdo patogénica séo facilmente conduzidas, enquanto que normalmente as
doencas crbnicas sofrem piora da sua fisiopatologia, devido a grande exposi¢cao dos
componentes celulares dos neutrdéfilos, responsaveis pela extrusdo das armadilhas;
Elas também podem desempenhar papéis criticos durante doencas autoimunes
(YANG et al., 2016) ou doencas estéreis (JORCH; KUBES, 2017).

Estas doencas inflamatoérias sdo definidas como condi¢des patologicas nas
quais o sistema imunolégico é intolerante aos autoantigenos, levando a mecanismos
efetores, como autoanticorpos e linfécitos autorreativos. As NETs podem
desempenhar papéis significativos na fase de iniciacdo de doencas autoimunes,
expondo componentes enddgenos intracelulares ao sistema imunoldgico, que
exacerba a inflamacdo ou até resulta na producdo de autoanticorpos
(CASTANHEIRA; KUBES, 2019).

As “armadilhas” estdo presentes em grande quantidade em sitios
inflamatorios, atuando diretamente sobre os microrganismos e servindo também
como barreira fisica que impede sua disseminacdo. Em condicBes normais, 0s
neutroéfilos sdo eliminados da circulacéo e dos tecidos inflamados por apoptose. A
desregulacéo da producao e/ou da eliminagéo dessas estruturas desempenha uma
funcdo essencial na patogénese de doencas autoimunes e nos danos teciduais
(ANDRADE; PENAFORTE; VELOSO, 2016).

2.7.2 Mecanismos de formacao das NETs

2.7.2.1 Formacao NET dependente de Nox

Dos varios mecanismos existentes na formacédo de NETs, o dependente de
Nox € o melhor descrito (CLARK et al., 2007), estando de duas maneiras (Figura 7A
e Figura 7B): A primeira € descrita através da entrada do PMA que ativa o
diacilglicerol, que ¢é seguido por fontes de calcio liberadas pelo reticulo
endoplasmatico no citosol, aumentando consequentemente a atividade da proteina
C quinase, que entéo fosforila gp91phox / Nox2 (KAPLAN; RADIC, 2012). Assim, esse
processo facilita a atuagdo da enzima Nox, impulsionando a geracado de EROs, que
desintegra as membranas dos granulos e do nucleo; Embora normalmente contidas

nos granulos azofilicos, a elastase de neutrdfilos e a MPO ficam livres, interagindo
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com o nucleo, onde podem clivar histonas e facilitar a desintegracdo da cromatina.
Esse processo culmina na perda da integridade da membrana do neutrdéfilo e o DNA
descondensado, que passa a ser “decorado” com conteudo granular, sendo liberado
no meio  extracelular para desempenhar funcbes  antimicrobianas
(PAPAYANNOPOULOS et al., 2011).

A segunda via é ativada pela LPS — endotoxina liberada por bactérias gram-
negativas — sendo sua atuacdo numa via separada mediada por c-Jun N-terminal
kinases (JNK), esta proteina auxilia no processo de autodestruicdo celular. Seu
mecanismo € semelhante ao PMA ap0s a fosforilagdo de Nox, porém o processo
inicial ocorre diferente, em que a ligagdo do LPS ao TLR4 na superficie dos
neutrofilos, induz a formacgédo de NETs dependentes de Nox (KHAN et al., 2017).
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Figura 7 — Mecanismos de formacéo de NETs dependentes de NOX
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Legenda: Na figura 7A a entrada do Forbol Doze Miristato Treze Acetato (PMA) ativa o diacilglicerol,
que é seguido por fontes de calcio liberadas pelo reticulo endoplasmatico no citosol, o que
consequentemente aumenta a atividade da proteina C quinase, que fosforila gp91phox / Nox2. Esse
processo facilita a atuacdo da enzima Nox, impulsionando a geracdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), que desintegra as membranas dos granulos e do nicleo; Com a perda da
integridade da membrana do neutréfilo, o Acido desoxirribonucleico (DNA) descondensado passa a
ser “decorado” com conteludo granular, sendo liberado no meio extracelular para desempenhar
fungBes antimicrobianas. A segunda via (7B) é ativada pela Lipopolissacarideo (LPS) sendo sua
atuacdo mediada por c-Jun N-terminal kinases (JNK), esta proteina auxilia no processo de
autodestruicé@o celular. Seu mecanismo é semelhante ao PMA apos a fosforilagdo de Nox, porém o
processo inicial ocorre diferente, em que a ligagdo do LPS ao Receptor do tipo Toll quatro (TLR4) na
superficie dos neutrdéfilos, induz a formacao de NETs dependentes de Nox.

2.7.2.2 Formacédo NET independente de Nox

A formacédo de NETs independente de Nox (Figura 8) considera o grande
papel de ionéforos de célcio no processo (PARKER et al., 2012). E sabido que
grandes quantidades de Proteinas Arginina Desiminases (PAD) - Principal
carreadora de nitrogénio - estdo presentes no citosol e, uma vez ligadas ao célcio
facilitado pelos ionéforos, translocam-se para o nucleo neutrofilico. Entdo, a enzima
deimina os residuos de histona - arginina carregando uma carga positiva na citrulina

neutra o que permite a descondensa¢do da cromatina, necessaria para a formacéo
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de NETs independente de Nox (WANG et al., 2009). Vale ressaltar que a citrulinacéo
de promotores € de particular importancia, pois fornece acesso a fatores de
transcricdo necessarios para a formagdo de NETs (KHAN; PALANIYAR, 2017).
Ainda, atribui-se as mitocondrias nos neutréfilos, uma importante funcéo, servindo
como um gerador de EROs, facilitando a resposta imune inata através da formacao
de NETs independente de Nox (RAVINDRAN; KHAN; PALANIYAR, 2019).

Figura 8 — Mecanismo de formacao de NETs independente de NOX

ionéforos

D Pap NADPH e
. Ca++ oxidases !

Fonte: A autora.

Legenda: Proteinas Arginina Desiminases (PAD) - Principal carreadora de nitrogénio - estdo
presentes no citosol e, uma vez ligadas ao célcio facilitado pelos ionéforos, translocam-se para o
nacleo neutrofilico. Essa enzima deimina os residuos de histona - arginina carregando uma carga
positiva na citrulina neutra o que permite a descondensacdo da cromatina, necesséria para a
formacdo de Armadilhas Extracelulares formadas por Neutréfilos (NETS) independente de Nox. As
mitocéndrias nos neutréfilos geram Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) que facilitam a resposta
imune inata através da formacdo de NETs independente de Nox.

2.7.2.3 O papel do disparo transcricional na formagao de NETs

Embora o papel da transcricdo na formacdo de NETs nao esteja bem
elucidado, acredita-se que ele € uma etapa importante na formacdo de NETs
dependente ou independente de Nox. As regibes promotoras desempenham um
papel na promocdo da descondensacdo do DNA, sendo crucial na formacdo das
redes. A formacdo de NETs pode ser suprimida pelo bloqueio da transcricdo do
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DNA, mas nao pela traducéao da informacgao proteica, e a inibicdo da transcricdo nao
prejudica a geracdo de EROs para fungbes antimicrobianas comuns (KHAN;
PALANIYAR, 2017).

2.7.2.4 Formacgéo: “NETosis vital e NETosis suicida”

Sabe-se que a NETosis (também denominadas NEToses), apresentam-se de
maneira distinta das outras mortes celulares conhecidas (necrose, apoptose, morte
celular induzida por fagocitose, piroptose, fagoptose e lise celular). Para tanto esse
processo pode omitir as funcdes defensivas convencionais, como é o caso da
quimiotaxia, por exemplo (YIPP; KUBES, 2013). Desde entdo, busca-se o
entendimento da morte celular programada ou nao, para isso autores introduziram o
conceito de NETosis “vital” e “suicida” (Figura 9), no que confere o processo das
armadilhas extracelulares de neutrdfilos.

A NETosis "suicida" comeca ap6s uma estimulagédo, podendo ser por PMA,
IL-8 ou varios patdégenos microbianos em uma matéria dependente de Nox que leva
a liberacdo de NETs dentro de 1 a 4 horas. A translocacdo de MPO, elastase e de
peptideo antimicrobiano LL-37 para o nucleo, favorece a descondensacéo nuclear e
a ruptura da membrana nuclear. Posteriormente, o contetdo do ndcleo se mistura
com as proteinas granulares e citosolicas. Finalmente, as rupturas da membrana
externa e as NETs séo liberadas pelos neutréfilos ativados no espaco extracelular
(DE BUHR; VON KOCKRITZ-BLICKWEDE, 2016).

A NETosis "vital" foi descrita como uma liberacédo rapida de NETs (05-60
minutos). Podendo ser induzida por uma ativacdo plaquetaria mediada por TLR4 e
sua interacdo com a integrina alL, cadeia ALFA-1 (CD1la) em neutréfilos. Além
disso, uma ativacao via receptor 3 do complemento (CR3) e receptor do tipo Toll 2
(TLR2) também foi demonstrada na presenca de bactérias gram-positivas. O nucleo
torna-se arredondado e descondensado. Vesiculas com DNA nuclear sédo formadas
e NETs sdo liberadas por brotamento nuclear (DE BUHR; VON KOCKRITZ-
BLICKWEDE, 2016). A membrana externa permanece intacta apos a liberacéo das
NETs e o neutrdfilo nuclear mantém a capacidade de realizar varias tarefas, como a
funcdo antimicrobiana (YIPP; KUBES, 2013).
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Figura 9 — Mecanismos de formacé&o de NETosis suicida e NETosis vital
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Legenda: A NETosis "suicida" inicia-se apés uma estimulacéo, podendo ser por Forbol Doze Miristato
Treze Acetato (PMA), interleucina oito (IL-8) ou véarios patégenos microbianos que levam a liberacao
de Armadilhas Extracelulares formadas por Neutréfilos (NETS) dentro de 1 a 4 horas, dependente de
Nox. A Mieloperoxidase (MPQO), elastase e o peptideo antimicrobiano (LL-37) s&o translocado para o
nacleo, favorecendo a descondensac¢éo nuclear e a ruptura da membrana nuclear, assim o contetdo
do ndcleo se mistura com as proteinas granulares e citosoélicas. Logo, as rupturas da membrana
externa e as NETs séo liberadas no espaco extracelular. A NETosis "vital" possui liberagdo rapida de
NETs (05-60 minutos), induzidas por uma ativacdo plaquetaria mediada pelo Receptor do tipo Toll
qguatro (TLR4) e sua interacdo com a integrina aL, cadeia ALFA-1 (CD11a) em neutréfilos. Além
disso, uma ativagdo via receptor 3 do complemento (CR3) e Receptor do tipo do Toll dois (TLR2)
também foi demonstrada na presenca de bactérias gram-positivas. O nucleo torna-se arredondado e
descondensado. Vesiculas com Acido Desoxirribonucléico (DNA) nuclear sdo formadas e NETs s&o
liberadas por brotamento nuclear. A membrana externa permanece intacta apds a liberacdo das
NETSs e o neutrdfilo nuclear mantém-se com as funcdes preservadas.

2.7.3 Contextos fisiologicos da formacédo das NETS

A formacgdo das armadilhas extracelulares é um processo que se altera,
estando dependente do contexto homeostatico, a exemplo disso cita-se a corrente
sanguinea ou o tecido em condi¢cdes alcalinas e hipertonicas. Na corrente
sanguinea, a formagdo de NETs induzida por LPS ocorre em menos de 1 hora

através de um processo vital, dependente de plaguetas e independente de Nox. A
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formacao de NETSs induzida por LPS nos tecidos periféricos ocorre de 2 a 4 horas e,
€ um processo suicida dependente de Nox. Isso indica que os neutrofilos podem
responder seletivamente aos sorotipos de LPS, dependendo do contexto. Essas
discrepancias ajudam a explicar como a resposta de NETs é capaz de montar
simultaneamente uma resposta vigorosa a infecgdes intravasculares com risco de
vida, evitando uma resposta excessivamente zelosa a uma infec¢do tecidual
potencialmente mais gerenciavel, impedindo danos desnecessarios ao hospedeiro
(PIETERSE et al., 2016).

A formacgdo de NETs é promovida por um potencial hidrogénionico (pH) mais
alcalino. Com o aumento do pH ambiental, ocorre um aumento significativamente
maior no pH intracelular, e com isso forma-se os elementos necessarios para o
desenvolvimento das NETSs: o calcio intracelular, EROs mitocondrial e a citrulinacéo
mediada pela proteina arginina deiminase quatro (PAD4) de histonas cruciais para a
descondensacao da cromatina e a externalizagao das redes (NAFFAH et al., 2017),
ou seja, a producdo de EROs a pH mais baixo tem sido implicada como uma causa
potencial da supressdo de NETs (BEHNEN et al., 2017). Essas constatacdes tém
implicagdes na resposta do hospedeiro a infeccdo bacteriana durante a cicatrizagédo
de feridas crbnicas, pois elas também possuem um pH alcalino (JONES;
COCHRANE; PERCIVAL, 2015).

2.7.4 O papel das NETS nas doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNTs)

As doencas crénicas nao transmissiveis (DCNTs) sdo patologias multifatoriais
majoritariamente associadas aos modos de vida, que permanecem por anos.
Globalmente, elas representam as principais causas de mortalidade, e a maior
ameaca ao desenvolvimento econdmico e a saude humana (MARRERO; ADASHI,
2015). As que mais acometem a populacao sao as doencas do aparelho circulatorio,
neoplasias malignas, diabetes mellitus, doencas respiratorias e mais recentemente
transtornos psiquiatricos (BRASIL, 2018). Os dltimos, em 2015, no Brasil,
representavam 51,6% do total de 6bitos na populacédo entre 30 a 69 anos (BRASIL,
2015).

Ao passo que os transtornos psiquiatricos utilizam um gatilho silencioso,
surge a relevancia para com a inflamacéo estéril, estando envolvida de forma

cronica, independentemente de um agente infeccioso para o desenvolvimento da
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‘cascata” da fisiopatologia da doenca. Assim, muitas dessas doencas tém sido
associadas com a formacao das NETs. A capacidade das NETs de danificar tecidos
estd bem documentada em infeccbes e doencas estéreis, além da alta relacdo na
potencializacdo e inducdo de patologias, como: Imunodeficiéncia e doencas
autoimunes, diabetes e doencas cardiovasculares, cancer, dentre outras (Figura 10)
(PAPAYANNOPOULOQOS, 2017).

Figura 10 - Mecanismos de patologia induzidas ou mediadas por NETs
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Fonte: Adaptado de PAPAYANNOPQOULOS, 2017.

Legenda: Ao centro esta representada a estrutura fisica das armadilhas extracelulares (NETSs), ao seu
entorno as formas de interferéncias e processos patolégicos induzidos pela sua formacéo
exarcebada, nas condi¢des do sistema imune inato e nas relagdes com o organismo.

Assim, as NETs estdo envolvidas na modulacéo inflamatoria, possuindo a
capacidade de regular as citocinas inflamatérias de forma direta ou indireta; Uma
das formas da modulagcéo (Figura 11) em que os neutrofilos tem a capacidade de
interferir € a ativacdo da transcricdo génica, que codificam IL-6 e pré IL-13 em
macréfagos, predominantemente via receptor TLR2 e TLR4. A regulagcdo positiva

dessas citocinas aumenta a diferenciacdo de células T auxiliar e o recrutamento de
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células mieloides. As serina proteases dos neutrofilos também séo conhecidas por
processar pro IL-1B em sua forma ativa (WARNATSCH et al., 2015).

Figura 11 — NETs: modulacé&o inflamatoria.
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Legenda: As armadilhas extracelulares formadas por neutréfilos (NETS) possuem a capacidade de
modular a rota inflamatéria, através da ativacéo de citocinas. Os neutréfilos interferem realizando a
ativagcdo da transcricdo génica para a codificacdo de interleucia 6 (IL-6), e também, sdo conhecidos
por sintetizarem na forma ativa a pré- interleucina um beta (1B), devido a sua composi¢do
granulocitica formada por serina. Essas interleucinas ativadas levam a diferenciagdo de células T
auxiliares e o recrutamento de células mieloides, ambas necessarias ao processo inflamatorio por
completo.

Nas doencgas imunoldgicas, que variam de imunodeficiéncias a condigdes
autoimunes, a capacidade fagocitica é alterada. E o caso da Doenca Granulomatosa
Crbnica (DGC) em que a deficiéncia herdada de Fosfato de dinucle6tido de
nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase, compromete a fagocitose e a formacao de
NETs dependente de Nox (URBAN et al., 2006; ARNOLD; HEIMALL, 2017). Assim,
0S pacientes tornam-se vulneraveis a aspergilose, uma das principais causas de
mortalidade nessa populagdo (BIANCHI et al., 2009). Por outro lado, na Artrite

Reumatoide (AR) foi demonstrado que o0s pacientes apresentaram producgdo
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espontanea de NETSs significativamente maior em comparacdo aos controles, bem
como niveis elevados de ROS, NE, MPO e translocacdo nuclear de PAD4 (SUR et
al., 2014). Além disso, os complexos MPO-DNA, que foram identificados como
restos de utilidade investigativa da NETs, sdo encontrados em niveis mais altos em
pacientes com AR em comparagao aos controles e, estdo associados ao aumento
da formacéo e positividade de NETs para o fator reumatoide (KHANDPUR et al.,
2013).

No Lupus Eritematoso Sistémico (LES) os neutrofilos com densidade normal
produzem NETs em resposta ao soro desses pacientes ou anticorpos
antiribonucleoproteinas, purificados de uma maneira que exige a iniciacdo por
interferons do tipo | (IFNs — 1), estando dependente das EROs. Consistentemente, a
expressao génica € orientada por IFNs - I, sendo a principal caracteristica dos
neutroéfilos do LES. O feedback entre NETs e IFNs fornece um modelo para explicar
como as NETs exacerbam as doencas autoimunes. A oxidacdo do DNA é uma
modificacdo importante nas redes, que potencializa a indu¢do e autoimunidade de
IFNs com uma surpreendente especificidade em relacdo a fonte do DNA e EROs
(GARCIA-ROMO et al., 2011; LOOD et al., 2016).

No diabetes, as Ulceras nos pés estdo entre as complicagbes mais
incapacitantes e mortais, estas lesdes favorecem a infiltracdo de neutrofilos; assim,
o achado de que PAD4 e histonas citrulinadas estdo elevadas nessas feridas é de
significativa relevancia clinica. NE, histonas e outros componentes das NETs foram
encontrados em niveis elevados no sangue de pacientes diabéticos, NE
particularmente predizendo atraso na cicatrizacdo. Dado que a fase aguda da
inflamacdo suprime o reparo tecidual, a capacidade das NETs de promover
inflamacdo e destruicdo tecidual podem explicar sua capacidade de retardar a
cicatrizacdo dessas lesdes, nesses pacientes. A glicose é necessaria para NETosis,
e neutrofilos de pacientes com diabetes liberam NETs mais prontamente — isto
explica-se pelo aumento nas EROs causado pelos efeitos da glicose elevada na
NADPH oxidase e nas mitocéndrias — (FADINI et al., 2016; WONG et al., 2015).

Outro mecanismo proposto através do qual as NETs promovem a inflamacao,
€ a regulacéo positiva da producdo de interleucina dois — um beta (IL- 2 1B) por
macréfagos, bem com, a ativacdo indireta das células TH17 (WARNATSCH,;

IOANNOU; WAN, 2015). De fato, biomarcadores indicando a presenca de formacgao
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de NETs mostraram uma associacao independente com aterosclerose dos vasos
coronarios e doenca arterial coronariana grave (BORISSOFF et al., 2013).

Sabendo que as DCNTs representam em numeros uma das maiores causas
de mortes e tendo conhecimento de que 0 NOSSO organismo pPossui seus sistemas
interligados, a imunidade e a inflamacdo ganham enfoque em suas funcgdes
complexas, de tal modo que h& pouco tempo, parcelas de seus componentes estao
sendo estudados e elucidados. Estes componentes possivelmente representardo
novos alvos terapéuticos e possibilitardo maior qualidade de vida a esses pacientes,
visto que o mecanismo das NETs possui forte envolvimento com o metabolismo
oxidativo que inclui além de estilo de vida, a utlizagdo farmacolégica (APEL,;
ZYCHLINSKY; KENNY, 2018).

2.8 ANTIPSICOTICOS COMO MODULADORES DA RESPOSTA INFLAMATORIA

2.8.1 Efeito de psicofarmacos na resposta inflamatoria periférica

Os psicofarmacos sédo farmacos que possuem certo grau de dificuldade de
entendimento em relagdo ao seu mecanismo de acdo, compreendidos pelas
possiveis e distintas interacdes com o0s receptores- alvos e 0s tidos como
“receptores- secundarios”, os quais ndo integram o alvo terapéutico. Alguns efeitos,
embora secundarios, tém sido estudado, na tentativa de melhorar a terapia e a
adesdo do tratamento por parte dos pacientes, ja que muitos deles apresentam em
grande numero efeitos colaterais e/ou reacdes adversas (STHAL, 2014).

Nesse contexto, a relacdo da modulacdo na inflamacédo vem sendo cada vez
mais estudada, sendo que muitos psicofarmacos apresentam efeitos anti-
inflamatoérios benéficos e outros ndo, considerando a capacidade dual que alguns
principios ativos desencadeiam por suas interagBes farmacocinéticas e
farmacodinamicas (STHAL, 2014). A exemplo disso tém-s o Litio (Li) que apresenta
acdo anti-inflamatoéria isolada no sistema nervoso, sendo benéfica ao organismo,
através da inibicdo da enzima glicogénio sintase quinase trés (GSK-3) (BARBISAN,
2017), enquanto que a Ziprasidona (ZIP) e a Olanzapina (OZP), aléem da QUE
mostram-se em tese com possiveis efeitos duais, estando na forma anti-inflamatoria
no SNC e no SNP apresentando-se, com efeito, pro-inflamatério (FERNANDES et

al., 2019; DUARTE et al., 2019). Essa acédo contraditoria é postulada como a causa
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das inimeras alteragBes na via metabdlica e responsavel pelos efeitos colaterais e
as reacdes adversas (OLTEN; BLOCH, 2018).

2.8.2 Efeito de psicofarmacos na modulacdo das NETs

Que os psicofarmacos tem potencial modulador nas repostas inflamatérias e
interacdo com o sistema nervoso é sabido, além de novas abordagens os
associarem com o desenvolvimento da autoimunidade induzida por medicamentos
(AIM) ou ainda, por desempenharem pontuais alteracbes nas vias classicas da
metabolizacdo - este Ultimo causado pelos conceituais antipsicoticos. As
caracteristicas clinicas da AIM incluem doenca de Orgdos multissistémicos
associada a producdo de varios autoanticorpos, especialmente aqueles que fazem
parte da constituicdo dos neutrofilos: os anticorpos antinucleares e anticorpos
citoplasmaticos antineutrofilos (ANCA) (XIAO; CHANG, 2014).

O efeito dos psicofarmacos na modulacdo das NETs € pouco estudado,
estando até o momento da elaboracdo desta dissertacdo na literatura cientifica
descrito apenas um estudo, em que estima-se a capacidade de inibicdo ou
formacdo das redes. lIrizarry-Caro e colaboradores (2018) avaliaram a atividade de
varios farmacos, porém como psicofarmaco apenas a atividade da Clozapina — que
€ um antipsicotico-. Assim, o farmaco fora estimulado em contato com os neutrofilos
humanos por 04 horas, ndo demonstrando potencial efeito de indu¢cdo ou aumento
da capacidade de formacdo das NETs, nem prejudicando a degradacdo das
mesmas. Como estes dados sé&o escassos, ndo se pode definir a atividade
psicofarmacolégica sob as condi¢gbes imuno-inflamatérias, especialmente as
formadas pelo sistema macréfago - neutréfilo, logo, ocorre a necessidade de um

melhor entendimento através de novos estudos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Irizarry-Caro%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29121457
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO METODOLOGICO GERAL

A metodologia empregada neste estudo estd descrita sob a forma de um
manuscrito, o qual foi submetido para a revista Psychopharmacology, fator de
impacto 3.42, classificada pelo Capes- Periddicos como A2.

A seguir, € apresentado o delineamento metodoldgico geral do estudo: Com o
objetivo de avaliar os eventos inflamatérios, proliferativos e citotéxicos da nmQUE,
foram realizados experimentos celulares, utilizando a linhagem celular comercial de
macréfagos (RAW 264.7) obtidos da American Type Culture Collection (ATCC®,
Manassas, VA, USA), leucdcitos e neutrdéfilos, obtidos através de coleta sanguinea
de voluntarios — regulamentados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) sob o n°® 23,081.015838 / 2011/10. As células foram cultivadas
separadamente em meio Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), suplementado
com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF), 1% de antibioticos penicilina/ estreptomicina e
1% do antifungico anfotericina B.

Os macroéfagos foram mantidos em incubadora de cultivo celular a 37°C e
saturacao de 5% de diéxido de carbono (CO,), até a obtencdo da concentracdo de
1x10° cél/mL. Os macréfagos, leucécitos e neutréfilos foram tratados e ativados ou
nao com o agente PHA. A PHA foi descoberta por Peter C. Nowell (1960) quando
demonstrou que esta lectina do feijao vermelho (Phaseolus vulgaris), era capaz de
estimular linfécitos a sofrer mitose. Hoje a PHA é um método reconhecido e aceito
de ativacao pré-inflamatéria de células imunes (GANESAN; XU, 2017).

Apbs 24 horas, foram tratados com diferentes concentracées da QUE (25,
50, 100, 200 e 400 pg/L). Dada as 24 horas do tratamento, foi avaliada a viabilidade
celular de todas as células, através do ensaio espectrofotométrico do Brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Com o resultado destes testes, fora
definida a concentragdo de escolha da QUE para ser utilizada nas analises
seguintes: 100 pg/L.

Avaliou-se entdo, ap6s 72 horas de tratamento com a concentracdo de
escolha, a proliferagcéo celular, moléculas oxidativas e a expressao proteica e génica
(via Quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (QRT-PCR) de

citocinas pro- inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a) e anti-inflamatorias (IL-10) em RAW



264.7. Ainda, a fim de avaliar o efeito da nmQUE na formacdo de NETS, os
neutrofilos foram, previamente ativados ou ndo pela exposicdo a células de
leveduras por 2 horas, seguidos da exposicdo a concentracdo de escolha de QUE

por mais 2 horas, estando posteriormente fixados e corados, seguidos pela captura

das imagens e avaliacao condizente.

Abaixo, as figura 12, 13 e 14, que resumem a metodologia utilizada neste
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trabalho.
Figura 12 — Delineamento metodologico geral das analises realizadas com
macrofagos
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Figura 13 - Delineamento metodoldgico geral das analises de viabilidade e
citoxicidade de leucdcitos totais e neutrdfilos.
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Figura 14 — Delineamento metodolégico geral da avaliacdo de formacdo de NETs
expostas a nmQUE
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados sob a forma de um manuscrito submetido a
revista Psychopharmacology, fator de Impacto 3.42, classificada pelo Capes-
Periddicos como A2.

4.1 MANUSCRITO

Unmetabolized-Quetiapine has in vitro effect on innate immune cells by
modulation of inflammatory response and neutrophil extracellular traps (NETS)

formation

Barbara Osmarin Turra, Fernanda Barbisan, Veronica Farina Azzolin, Cibele Ferreira
Teixeira, Thamara Flores, Luiza Elisabete Braum, Vitor Braga Rissi, Audrei de
Oliveira Alves, Charles Elias Assmann, Ivo Emilio da Cruz Jung, Ivana Beatrice

Méanica da Cruz



53
Abstract

Quetiapine is an antipsychotic drug used to treat some psychiatric and neurological
disorders. Despite its efficiency and low-toxicity, quetiapine administration has been
associated with undesirable side effects such as development of low-grade
inflammatory disorders, as well as neutropenia states. As the liver rapidly
metabolizes quetiapine to metabolites, it is possible that the non-metabolised part of
this molecule plays a role in immune alterations. An in vitro study tested this
hypothesis by exposing activated and non-activated RAW-264.7 macrophages cells
and humans neutrophils to unmetabolized quetiapine (u-QUE). Results showed that
u-QUE was not cytotoxic for these cells. The u-QUE modulate differentially
macrophages dependent of its activation-states. In non-activated macrophages, u-
QUE induced a proinflammatory state observed by increase in cellular proliferation,
increase of oxidative molecules (nitric oxide and superoxide),protein levels and gene
overexpression of proinflammatory cytokines (IL-13, IL-6, TNF-a) and decreasing of
IL-10, an antiinflammatory cytokine. At contrary, on phythohemaglutin (PHA)
activated macrophages u-QUE present an antiinflammatory effect. The u-QUE
induced neutrophil extracellular traps (NETs) formation and also increased the
sensitivity of NETs formation of neutrophil previously activated by yeast-dead
exposure. These results confirm the action of quetiapine on macrophage and
neutrophil function that may be associated with side effects of this

psychopharmaceutical.
Key-words: Inflammation, cytokines, quetiapine, NETSs.
Introduction

Quetiapine, a second antipsychotic generation drug, is widely used in the
treatment of several psychiatric and neurological conditions (Mei et al., 2012;
Zhornitsky et al., 2013; El Saifi et al, 2016; Robinson et al.,, 2018; Beyer and
Johnson, 2019; Horn et al., 2019; Buyukgol et al., 2019; Ringman and Schneider,
2019; Jin and Liu, 2019; Wanger and Osser, 2019). Despite broad quetiapine use,
this drug has been associated with some important side effects, including
development of metabolic disorders, especially diabetes mellitus type 2 (Hirsch et al.,
2017; Nanasawa et al., 2017; Vazquez-Bourgon et al., 2018; Jessen et al., 2019;
Sun et al., 2019). There are some reports that quetiapine association with diabetic
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ketoacidosis occurrence, a potential fatal metabolic disturb (Vuk et al., 2017; Das et
al., 2018). The etiopathology of these metabolic alterations involves low-grade
inflammatory states (Donath et al., 2019; Bonacina et al., 2019).

Moreover, there are some previous reports that quetiapine could trigger
haematological alterations, mainly neutropenia and agranulocytosis. (Ruhé et al.,
2001; Diaz and Hogan, 2001; Shankar et al., 2007; Cowan and Oakley, 2007;
Rahman et al., 2009; Lander and Bastiampillai, 2011; Nazer et al., 2012; Cameron,
2012; Fan et al., 2015; Crépeau-Gendron and L'Heureux, 2015; Park and Kim, 2016;
Tomita et al. 2017; Glocker et al., 2017).

The causal mechanisms leading to these side effects are not yet fully
understood. In fact, there are some difficulties to investigate these mechanisms
associated with the side quetiapine effects, due its pharmacokinetics. Quetiapine is
rapidly absorbed, and its primary route of elimination is through hepatic metabolism.
In the liver, its drug is transformed in 11 metabolites by the cytochrome P450 (CYP)
enzymes, primarily by CYP3A (Bakken et al., 2009). Two metabolic are
pharmacologically active including N-desalkylquetiapine (norquetiapine) responsible
to control several psychiatric symptoms (Bakken et al., 2012). However, the intact
unmetabolized quetiapine (u-QUE) appears to be the major circulating species in
plasma (23.2% with a maximum plasmatic concentration). The u-QUE concentrations
can be influenced by age and by some drug interactions (DeVane and Nemeroff,
2001). Inflammatory status of psychiatric patients has influence on quetiapine
metabolism elevating its plasmatic levels (Scherf-Clave et al., 2019).

In this context, it is possible that u-QUE contributes to development of some
side effects by differential modulation of peripheral innate immune response that is
coordinated mainly by macrophage and neutrophils cells. Therefore, we performed
an in vitro study in order to elucidate the role of u-QUE on the follow issues: (1)
cytotoxic effect on macrophage, total leukocytes and neutrophil cells; (2) modulation
of cellular proliferation, oxidative molecules and cytokines protein and gene
expression of activated and non-activated macrophage cells; (3) in vitro modulation
of neutrophil antimicrobial response by evaluation of oxidative molecules
concentration and neutrophil extracellular traps (NETs) formation. NETs are
characterized by filamentous web-like structures that consist of extruded DNA with
presence of neutrophil granule enzymes and histones. Microorganisms are trapped

in this network and thus more easily destroyed. In a healthy organism, neutrophil
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activation by microorganisms serves to induce higher production of these cells from
cellular precursors in the medulla. However, NET dysfunctions triggered by toxic
agents could alter this circuit contributing to neutropenia states (Brinkmann et
al., 2004; Yousefi et al., 2009; Papayannopoulos, 2018).

Methods

Cell culture conditions and experimental in vitro design

This in vitro study was performed using an immortalized commercial cell line
obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA),
murine macrophage RAW 264.7 (ATCC TIB-71), leukocytes and isolated-neutrophils
obtained from blood samples of healthy humans. Human blood cells were obtained
from volunteers of a research project previously approved by the Ethics Committee of
the Federal University of Santa Maria (UFSM) (n° 23,081.015838 / 2011/10), that
signed a free and informed consent form.

All cells were cultured in standardized conditions maintained at 37°C in a
humidified atmosphere of 5% CO, using Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
cultured plus 10% foetal bovine serum (FBS) and antibiotics (1%
penicillin/streptomycin) and 1% amphotericin B antifungal. All experiments were three
times replicated. Macrophage cells (1 x 10°) were seeded in 6-well plates and
allowed to adhere for 24 h, and reagents used in cell culture are from Sigma Aldrich
(USA), whereas experiments were performed using commercial quetiapine
formulation.

Cytotoxicity was initially measured by RAW macrophage, leukocytes and
neutrophils u-QUE exposed at different concentrations. The u-QUE curve included
two lower and two higher concentrations related to drug therapeutic dosis (100 pg/L):
QUE = 25, 50, 100, 200 and 400 pg/L (Schatzberg and Nemeroff, 2009). Whereas
macrophages and leukocytes mortality were analysed in 24 h cultures, mortality of
isolated-neutrophils was evaluated in 6 h cultures, since these cells has a very short-
life time.

Several psychiatric drugs can trigger macrophage-activation inducing higher
inflammatory cytokines (IL-1B8, IL-6, TNF- a and IFN-y) levels and lower
antiinflammatory cytokines such as IL-10 (Barbisan et al., 2017; Duarte et al., 2018;
Fernandes et al., 2019). In this study, we tested u-QUE effect on non-activated

macrophages and macrophages previously activated by exposure to


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5410578/#B10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5410578/#B120
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Papayannopoulos%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28990587
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phythohemaglutin (PHA) at 40 pg/mL concentration. This natural antigen is able to
trigger an inflammatory macrophage response leading to cellular proliferation,
changes in the macrophage-morphology that presents a spreading phenotype,
increasing pro-inflammatory cytokine protein and gene expression levels and
decreasing IL-10 concentration (Barbisan et al., 2014). Therefore, these variables
where measured in both, activated and nom-activated macrophages -cultures
exposed to therapeutic u-QUE concentration (100 pg/L). We also measured nitric
oxide (NO), superoxide anion and reactive oxygen species (ROS) that are elevated
in the inflammatory states, which were quantified and compared among treatments.
In the third protocol (ALVES et al., 2019) performed here, the u-QUE effects
on human NET formation was evaluated using human isolated-neutrophil exposed
just by this drug or exposed initially to yeast-dead cells for 2 hours. Further, yeast
exposure, u-QUE at 100 pg/L was added and the size NET-formation was quantified
by optic microscopy as subsequently described. The networks decrease in relation to
the control group was interpreted as potential u-QUE immunosuppressive effect on
NETs. On the other hand, increase in size of neutrophil NETs exposed to yeast was

interpreted as increase in the efficiency of antimicrobial response by the drug.
Laboratorial assays

All analyzes performed in the three protocol involving measurement of
absorbance or fluorescence were performed with SpectraMax i3x Multi-Mode
microplate reader (Molecular Devices- USA). All results were presented as % of

control (negative and/or positive) group from triplicate independent analysis.
Cellular viability tests

Cellular viability and cytotoxicity was determined by assay: MTT (3-
[4,5dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyltetrazolic bromide) described by Barbisan et al
(2017).

Macrophage-activation tests

Cellular inflammatory activation by QUE was evaluated by analysis of cellular
proliferation, increase in the levels of nitric oxide, superoxide anion and ROS
elevation of proinflammatory cytokine levels (IL-1B, IL-10, TNF-a, INF-y), and
subsequent decreasing in the levels of IL-10 levels in 72 h cell cultures. Gene
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expression modulation of these cytokines were also compared among macrophage
treatments.

Macrophage proliferation was determined in 72 h cell cultures by flow
cytometry (BD-Accuri C6- Nova Jersey-USA) in a similar protocol described by and
Azzolin et al (2016), respectively. The quantification of oxidative molecules was
performed using methods previously described in the literature (Morabito et al, 2010
and Jung et al.,, 2016). The ROS production was determined using the 2'-7'-
dichlorofluorescein diacetate (DCFDA) fluorimetric assay (Barbisan et al., 2014).

The cytokines in the cell culture supernatants was measured, according to the
manufacturer’s instructions; following previously described methodological details in
Jung et al, 2015. The gene expression of these cytokines was determined by
guantitative real time PCR (gRT-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 was conducted under the 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. The q RT-PCR reactions of each sample
were made in triplicate, using 1 uM of each primer, 1000 ng/uL of cDNA, RNAase-
free  water and 2x QuantiFast SYBER®Green PCR Master Mix
(QIAGEN Biotechnology, Germany), in a final volume of 20 pL. The beta-actin gene
was used as a housekeeping gene, and its expression level was used as an internal
control. The relative expression was calculated using the comparative Citosine-
Timine (CT) and was expressed as the fold expression compared to the control.

The specific primer pairs of cytokines are presented used in this study were:
IL-18  Forward 5-GCGGCATCCAGCTACGAAT-3 and Reverse 3-ACC
AGCATCTTCCTCAGCTTGT-5’; IL-6 Forward 5-TACCCCCAGGAGAAGATTCCA-3’
and -3' Reverse CCGTCGAGGATGTACCGAATT-5; TNF-a Forward5- CAA
CGGCATGGATCTCAAAGAC-3 and Reverse -3’
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TATGGGCTCATACCAGGGTTTG-5; IL-10 Forward 5-
GTGATGCCCCAAGCTGAGA-3 and Reverse -3 TGCTCTTG
TTTTCACAGGGAAGA-5'.

NET-trap assay

The test to measure the formation of NETs will be carried out in a similar way
to the protocol described by Alves et al., 2019 with some adaptations, like this:
neutrophils isolated from human blood from healthy donors were or were not
previously exposed to inactivated yeast cells, in the concentration of 1x10’ cells / mL,
remained so for 2 hours and afterwards were exposed to u- QUE (100ug / L) for
another 2 hours.

After incubation, the monolayer of each plate was washed with PBS. NETs
were identified using two stain assays: Fast Panoptic kit (FPK) staining (LaborClin,
PR, Brazil) as manufacture instruction with slight adaptations to cell culture plates
and stained with fluorescent dye using Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent Kit
(Invitrogen, USA). In the last assay, was added in each well 20 pyL of PicoGreen®
dye diluted in 10 mM Tris/HCI was added in each well (100 pL). The plate was stored
in the dark at room temperature for 60 min. Further, the NETs present were counted
and imaged under fluorescent microscopy. Image capture using PicoGreen® dye
fluorescence can be performed in blue (485-500 nm) or green (500-565 nm) when
the dye is dsDNA-bounded. The NET size was quantified using Digimizer image
analysis software package (version 5.3.5, last modified: January 2019, MedCalc
Software, Belgium), which allowed for manual measurements, as well as automatic

object detection, with measurements of the object characteristics.

Statistical analysis

Viability, biochemical, immunological and gene expression statistic
comparison were carried out using the GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Considering that in vitro protocols can increase
the variance by experimental errors, all data from independent triplicate tests were
normalized as a percentage (%) of the control before performing the statistical tests.
This procedure is preconized in the OECD Guidance Document on Good In vitro

Method Practices (2018). Therefore, all the results were expressed as the mean +
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standard deviation (SD) % of the control group. Comparison among groups was
performed by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey's post hoc
test. To identify any similarities in the patterns between the different treatments,
based on the changes in cytokine gene expression, we used an ordination analysis
(Principal Coordinates Analysis (PCoA) with Euclidean distance) performed using the
MULTIV 3.55 statistical package. Considering that the average size of the perimeter
of NETs was quite variable and without a normal distribution, the comparison of the
samples was based on the medians through non-parametric KruskalWallis analysis.

The alpha value was set to <0.05 to determine the statistical relevance
Results

In the first protocol, u-QUE effects on immune cells viability was investigated.
Results did not show direct u-QUE cytotoxicity on RAW-macrophages, total white
blood cells 24 h cultures and neutrophils 6 h cultures (Fig 1).
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Figure 1 Viability measured by MTT-spectrophometric assay of 24 h macrophage and total leukocytes
cultures and 6 h neutrophil-isolated cultures exposed to different concentrations of unmetabolized
quetiapine (u-QUE). Statistical comparison was performed by One-Way analysis of variance followed
by post hoc Tukey test. In assay was not find any statistical differences among u-QUE concentrations
tested here.
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Potential proinflammatory u-QUE effects was also analysed using non-
activated and activated RAW macrophage by PHA-exposure in 72 h cell cultures.
The u-QUE changed macrophage morphology increasing cells with spreaded
phenotype when compared to control group. This effect was similar to cells PHA-
exposed and PHA plus u-QUE-exposed (Fig 2A). The u-QUE exposure triggered
higher cellular proliferation than control group evaluated by cell cycle flow cytometry.
However, this effect was lower than macrophage PHA-exposed. When cells where
concomitantly treated with PHA plus u-QUE, S-phase cells returned to similar
frequency observed in the control group (Fig 2B).

Modulation of oxidative molecules that are also part of inflammatory response
was compared among macrophages exposed to different treatments. Both, PHA and
u-QUE cells presented higher NO, superoxide and ROS levels than control group.
However, PHA plus u-QUE treatment showed similar levels of these molecules than
control group, with the exception of ROS, where the condition did not reestablished

itself.
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Figure 2 Inflammatory modulation of non-activated and phytohemagglutinin (PHA) actived 72 h RAW-
macrophages cultures with and without unmetabolized-quetiapine (U-QUE) exposure (100 pg/L). (A)
representative microphotographics of macrophage monolayer cultures without inflammatory activation
(control = C), PHA-activated; (B) cell cycle flow cytometry of 72 h macrophage cultures showing u-
QUE cellular proliferation induction by increase of S-phase cells; (C) oxidative molecules related to
inflammatory response: nitric oxide (NO), superoxide anion, reactive oxygen molecules (ROS). All
data are presented as % of untreated control group. Statistical comparison was performed by One-
Way analysis of variance followed by post hoc Tukey test. Statistical differences (p < 0.05) among
treatment groups are represented by different alphabetical letters (a, b, c...).

Cytokine protein and gene expression modulation was also directly influenced by
u-QUE exposure. Notably u-QUE increased significantly proinflammatory cytokines

and decreased IL-10 levels in 72 h cultures in a similar way of macrophages PHA-
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exposed. The interaction between PHA and u-QUE nullified this effect (Figure 3A). A
similar pattern was observed in the analysis of gene expression (Figure 3B), which
occurs on the expression of pro-inflammatory cytokines and the negative response of
the IL-10 anti-inflammatory cytokine gene in cells exposed to QUE and PHA. Again,
an interaction between PHA and QUE shows inverse results: the low reduced pro-
inflammatory cytokine genes when compared to macrophages not activated by the

control group. However, in this treatment, the IL-10 gene was also deregulated.
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Figure 3 Cytokines protein (A) and gene expression (B) modulation of non-activated and
phytohemagglutinin (PHA) actived 72 h RAW-macrophages cultures with and without unmetabolized-
quetiapine (U-QUE) exposure (100 pg/L). In the genic expression the dashed line represents the
control group that has a value of 1 in its expression. In this analysis cytokine gene expression were
normalized by B-actin housekeeping gene. Protein cytokine data are presented as % of untreated
control group. Statistical comparison was performed by One-Way analysis of variance followed by
post hoc Tukey test. Statistical differences (p < 0.05) among treatment groups are represented by
different alphabetical letters (a, b, c...).
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The u-QUE also has significant influence on NET formation with and without
yeast-dead challenge (p < 0.0001) (Figures 4 and 5). As expected,
cells yeast (CY), CY-group present higher NETs areas (median = 31.5 x 108 pixel)
than non-activated control group (median = 22.8 x 102 pixel). Neutrophils just u-QUE
exposed had higher effect on NETs induction (median= 55.0 10® pixel) than CY-
activated cells. On neutrophils, 2 h CY-exposure followed by u-QUE-exposure
triggered and extensive NETs areas than other treatments increasing more than 8
times when compared to untreated control group. These last data suggested that in
neutrophils previously activated by microorganisms, u-QUE potencialize the NET

formations.
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Figure 4 Representative optical microphotographic of neutrophil extracellular traps (NETs) formation
(20 x) stained with panoptic kit (A,C,E, G) and fluorimetric DNA Picogreen® dye that has high affinity
to double-strand DNA molecules (B, D, F, H). Images represents: untreated control neutrophils (A,B);
neutrophils activated by yeast-dead exposure (C,D); non-activated neutrophil exposed to
unmetabolized-quetiapine (u-QUE) at 100 ug/L (E,F) and neutrophils activated by yeast-dead
exposure with further u-QUE exposure.
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Figure 5 Neutrophil extracellular traps (NETs) formation (A) optical representative microphotographic
of control and yeast-dead activation neutrophils stained by fluorimetric DNA Picogreen® dye showing
intact neutrophils and (red arrow) and the beginning of the formation of DNA networks with area
outlined by the red line; (B) NETs formed after 4 hours of exposure to dead yeast and unmetabolized
quetiapine (u-QUE). The area of the NETs formed and delimited by the red line was quantified and
served to compare the formation of the NETSs in the different treatments; (C) Comparison between the
area of NETs (in pixels) between non-activated neutrophils (Control), activated with dead yeast,
exposed to unmetabolized quetiapine (u-QUE) and previously exposed to yeast for 2 hours and
subsequently to u-QUE. As the data do not have parametric distribution the statistics were compared
by Kruskall-Wallis analysis followed by the median test. Results were graphically expressed by the
relative number of times the median of treatments increased relative to the control group. Statistical
differences (p < 0.05) among treatment groups are represented by different alphabetical letters (a, b,

C...).

Discussion

In the present investigation we analysed the potential u-QUE effect on
macrophage-neutrophil activity considering that this antipsychotic presents several

undesirable effects that are associated with changes in the innate immune response.
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Since quetiapine is a rapidly metabolised drug (De Vane and Nemeroff, 2001), we
focus our attention on the portion that remains unchanged, which has been identified
here as u-QUE. In general, the results confirmed that u-QUE is able to modulate both
macrophage and also showed modulation of neutrophil activity by this drug, having
no direct cytotoxic effect on these cells.

However, the action of u-QUE on macrophages was dependent on the previous
inflammatory activation state of these cells. In non-activated macrophages u-QUE
triggered a consistent inflammatory response, with increased cell proliferation rate,
monolayer showing spindle-like and scattered macrophages, high levels of NO and
superoxide, increased levels and gene expression of proinflammatory cytokines, and
subsequent decreased gene and protein expression of anti-inflammatory cytokine IL-
10. At contrary, u-QUE effect on PHA-activated macrophage exhibited an
antiinflammatory behaviour, decreasing cell proliferation rate, reducing protein and
gene expression of proinflammatory cytokines similar to those observed in the
untreated control group.

Despite the apparent controversy between these results, they are consistent
with studies previously published in the literature. This differential action could to
explain why quetiapine could present an anti-inflammatory effect on neural tissues,
which generally are inflamed in schizophrenic or patients that present psychosis
states (Katzman et al., 2007; Al-Amin et a., 2013, Hasnain, 2015; Hefner et al.,
2016). A recent investigation performed by Mantere et al (2019) described
immunomodulatory effect of QUE in first-episode psychosis patients, despite this
effect to be less intense than patients treated with other antipsychotic drugs, such as
risperidone. Quetiapine also seems attenuate neuroinflammation and improve
executive deficit of streptozocin-induced diabetic mice (Wang et al., 2019). In
neuroinflammatory states caused by physical injury quetiapine also presents
protective due its anti-inflammatory properties (Robinson et al., 2018). The potential
guetiapine and its active metabolite norquetiapine antiinflammatory effect was also
described by Jaehne et al (2015) in a study using rats as experimental model with
systemic inflammatory state induced by lipopolysaccharide (LPS). Complementary
studies using quetiapine in experimental models of systemic inflammatory diseases
such as arthritis also showed potential anti-inflammatory action of quetiapine (Pan et
al., 2018).
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However, as the neuroinflammation found in psychiatric patients, especially
schizophrenic patients, does not necessarily imply a concomitant existence of
systemic inflammatory state. In these terms, it is possible that the action of quetiapine
and its active metabolite is dual: in inflamed tissues it has an antiinflammatory effect,
while in non-inflamed tissues it has a proinflammatory effect. This duality could then
explain why continued use of this psychopharmaceutical would contribute to the
establishment of disorders associated with low-grade inflammation such as type 2
diabetes (Hirsch et al., 2017; Nanasawa et al., 2017). There are consistent studies
suggesting that u-QUE and norquetiapine increase low-grade peripheral
inflammation in schizophrenic patients (Fond et al.,, 2018). Moreover, quetiapine
administration has been associated with cardiotoxicity by inflammatory infiltration in
heart tissue and fibrosis development (Li et al., 2019). This dual effect of quetiapine
is of clinical relevance and for this reason studies that seek to identify drugs that
attenuate proinflammatory action in tissues without prior inflammation are of great
relevance. Unfortunately, the number of investigations on this topic is still quite
incipient. Among these, we can highlight the investigation performed by Li et al
(2019) that showed protective effect of some molecules, such as Rimonabant that
inactivated myocardial necrosis induced by quetiapine.

The other result found here concerns the effect of quetiapine on neutrophil
function. Despite reports of neutropenia and agranulocytosis caused by quetiapine
treatment, no direct cytotoxicity of u-QUE on leukocytes and neutrophils-isolates was
observed here. Therefore, the action of quetiapine on these cells may involve other
pathways. In the present investigation was observed that u-QUE triggered higher
formation of NETS, in both non-activated and activated neutrophils by yeast-dead
exposure. The results suggested that u-QUE could induce the formation of NETs or
increase the sensitivity of neutrophils activated by the presence of microorganisms
by enhancing their formation.

Both results are relevant since, induction in the aberrant formation of NETs
without the presence of microorganisms or physical injury is associated with
diseases, such as autoimmune diseases. Neutrophils are cells that represent the first
line of defence against invading microorganisms or repairing physical injuries to the
body. Several extracellular and intracellular microorganisms induce neutrophils to
extrude NETs through the process known as NETosis (Kobayashi, 2015). However,

previous evidence suggested that NETs formation might have a role in noninfectious
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diseases, such as autoimmune disorders, such as lupus erythematosus and
rheumatoid arthritis and also diabetes mellitus (Jorch and Kubes, 2017). Moreover,
NETs formation is associated with diabetes complications such as retinopathy (Wang
et al., 2019) and delays of wound healing (Fadini et al.,, 2016). As autoimmune
patients present high levels of inflammatory cytokines this condition sensitize
neutrophils to NETosis (Kobayashi, 2015). In this context it is possible that induction
and sensitization of NETs by u-QUE may play a role in the development of metabolic
disorders and morbidities such as diabetes mellitus. Furthermore, it is important to
point out that previously was described that other pharmacological drugs as
hydralazine and procainamide are able to induce NET formation. However, this
action is not universal and did not find in neutrophils exposed to antipsychotic
clozapine (Irizarry-Caro et al., 2018).

As quetiapine has been associated with neutropenia occurrence, mainly by
abuse or interaction with other pharmacological drugs (Rahman et al., 2009; Halaby
and Haddad, 2013; Pilgrim and Drummer, 2013; Somani et al., Klein-Schwartz et al,
2014; Almaghrebi, 2019; Hughes, 2019), it is possible that aberrant NET formation
induced by u-QUE described here could contribute to this clinical side effect. In this
case, we did not can discard that u-QUE will increase stimulation of NETs formation
could not trigger a positive feedback to blood marrow produce and replenish the
neutrophils used in the NET formation.

This could explain the occurrence of quetiapine-induced neutropenia in some
patients (Rahman et al., 2009; Lander et al., 2011; Nazer et al., 2012; Glocker et al.,
2017), mainly by the u-QUE presence in peripheral circulation. However, this
hypothesis needs to be further tested possibly using rodents as experimental models.

Therefore, despite the methodological limitations associated with in vitro
studies, the results presented here indicate that u-QUE can act directly in modulating
the innate immune response. In this case, it seems that this drug is capable of acting
on both macrophages and neutrophils. In the former, it has a dual action, increasing
or decreasing inflammatory markers depending on the previous state of macrophage
activation. In neutrophils, u-QUE seems to induce or even increase the production of

NETs, which could also contribute to the development of side effects.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jorch%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28267716
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kubes%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28267716
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5 DISCUSSAO

Este estudo buscou avaliar a relacdo da QUE, na sua forma néo
metabolizada, considerando os efeitos que esse antipsicotico possui na relagéao
interdependente entre estresse oxidativo — inflamacdo e feitos posteriores na
imunidade inata, avaliamos o potencial efeito desempenhado no sistema macréfagos
- leucocitos — neutrdfilos. Em geral, os estudos cofirmam que o farmaco possui
capacidade modulatéria na atividade dos macréfagos e neutrofilos, e ndo apresenta
potencial efeito citotoxico direto nas células. Porém, essa importante atividade na
inflamacé@o mostra-se dependente do estado inicial em que as células se encontram.

Dessa forma, nosso estudo demonstrou que em macrofagos ndo ativados, a
NnMQUE desencadeou uma resposta inflamatdria consistente, com taxa de
proliferacdo celular aumentada, monocamada mostrando macréfagos dispersos e
semelhantes a fusos, altos niveis de ON e O,-, niveis aumentados e expressao
génica de citocinas pro-inflamatodrias (IL- 1, IL-6, TNF-a) e, subsequente diminuicao
de genes e expressédo proteica da citocina anti-inflamatéria (IL-10). Pelo contréario, o
efeito nmQUE nos macrofagos ativados por PHA exibiu um comportamento anti-
inflamatorio, diminuindo a taxa de proliferacdo celular, reduzindo a expressao
proteica e génica de citocinas proé-inflamatorias, semelhantes as observadas no
grupo controle nao tratado.

Essa aparente contradicdo é consistente com estudos publicados
anteriormente na literatura. Essa propriedade diferenciada da QUE pode explicar o
porqué de o farmaco apresentar um efeito anti-inflamatoério nos tecidos neurais, que
sao inflamados na SZC ou em pacientes que apresentam estados de psicose
(HASNAIN, 2015; HEFNER et al., 2016; OWEN; SAWA; MORTENSEN, 2016).

Um estudo realizado por Manter e colaboradores (2019) descreveu o efeito
imunomodulador da QUE em pacientes com psicose no primeiro episodio, apesar
desse efeito ser menos intenso do que em pacientes tratados com outros
medicamentos antipsicoticos, como a Risperidona. A QUE também parece atenuar a
neuroinflamacdo e melhorar o déficit executivo de camundongos diabéticos
induzidos por estreptozocina (WANG et al., 2019). Nos estados neuroinflamatérios
causados por lesdes fisicas, ela apresentou protecado devido as suas propriedades
anti-inflamatorias (CHEN; NASRALLAH, 2019; ROBINSON et al., 2018). O efeito
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anti-inflamatério da norquetiapina, seu metabdlito ativo, também € descrito por
Jaehne et al (2015) em um estudo utilizando ratos como modelo experimental, com
estado inflamatorio sistémico induzido por LPS. Estudos complementares usando
QUE em modelos experimentais de doencas inflamatoérias sistémicas, como a artrite,
também mostraram uma potencial acdo anti-inflamatéria (KIM et al., 2012; PAN et
al., 2018).

No entanto, a neuroinflamacdo encontrada na SCZ ndo implica
necessariamente na existéncia concomitante de um estado inflamatério sistémico.
Nessas circunstancias, € possivel que a acdo da QUE e da norquetiapina seja dupla:
nos tecidos inflamados, ela tem um efeito anti-inflamatério, enquanto nos tecidos
nao inflamados, ela tem um efeito pro-inflamatério. Essa dualidade poderia entdo
explicar por que o uso continuado desse psicofarmaco contribui para o
estabelecimento de disturbios associados a inflamacdo de baixo grau, como o
diabetes tipo 2, por exemplo (GALLING; CORRELL, 2015; HIRSCH et al., 2017;
NANASAWA et al.,, 2017). Outros estudos consistentes sugerem que a QUE e a
norquetiapina aumentam a inflamacao periférica de baixo grau em pacientes
esquizofrénicos (FOND et al., 2018). A terapia farmacoldgica desse antipsicético
também tem demonstrado cardiotoxicidade por infiltracdo inflamatéria no tecido
cardiaco e desenvolvimento de fibrose (LI et al., 2019).

Apesar dos relatos de neutropenia e agranulocitose causados pelo tratamento
(ALMAGHREBI, 2019; PARK; KIM, 2016), nado foi observada citotoxicidade direta em
leucécitos e isolados de neutréfilos. Portanto, nessas células, a nmQUE pode
envolver outras vias de ativacao e/ou acdo. Na formacdo de NETs observou-se que
a nmQUE desencadeou uma maior formacdo das redes, tanto em neutréfilos ndo
ativados, quanto em neutrofilos previamente ativados por exposicdo a leveduras
inativas. Os resultados sugeriram que nmQUE pode induzir a formagao de NETs ou
aumentar a sensibilidade dos neutrofilos ativados pela presenca de microrganismos,
melhorando sua formacéao.

Os neutrdéfilos sdo as células que representam a primeira linha de defesa
contra microorganismos invasores ou, possuem acao no reparo de lesdes fisicas.
Varios microorganismos extracelulares e intracelulares induzem neutrofilos a extrudir
NETs através do processo conhecido como NETosis (KOBAYASHI, 2015).

Esses resultados sdo de grande relevancia, visto que a inducéo na formacao

das NETs sem a presenca de microrganismos ou lesdo fisica estd associada a
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patologias ndo infecciosas e imunomediadas, especialmente as de autoantigenos.
Assim, tém-se associado a formacéo de NETs a diversas patologias como: o LES e
a AR e também, o diabetes mellitus (JORCH; KUBES, 2017).

A maior formacdo das redes esta relacionada com complicacbes destas
patologias, como é o caso da retinopatia (WANG et al.,, 2019) e a dificuldade na
cicatrizacdo de feridas (FADINI et al., 2016), ambas advindas do diabetes mellitus.
Ainda, sabe-se que 0s pacientes autoimunes apresentam altos niveis de citocinas
inflamatorias, o que leva a sensibilizacdo dos neutrofilos para NETosis
(KOBAYASHI, 2015).

Nesse contexto, é possivel que a inducdo e sensibilizacdo dos neutréfilos, na
formacdo de NETs pela nmQUE, possa estar envolvida com o desenvolvimento de
disturbios metabdlicos e morbidades, como o diabetes mellitus tipo 2 e a
hipertrigliceredemia. Ainda, vale ressaltar que essa acdo de inducdo e modulacao
na formacédo das redes ndo se mostra universal para os farmacos. Como exemplo
disso, a hidralazina e a procainamida foram indutores de NETs, equanto a
clozapina, um antipsicético, ndo mostrou-se indutor das NETSs, diferentemente da
NMQUE (IRIZARRY-CARO et al., 2018).

A ocorréncia de neutropenia esta associada com a terapia psicofarmacoldgica
da QUE, por abuso ou interacdo com outros medicamentos (ALMAGHREBI, 2019;
HALABY; HADDAD, 2013; HUGHES, 2019; KLEIN-SCHWARTZ et al., 2014;
PILGRIM; DRUMMER, 2013; RAHMAN et al., 2009), assim, hipoteticamente a
formacdo de NETs por nmQUE aqui descrita, pode contribuir para esse efeito
colateral clinico. Nesse caso, ndo podemos descartar que a nmQUE pode aumentar
a estimulacdo da formacdo de NETs, mas também poderia desencadear um
feedback positivo para a producéo através da medula sanguinea de mais neutréfilos.
Com isso, é evidente a forte relacdo do farmaco, estando na sua forma né&o
metabolizada, com as vias da inflamacgédo, num contexto geral sob a homeostase do

organismo.



78

6 CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados nesse estudo, concluimos que o farmaco
apresentou grande capacidade de interacdo tanto com os macréfagos, quanto com
os neutrofilos. Nos macrofagos mostrou-se com efeito dual, estando de maneira pro-
inflamatdria ou anti- inflamatoria, de acordo com o estado da inicial da célula, ndo
apresentando citotoxicidade na concentracdo de escolha. Ja nos neutrdfilos, a
NMQUE pareceu induzir e até proporcionar o aumento da producéo de NETS, o que
pode contribuir para o desenvolvimento de efeitos colaterais e até mesmo, reacdes
adversas. Assim, embora existam limitacdes metodoldgicas associadas aos estudos
in vitro, os resultados aqui apresentados indicam que a nmQUE pode atuar de
maneira direta na modulacéo das respostas do sistema imune inato. A realizacdo de
estudos in vitro que busquem elucidar as interacbes entre 0s transtornos
neuropsiquiatricos e os processos inflamatorios sdo de grande relevancia. Nesse
contexto, espera-se que com avancar dos estudos haja maior entedimento da acéo

dos antipsicéticos, considerando todas as possiveis vias de atuacao.
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