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RESUMO

Introducdo: A etiologia da esquizofrenia ainda continua incerta, mas muito ja se conhece
sobre a sua fisiopatologia. A hipdtese de hiperfuncdo dopaminérgica ainda é a mais aceita,
porém limitagdes nessa teoria levaram a investigacdo de alteragdes nas funcoes
glutamatérgicas. A maioria das hipoteses glutamatérgicas estdo relacionadas a hipofuncdo dos
receptores NMDA. Amantadina foi inicialmente descoberta como medicamento antiviral, mas
é reconhecida também por sua acdo antiparkinsoniana. Apesar do seu mecanismo de acdo
exato ndo ser totalmente esclarecido, varios estudos demonstram que este farmaco age
aumentando a liberacdo de dopamina, devido a sua acdo de antagonista ndo competitivo dos
receptores de glutamato tipo NMDA. Objetivo: Verificar se a amantadina quando usada
como terapia adjuvante aos antipsicoticos, em pacientes esquizofrénicos, interfere nos
sintomas negativos e positivos e nos niveis séricos dos biomarcadores relacionados com a
esquizofrenia. Método: 20 pacientes, portadores do Diagndstico de Esquizofrenia pelos
critérios DSM-1V, foram randomizados em um ensaio clinico duplo-cego controlado com
placebo. A avaliacdo destes pacientes foi realizada ao longo de 12 semanas, sendo aplicada a
escala BPRS e o sangue venoso periférico coletado para analises bioguimicas. Foram
avaliados niveis séricos de Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF), Gluatationa
Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase (GR), Glutationa S-Transferase (GS-T), quimiocinas
(CCL11 e CCL24), acetilcolinesterase (AchE), Contetdo de Proteinas Carboniladas (PCC) e
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS). A analise estatistica foi realizada
utilizando General Linear Model, para controlar o efeito do tratamento nos sintomas. Teste-T
de Student e Mann-Whitney para variaveis descritivas. Foram considerados significativos p <
0,05. Resultados: O tratamento adjuvante com amantadina apresentou uma reducdo
significativa nos sintomas de psicopatologia geral da escala BPRS (p < 0,001) e nos sintomas
negativos (p = 0,015), mas 0 mesmo ndo se aplica para os sintomas positivos (p = 0,198). Nao
houve alteracdo significativa dos parametros séricos avaliados, exceto o indice de proteinas
carboniladas (p = 0,020). Conclusdes: Os dados sugerem 0 papel da amantadina na atenuacéo
dos sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia, com base no aumento da concentracdo
de dopamina na via mesocortical, caracteristica da hipofuncionalidade na doenca. Além de
propor a contribuicdo deste farmaco para o aumento da oxidacdo proteica nos pacientes
devido ao aumento da concentracdo de dopamina. Contudo mais estudos com um maior
tempo de seguimento sdo necessarios para determinar a eficacia da amantadina, seu papel a
longo prazo no tratamento adjuvante aos antipsicoticos, bem como a dosagem mais eficaz e
duracgéo do tratamento na esquizofrenia.

Palavras-chave: esquizofrenia, amantadina, receptores NMDA, modulador dopaminérgico,

estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Although the etiology of schizophrenia is still uncertain, much is already
known about its pathophysiology. The hypothesis of dopaminergic hyperfunction still is the
most accepted, neverless limitations of this theory led to the investigation of changes in
glutamatergic function. The glutamatergic hypothesis is related to NMDA receptor
hypofunction. Amantadine was initially discovered as an antiviral drug, but is also recognized
for its antiparkison action. Despite the fact that its mechanism of action is not totally clear,
several studies demonstrated that this drug acts by increasing the release of dopamine, due to
its action as a noncompetitive antagonist of NMDA receptors. Objective: To investigate if
amantadine as an adjunctive therapy to commonly used antipsychotics alleviates the positive
and negative symptoms and changes serum levels of biomarkers associated with
schizophrenia. Methods: Twenty patients, with diagnosis of schizophrenia by DSM-1V
criteria, were randomized in a double-blind placebo-controlled clinical trial. The evaluation of
patients was conducted along 12 weeks, the BPRS scale was applied and peripheral venous
blood was collected for biochemical analysis. Serum levels of Brain Derived Neurotropic
Factor (BDNF), Glutathione Peroxidase (GPx), Glutathione Reductase (GR), Glutathione S-
Transferase (GS-T)), chemokines (CCL11 and CCL24), acetylcholinesterase (AchE), Protein
Carbonyl Content (PCC) and Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) were
evaluated. Statistical analysis was performed using General Linear Model to control the effect
of treatment on symptoms. Student T-test and Mann-Whitney test was performed for the
analyses of descriptive variables. P values <0.05 were considered to be significant. Results:
Adjuvant treatment with amantadine showed a significant reduction in symptoms of general
psychopathology BPRS (p < 0.001) and negative symptoms scale (p = 0.015), but the same
didn’t occur for the positive symptoms (p = 0.198). There was no significant change in
biomarkers serum levels evaluated except the PCC levels (p = 0.020). Conclusions: These
data suggest the role of amantadine in mitigating the negative symptoms of schizophrenia,
based on the increased concentration of dopamine in the mesocortical pathway. In addition,
this suggest the contribution of the drug to increased protein oxidation in patients due to
increased concentration of dopamine. However further studies with longer follow-up are
needed to determine the efficacy of amantadine, its role in long-term adjuvant to antipsychotic
treatment, as well as the most effective dosage and duration of treatment in schizophrenia.

Keywords: schizophrenia, amantadine, NMDA receptors, dopamine modulator, oxidative

stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. Definicéo e epidemiologia
A esquizofrenia € uma doenca mental altamente debilitante que prejudica o

funcionamento mental e social. Representa um sério desafio para a psiquiatria e neurociéncia,
bem como para os sistemas de saude e para os pacientes e familiares que sofrem com esta
doenca incapacitante. Essa complexa doenca se caracteriza por profundos distarbios de
percepcéo, cognicdo, emocao e funcdo social (SCHULTZ, 2007).

Estudos de prevaléncia mostram que 1% da populacdo mundial é acometida pela
esquizofrenia (SCHULTZ, 2007, MASSUDA et al., 2013). De acordo com meta-analise
realizada por McGrath e colaboradores (2004), a taxa média de incidéncia da doenga € de 15,2
a cada 100 mil pessoas por ano. No Brasil, a taxa de incidéncia para homens é de 1,9 a 3,9 por
10.000 habitantes e para as mulheres é de 1,8 a 3,2 (MASSUDA et al., 2013), sendo esta taxa
maior em homens do que em mulheres, mais elevadas em areas urbanas em comparagdo com
areas rurais, € maiores em imigrantes em comparacdo com individuos nativos (MCGRATH,
2004). O comeco da doenca é mais precoce para 0 sexo masculino, emergindo tipicamente no
fim da adolescéncia e inicio da vida adulta (SCHULTZ, 2007). Novos casos, antes da
puberdade e ap6s os 50 anos, sdo raros. Em relacdo as mulheres, um melhor progndstico e
uma melhor adaptacdo social é possivel devido a um curso mais brando da doenca (MARI,
2000). No entanto, estas apresentam um segundo pico de incidéncia apds os 40 anos de idade
(MASSUDA et al., 2013). O que torna a diferenga de géneros fundamental para determinar o
melhor tratamento.

O histérico familiar € um fator de risco muito significativo (SCHULTZ, 2007;
MASSUDA et al., 2013), ou seja, a esquizofrenia possui um substancial componente
genético, apresentando uma alta herdabilidade (mais de 80%). O risco genético para a doenca
é composto tanto por alteracfes em varios genes, cada uma com um pequeno efeito, mas com
um grande impacto, bem como pela interacdo com fatores ambientais (HALLER, 2014). Entre
os fatores ambientais mais importantes descritos, estdo 0 uso da cannabis e a idade paterna
avancada, aléem da variacdo sazonal em relacdo ao nascimento e eventos estressores na

infancia (MASSUDA et al., 2013). Neste contexto, eventos como processos inflamatorios,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGrath%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McGrath%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15115547

alteracbes de membrana celular e estresse oxidativo, estdo fortemente ligados as hipdteses
etiopatogénicas da esquizofrenia (DIWADKAR, 2014).

Doencas cardiovasculares sdo a causa mais comum de morte entre 0s pacientes com
esquizofrenia, visto que estes apresentam um risco de desenvolver essas doencas duas vezes
maior que a média da populacdo. Isso pode ser exacerbado pelo estilo de vida sedentario e
pelo fumo, tendo em vista que o0s pacientes esquizofrénicos fumam mais em comparagdo com
portadores de outras doencas mentais. Suicidios podem representar até 28% das causas de
morte, podendo ocorrer em qualquer fase da doenca, mais prevalentemente nos primeiros seis
meses apos o primeiro episédio (SCHULTZ, 2007; MASSUDA et al., 2013).

1.2. Manifestacdes clinicas
A esquizofrenia é considerada uma sindrome (INSEL, 2010) cujos sintomas podem

ser divididos em dois grandes grupos: positivos (psicéticos) e negativos (SCHULTZ, 2007;
MASSUDA et al., 2013; NARDI, 2014). Os sintomas positivos sdo alteragdes qualitativas em
relacdo ao normal, que podem ser subdivididos em dois tipos: psicéticos e de desorganizacao,
conforme descrito na Tabela 1. Incluem alucinac@es, percep¢oes irreais de audicdo, delirios,
comportamento amplamente desorganizado, agitacdo extrema, com perda do juizo critico da
realidade, ou seja, reflete um excesso e distorcao de certas funcBes. J& 0s sintomas negativos
aparentam uma diminuigdo ou perda de fungbes mentais, como por exemplo, embotamento
afetivo, falta de motivacao e iniciativa, apatia, alogia, avoli¢do, indiferenca emocional, entre
outros (SCHULTZ, 2007; MASSUDA et al.,, 2013; APA, 1994). Os pacientes com
esquizofrenia apresentam déficit em varios dominios cognitivos, sendo acentuados nos
dominios de atencdo/vigilancia, linguagem, percepcdo, fluéncia verbal, aprendizagem,
memoria, funcionamento executivo e processamento de informacdes. Além do déficit na
cognicdo social, que é a base das interacdes sociais, interferindo na percep¢do das emocdes,
na resolucéo de problemas e na aptidao social (VAZ-SERRA, 2010).

O inicio da doenca é variado, podendo ter um inicio agudo ou um longo prédromo
(SCHULTZ, 2007; MASSUDA et al., 2013). Apesar de os sintomas surgirem entre o fim da
adolescéncia e o inicio da fase adulta, muitos estudos sugerem se tratar de um transtorno
neurodesenvolvimental, iniciando a trajetdria sequencial da doenca pela fase pré-morbida, na

qual é possivel perceber déficit cognitivo, motor e social, principalmente na infancia.



Tabela 1. Classificacdo dos sintomas tipicos da esquizofrenia.

Negativos

Positivos
Psicoticos De desorganizacéo
Alucinacédo Desagregacdo do pensamento
Delirio Blogueio do pensamento

Alteracdes da consciéncia da
atividade do eu:
Roubo do pensamento
Imposigéo do pensamento
Sensagbes corporais impostas

Alteracdes da consciéncia da
identidade do eu:

Despersonalizagdo

AlteracGes da consciéncia dos
limites do eu:
Apropriacdo
Transitivismo

Publicacdo do pensamento

Alteragdes da consciéncia da

unidade do eu:
Dupla orientagéo
Paratimia
Ambitimia
Ambitendéncia
Sinais catatonicos:
Negativismo
Obediéncia automética
Flexibilidade ceracea
Estereotipias
Maneirismos
Fenbmenos em eco
Agitacdo
Estupor

Embotamento afetivo

Anedonia

Hipobolia
Pensamento
empobrecido
Déficit de atencéo

Fonte: Adaptado de NARDI, 2014.

A fase prodrdmica j& caracteriza sinais e sintomas da esquizofrenia, como declinio

funcional e sintomas psicoticos atenuados (MASSUDA et al., 2013). Estudos realizados por

Hénfner & Maurer (2006), sugerem que 0 inicio dos sintomas negativos tende a ocorrer 5

anos antes do primeiro episddio psicotico. O primeiro episédio psicotico caracteriza o inicio

da doenca, conhecido como periodo de diagndstico recente ou estagio inicial. Apds esse

periodo h& graus varidveis de recuperacdo dos prejuizos cognitivos e funcionais (Figura 1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%26%23x000c4%3BFNER%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MAURER%20K%5Bauth%5D
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Figura 1. Curso da esquizofrenia considerando suas fases e sinais e sintomas.
Fonte: MASSUDA et. al., 2013.

A lista de alteracGes psicopatoldgicas associadas a esquizofrenia € muito extensa, por

1SS0 sinais e sintomas isolados nédo sdo patognomdnicos da doenca (NARDI, 2014).

1.3. Diagndstico
Os critérios para o diagndstico da esquizofrenia estdo descritos no Manual diagndstico

e estatistico de transtornos mentais (DSM-5), e trés destes critérios devem ser atendidos. A
sintomatologia deve compreender no minimo dois sintomas ativos entre delirios, alucinagdes,
discurso desorganizado, comportamento amplamente desorganizado ou catatdnico e sintomas
negativos, pelo periodo de um més. E obrigatério que haja uma disfuncéo social / ocupacional
abaixo do nivel alcangado antes do inicio dos sintomas, isso reflete na incapacidade de atingir
realizacéo interpessoal, académica e profissional. E os sinais continuos da perturbagdo devem
persistir por, pelo menos, seis meses, incluindo um més de sintomas positivos e também o
periodo prodromico e residual (APA, 2013).

O diagnostico & eminentemente clinico, considerando a duragdo dos sintomas, a
capacidade funcional da paciente, historico de desenvolvimento, histérico familiar e genético.
Exames laboratoriais ndo confirmam a doenca, mas sdo importantes para o diagndstico
diferencial, descartando outras doencas, visto que uma ampla variedade de outras doengas

produzem sintomas similares a esquizofrenia, tais como transtorno de humor com
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caracteristicas psicaticas, transtorno esquizoafetivo, transtorno depressivo, além de transtorno
psicético induzido por substancias, em decorréncia do uso de drogas de abuso, medicagdo ou
exposicdo a uma toxina. No entanto, muitos estudos neuropsicoldgicos, neurofisiologicos e de
neuroimagem tém demonstrado diferencas significativas entre paciente com esquizofrenia e
controles, considerando uma variedade de medicGes que incluem avaliacdo de proteinas,

citocinas, neurotrofinas entre outros (APA, 2013).

1.4, Neurobiologia da esquizofrenia
A etiologia da esquizofrenia ainda continua incerta, mas muito ja se conhece sobre a

fisiopatologia da doenca. Essas descobertas se deram a partir dos efeitos antipsicoticos, na
segunda metade do século XX, servindo como base para a teoria dopaminérgica. A hipétese
de hiperfuncdo dopaminérgica (Figura 2) surgiu devido a capacidade dos antipsicoticos
antagonizarem os receptores D2 e diminuirem os sintomas psicéticos nos pacientes (NARDI,
2014) e também por induzir quadros psicéticos com uso de anfetamina, agente caracterizado
por induzir liberacdo de dopamina (BRESSAN, 2003). Com isso, muitos autores sugerem que
0 excesso de dopamina pré-sinaptico no estriado esta ligado ao aparecimento de sintomas
psicoticos agudos e a resposta destes sintomas ao tratamento da esquizofrenia (MIYAKE,
2010). Porém, estes farmacos tém atividade limitada em relacdo aos sintomas negativos e ao
prejuizo cognitivo (NARDI, 2014). Outra limitacdo da teoria dopaminérgica é de que 20-35%
dos pacientes apresentam uma resposta parcial ou nenhuma resposta ao tratamento
antipsicotico (PLITMAN, 2014). Por isso muitos estudos passaram a investigar alteracdes
nas funcBes glutamatérgicas, serotoninérgicas, colinérgicas e GABAérgicas, em busca da
participacdo de outros neurotransmissores na neurobiologia da esquizofrenia (CARLSSON,
1999; ABI-DARGHAM, 2005).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central,
estando relacionado com mecanismos de neurodegeneracdo e com a génese da psicose. Ele se
distribui amplamente nas estruturas do SNC e estd envolvido em fungdes cognitivas

fundamentais, tais como memoria e aprendizado (NARDI, 2014).
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Figura 2. Hipoteses dopaminérgicas da esquizofrenia.
Fonte: MIYAKE et al., 2011.

Muitos estudos tém sugerido que os receptores glutamatérgicos tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) estdo envolvidos na fisiopatologia da esquizofrenia e podendo se tornar
alvo para tratamentos psicofarmacoldgicos, como demonstrado na Figura 3. Os receptores
NMDA (rNMDA) sdo essenciais para a plasticidade neuronal, incluindo sinaptogénese e
excitotoxicidade. Estes receptores controlam o transporte de Na*, K* e em especial do Ca**
através da membrana neuronal, sendo a sua atividade regulada por uma série de fatores que
acabam por determinar a abertura do canal idnico e a entrada de Ca** (BRESSAN, 2003).
Antagonistas do glutamato, tais como os farmacos fenciclidina (PCP) e cetamina, induzem
sintomas da esquizofrenia - sinais psicoticos, sintomas negativos e déficits cognitivos - por
meio da modulagdo do rNMDA. Ambos atuam como antagonistas ndo competitivos que
exercem os seus efeitos fisioldgicos através da inibicdo da acdo do glutamato no receptor
NMDA (PLITMAN, 2014).

A maioria das hipoteses glutamatérgicas destaca o papel central do glutamato
associado a hipofungéo dos receptores NMDA. Porém, Mehta e colaboradores (2013) sugere
que o potencial do glutamato em induzir disfuncdo neuronal e degeneracdo, quando em

concentragfes extracelulares muito altas, processo conhecido como excitotoxicidade,



12

contribui para a esquizofrenia. Na presenca de uma estimulacdo excessiva pelo glutamato ha
um aumento consideravel do célcio intracelular, afetando mecanismos homeostaticos deste
ion e desencadeando uma cascata de eventos que acabam por resultar na morte celular
(PLITMAN, 2014). Ainda, a hiperatividade dos neurdnios glutamatérgicos em diferentes
regibes cerebrais, incluindo cortex pre-frontal, estaria relacionada aos sintomas positivos,

cognitivos e manifestacdes emocionais do transtorno (PAZ, 2008).

Ketamine
NAAG NMDA receptor
Kynurenate hypofunction

Disinhibition | Alpha 7 nAChR
Cognitive impairment
|
DAAO/G72

Figura 3. Representacdo dos circuitos sinapticos envolvidos na esquizofrenia e a
hipofuncdo do receptor NMDA produzida por antagonistas exdgenos.

Fonte: COYLE, 2010.

As vias neuronais do modelo dopaminérgico da esquizofrenia estdo integradas com as
vias do modelo glutamatérgico, pois ambos os sistemas tém uma grande interacdo no SNC,
sendo necessario manter um equilibrio regular entre dopamina e glutamato (PEETERS, 2002).
Bradford (2009) descreve que o aumento da atividade dopaminérgica pode inibir a funcédo
glutamatérgica, resultando na hipotese hipoglutamatérgico da esquizofrenia.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0953711209000805
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1.5. Biomarcadores na esquizofrenia
Atualmente resultados de marcadores bioldgicos nas areas de neurofisiologia,

neuroendocrinologia, psiconeuroimunologia, genética, ou psicofarmacologia tornaram-se

potencialmente importantes para elucidar a patofisiologia da esquizofrenia (MULLER, 2008).

H& um crescente nimero de dados que mostram modificacbes do sistema imune em
pacientes com essa doenca. Varios estudos tém demonstrado niveis elevados de citocinas e
outros sinais de ativacdo do sistema imunitario em individuos com psicose, onde um
desequilibrio na producdo de citocinas pro e anti- inflamatdrias geralmente é descrito, com
um desvio para o quadro pré-inflamatorio (BERGINK, 2014). Além disso foi demonstrada a
relacdo existente entre quadros infecciosos no periodo gestacional e o desenvolvimento da
esquizofrenia, visto que essa sindrome é de origem neurodesenvolvimental (AGUIAR, 2010),
sendo 0 aumento dos niveis de interleucina 8 (IL-8) de maes durante a segunda trimestre de
gravidez associadas com um risco aumentado para a esquizofrenia nos filhos (MULLER,
2008). Desregulacdo do sistema imunologico também pode afetar a funcdo do receptor
NMDA. Em estudo conduzido por Dalmau e colaboradores (2011), pacientes com encefalite
anti-receptor N-metil-D-aspartato  desenvolveram psicose. Além disso, processos
inflamatorios levarem a um aumento da produgdo de &cido quinurenico, um antagonista
enddgeno do receptor NMDA (STEULLET, 2014). A expressdo das quimiocinas, subgrupo
de citocinas, esta sendo avaliada nas doencas neuro-inflamatorios, tendo em vista a sua
capacidade de controlar a infiltracdo de leucdcitos no sistema nervoso central durante a
inflamacdo. Alguns estudos descrevem como aumentadas as concentragdes séricas de CCL11
(eotaxina-1) (TEIXEIRA, 2008; PEDRINI, 2014) e CCL24 (eotaxina-2) em pacientes com
esquizofrenia em comparacdo com controles (PEDRINI, 2014).

O estresse oxidativo € um estado no qual ocorre um desequilibrio entre processos
antioxidantes e pro-oxidantes, que desencadeiam a producéo de espécies reativas de oxigénio
e radicais livres. Os radicais livres sdo moléculas instaveis com potencial para causar danos
aos lipideos da membrana celular, através da peroxidacdo (AGUIAR, 2010), e também
aumentam o metabolismo oxidativo de catecolaminas, os quais podem desempenhar um papel
importante na fisiopatologia da esquizofrenia (DADHEECH, 2008). O acumulo de
macromoléculas danificadas, tais como conteido de proteinas carboniladas (PCC) e
substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS), devido ao aumento do estresse
oxidativo e insuficiéncia de sistemas de reparo, € muito discutido na fisiopatologia das
doencgas neurodegenerativas (GAMA, 2006; GAMA, 2008a; GAMA, 2008b; KUNZ, 2008).
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E também podem estar relacionados com o envelhecimento acelerado em pacientes com
esquizofrenia (OKUSAGA, 2013).

Segundo Steullet e colaboradores (2014), véarias proteinas relacionadas com a
neurotransmissdo glutamatérgica possuem sitios modulados por reacdes redox, incluindo
glutamina sintetase e receptores NMDA. Enquanto estado redox modula a funcao do receptor,
ativacdo sinéptica deste reforca os mecanismos de defesa antioxidantes neuronais. A
glutationa (GSH), principal agente antioxidante endégeno, constitui um reservatério neuronal
de glutamato, frequentemente encontra-se depletada na esquizofrenia (STEULLET, 2014,
DADHEECH, 2008; NG, 2008), indicando que os sistemas redox e glutamatérgicos estdo
relacionados. Um ensaio clinico utilizando N-acetilcisteina (NAC), um antioxidante que
aumenta a producdo de glutationa, como adjuvante na terapia da esquizofrenia, mostraram
que este farmaco reduziu significativamente a gravidade dos sintomas (BERK, 2008).

Associado a inflamacdo, o estresse oxidativo pode também ser elevado na
esquizofrenia. Juntos, inflamacgéo e estresse oxidativo podem induzir reciprocamente um ao
outro através de um ciclo de feedback positivo, em um circuito que envolve a indugdo do
aumento da producéo de radicais livres por citocinas pré-inflamatorias inteferon- y (INF-y) e
fator de necrose tumoral o (TNF-a) na microglia. Além disso, os radicais livres aumentam a
inflamacdo através da ativacdo quinases ativadas por estresse, como ERK, JNK e p38, por
exemplo. O estresse oxidativo, em seguida, vai causar danos as macromoléculas celulares, tais
como proteinas, lipideos e DNA (OKUSAGA, 2013), conforme Figura 4.

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é a neurotrofina mais amplamente
distribuido no cérebro, expresso principalmente no cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo, e
tem sido associada a varios distdrbios psiquiatrico. Sua importancia no SNC esta relacionada
com o neurodesenvolvimento, a formacdo das redes neurais, regulacdo das sinapses e a
plasticidade neural (FAVALLLI, 2012). Com base nisso, 0 BDNF tornou-se um bom candidato
para explicar parte da patogénese da esquizofrenia, caracterizada por desordem do
desenvolvimento encefalico e da plasticidade (GAMA, 2007; NIETO, 2013). Uma seérie de
transtornos psiquiatricos tem sido associado a interrup¢do da sinalizagdo do BDNF no
cérebro, principalmente devido & diminuicdo na expressdo ou liberagdo do mesmo
(MITCHELMORE, 2014). E descrito uma reducdo na expressdo do RNAm de BDNF e da
proteina BDNF madura no cortex pré-frontal e hipocampo de pacientes com esquizofrenia
(HASHIMOTO, 2005). BDNF também é conhecido por controla a expressdo do receptor de

dopamina D3, o que levanta a hipGtese de uma ligacdo entre a neurotransmissao


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0920996414003132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Steullet%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25000913
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dopaminérgica e a area cortical, via BDNF, na esquizofrenia e no seu tratamento (NIETO,
2013).

Macréfago
MItETC

Carbonilagdo
/ Proteica

- Estresse Peroxidacdo
Inflamagao Oxidativo — Lipidica
\ Hidroxilacio
Ativacdo de k!

NF-KB, AP-1,
ERK, JNK, p38

Figura 4. Inflamac&o e estresse oxidativo podem induzir reciprocamente um ao outro
através de feedback negativo
Fonte: Adaptado de OKUSAGA, 2013.

O sistema colinérgico controla diversas fungdes criticas, como 0 sono, cognicao,
controle motor e processamento sensorial. Todas as funcdes deste sistema s@o controladas
pela interacdo da acetilcolina com dois tipos de receptores; 0s receptores nicotinicos e
muscarinicos (SCARR, 2013). Os receptores colinérgicos nicotinicos (RCN) medeiam uma
transmissdo excitatoria rapida e sdo amplamente expressos no SNC. Atuam regulando a
liberacdo e a ativacdo de neurotransmissores nas regides pré- e pés-sinapticas (VENTURA,
2009). Loscher e colaboradores (2009) relataram que o uso simultaneo de antagonistas
nicotinicos e de receptores NMDA atenuam ataques epilépticos induzidos em ratos e
camundongos. Recentemente, tem sido demonstrado que inibidores da acetilcolinesterase
podem ser usados no tratamento de alucinagdes visuais, entretanto, alguns estudos evidenciam
que colinesterases ndo oferecem qualquer melhoria significativa nos sintomas de
esquizofrenia, sugerindo que os problemas no sistema colinérgico presentes na doenca nao

sdo simplesmente devido a alteracdes nos niveis de acetilcolina (HIGLEY, 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Okusaga%20OO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25110609
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1.6. Tratamento
O tratamento da esquizofrenia baseia-se no uso precoce e continuado da medicacgéo

antipsicotica, levando em conta as fases da doenca, que compreendem fase aguda, de
estabilizacdo e de manutencdo. A fase aguda é caracterizada pelo momento da crise e nela
objetiva-se a remissdo total dos sintomas ou 0 minimo de sintomas residuais, minimizando a
sintomatologia da psicose. Apos a remissao do surto inicia-se a fase estabilizacdo, na qual se
deve aprimorar o tratamento iniciado. Na fase de manutencdo se mantem o esquema
terapéutico ou ocorre a reducdo gradual deste, objetivando a dose minima necessaria para o
controle dos sintomas (NARDI, 2014). Os antipsicoticos podem ser divididos, basicamente,
em dois grupos: os classicos ou tipicos e o atipicos, conforme mostra figura 5.

O primeiro “neuroléptico” farmacologicamente efetivo para o tratamento da
esquizofrenia introduzido no mercado foi clorpromazina, em 1952 (SCHULTZ, 2007; RANG,
2007). Este farmaco apresentava a capacidade de controlar os sintomas psicoticos sem sedar
excessivamente o0s pacientes. A clorpromazina pertence a classe da fenotiazidas,
desenvolvidas a partir do anti-histaminico H1, prometazina, e apresentam afinidade por varios
receptores exercendo acfes antagonistas correspondentes. Sendo o bloqueio do receptor da
dopamina mais importante para o efeito antipsicético, principalmente o blogueio do receptor
tipo D2, importante na génese dos sintomas positivos. Além de bloquear diferentes
mediadores, tais como histamina, catecolaminas, acetilcolina e 5-HT o que contribui para 0s
efeitos adversos apresentados por estes antipsicéticos de primeira geracdo (APG), também
chamados de tipicos ou classicos (RANG, 2007; LULLMANN, 2008).

Os APGs podem ser classificados como: a) alta poténcia: associados aos sintomas
extrapiramidais (SEPs - distonias agudas e discenesias tardias), efeitos anticolinérgicos e
adrenérgicos, porém conferem menor sedacdo, sdao exemplos de farmacos com essas
caracteristicas o Haloperidol e a Flufenazina; b) baixa poténcia, com menores ricos de SEPSs,
contudo apresentam maiores possibilidades de sedacdo, hipotensdo, taquicardia, além de
efeitos anticolinérgicos e adrenérgicos, sdo exemplos a Clorpromazina e a Levomepromazina
(NARDI, 2014).

Os antipsicoticos de segunda geragdo (ASGs) ou atipicos diferem dos classicos em
suas estrutura e nas propriedades farmacoldgicas. Estes se caracterizam pelo antagonismo
dos receptores D2 e da serotonina (5-HT2), sdo ditos atipicos por ndo apresentarem SEPSs e

por ter acdo nos sintomas negativos, visto que 0s sintomas negativos, comprometimento
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cognitivo e afetivo, ocorrem pela hipofun¢do dopaminérgica mesolimbica e pelo excesso de

5-HT (LOLLMANN, 2008).

Sintomas Positivos
T

Antipsicoticos Tipicos
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Figura 5. Acdo dos antipsicoticos convencionais e atipicos.
Fonte: Adaptado de LULLMANN, 2008.

Flufenazina Risperidona

/

Entre os ASGs disponiveis estdo: Clozapina, Risperidona, Olanzapina, Quetiapina,
Ziprazidona, Paliperidona, Amilsuprida e Aripiraprazol (MASSUDA et al., 2013; RANG,
2007). A Clozapina, primeiro ASG descoberto, apesar de poder causar agranulocitose, é
classicamente conhecida por mostrar efeito em pacientes refratarios, além de ser o farmaco de
escolha quando outros antipsicoticos necessitam ser interrompidos frente a reacbes motoras
extrapiramidais (LULLMANN, 2008). A Olanzapina € estruturalmente semelhante a
Clozapina, porém apresenta menor risco de agranulocitose e tem eficacia questionavel em
pacientes resistentes ao tratamento (RANG, 2007).

Os farmacos utilizados atualmente apresentam uma boa resposta para os sintomas
positivos da doenga, mas associagdes sdo indicadas. Para melhorar os sintomas negativos,
muitos tratamentos tém incorporado a terapia adjuvante, incluindo antipsicoticos,
antiinflamatdrios, antidepressivos e N-acetil-cisteina (HALLER, 2014). Como exemplo, em
um estudo conduzido por Lucena e colaboradores (2009) foi possivel demonstrar o papel
positivo da terapia adjuvante da Memantina, indicada para o tratamento de pacientes com
doenca de Alzheimer moderada a grave, no tratamento da esquizofrenia. Houve uma melhora

dos sintomas positivos sem agravamento da psicose no grupo de tratamento ativo, isso se


http://www.grupoa.com.br/autor/heinz-lullmann.aspx
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deve a propriedade antagonista ndo competitivo dos receptores NMDA do farmaco, que atua

prevenindo danos excitotoxicos retardando assim a progressdo dos sintomas.

1.7. Amantadina
A Amantadina consiste de um esqueleto de adamantano que tem um grupo amino

substituido em uma das quatro posi¢fes metino, compondo uma amina primaria triciclica
hidrossoltvel, de férmula molecular C10H17N (PARKES, 1970), sua molécula esta

representada na figura 6.

Figura 6. Molécula da amantadina.
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Cloridrato de amantadina (cloridrato de triciclodecano-1-amina) foi descoberta por
quimicos da Dupont em 1964, descrito como o primeiro farmaco a ter efeito contra o virus
Influenza A (BATISTA, 2011). Apesar de ter sido aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 1976 como um medicamento antiviral, ndo ¢ mais recomendado
para esta finalidade. A acdo antiparkisoniana foi descrita em um estudo duplo-cego
controlado em pacientes com diagnostico de Parkinson, onde foi possivel demonstrar um
espectro de atividade da amantadina similar ao levodopa (PARKES, 1970). Tratamento de
curto prazo da catatonia com amantadina, em pacientes esquizofrénicos, mostrou-se eficaz no
tratamento dos sintomas negativos e cognitivos da doenga (ASEVEDO, 2013).

As propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas da amantadina estdo descritas na
Tabela 2. A amantadina é rapidamente absorvida no trato gastrintestinal, apresentando um
volume de distribuicdo muito grande. E excretada em grande parte na forma n&o
metabolizada, na urina por filtracdo glomerular e provavelmente secrecdo tubular
(GOODMAN & GILMAN, 2012; AOKI, 1988).



Tabela 2. Caracteristicas farmacocinéticas da amantadina.

Formula molecular C10H17N - HCI

Peso molecular 187,71

Solubilidade 50 mg/ml (H,0) Soluvel
em etanol e cloroférmio.

Biodisponibilidade oral e excrecdo urinaria 50 a 90%

Ligacdo a proteinas plasmaticas 67%

Volume de distribuicdo

4,4 + 0,2 I/kg (pacientes com fungéo renal
normal); 5,1 + 0,2 I/kg
(pacientes com doenca renal)

Tempo de Meia- vida

11 a 15 horas (pacientes com fungéo renal
normal - variagdo: 7 a 37 horas); 24 horas
(pacientes com doenca renal; 7 a 10 dias em
pacientes com doenga renal crénica)

Tempo para concentragfes maximas

1 -4 horas

Pico de concentracdo plasmatica

Aproximadamente 0,3 pg/ml. No equilibrio a

concentragdo é de 0,2 a 0,9 pg/ml

Concentragdes maximas

Meédia de 0,5 a 0,8 pug/ml, posologia de
100mg administrados 2 x dia

Fonte: GOODMAN & GILMAN, 2012; AOKI, 1988.
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Apesar do mecanismo de acdo exato da amantadina ndo ser totalmente esclarecido,

varios estudos apontam para o papel modulador do sistema monoaminérgico, que leva ao

aumento da liberacdo de dopamina, serotonina e noradrenalina no hipocampo e amigdala
(LUCENA, 2012; EAGLE, 2014; HOSENBOCUS, 2013; PEETERS, 2002). Inicialmente,

pensava-se que a amantadina aumenta a atividade da dopamina, facilitando a liberagdo de

dopamina pré-sinaptica e blogueando a recaptagcdo de dopamina pos-sinaptica. Na verdade, a

amantadina ndo age diretamente sobre os receptores de dopamina, e sim € um antagonista ndo
competitivo dos receptores de glutamato tipo NMDA (EAGLE, 2014; HOSENBOCUS,

2013). Facilita a liberagdo de dopamina, bloqueia a recaptagdo de dopamina e inibe a ativacdo

da microglia e neuroinflamacdo, desempenhando um papel neuroprotetor frente ao dano

excitotoxico induzido pelo glutamato (EAGLE, 2014).
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Amantadina e sua andloga estrutural, memantina, sdo bloqueadores dos canais de
NMDA que apresentam grande utilidade clinica. Porém, Blanpied e colaboradores (2005)
mostraram que a amantadina inibe as respostas de NMDA por meio da estabilizacdo do estado
fechado do canal, bem como através do bloqueio do canal, evidenciando a amantadina como
primeiro bloqueador de canal receptor de NMDA organico, de baixa afinidade e efeito
fisiologico muito semelhante a0 Mg™". Isso justifica sua boa aceitacdo clinica e perfil
terapéutico distinto de outros bloqueadores, que tendem a piorar ou até mesmo induzir

quadros psicaticos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blanpied%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15800186
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2. OBJETIVOS

Verificar se a amantadina, quando usada como terapia adjuvante aos antipsicéticos,

interfere nos sintomas negativos e positivos de pacientes com diagndstico de esquizofrenia.

1.8. Objetivos especificos:
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

* Verificar se pacientes com diagnéstico de esquizofrenia apresentam modificacdo dos
sintomas negativos quando a amantadina é usada como terapia adjuvante aos antipsicoticos;

» Verificar se pacientes com diagnéstico de esquizofrenia apresentam modificacdo dos
sintomas positivos quando a amantadina é usada como terapia adjuvante aos antipsicoticos;

» Verificar se pacientes com diagnéstico de esquizofrenia apresentam modificagdo dos
sintomas de psicopatologia geral quando a amantadina é usada como terapia adjuvante aos
antipsicoticos;

* Verificar se pacientes com diagndstico de esquizofrenia apresentam modificagdo sérica dos
niveis de BDNF, de quimiocinas (CCL11 e CCL24), de AchE e de marcadores de estresse
oxidativo (TBARS, PCC, GPx, GR, GS-T) quando a amantadina é usada como terapia

adjuvante aos antipsicoticos.
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3. MATERIAIS E METODOS

1.9. Amostra
Foram selecionados para o estudo 20 pacientes com idade entre 18 e 45 anos,

incluindo, de maneira consecutiva, individuos portadores do Diagnostico de Esquizofrenia
pelos critérios DSM-IV (APA, 1994). A escala PANSS (Positive and Negative Scale for
Schizophrenia) foi aplicada, e somente 0s sujeitos que apresentaram pontuacdo maior ou igual
a 20 na sessdo para sintomas negativos foram incluidos. Os critérios de exclusdo utilizados
foram: histéria de epilepsia precedendo o diagndstico de Esquizofrenia; histéria de tumor
cerebral; presenca de doenca grave hepatica, renal ou cardiaca; psicose alcodlica ou toxica;
historia de dependéncia/abuso de substancias psicoativas; situacdo potencial de gravidez e(ou)
lactacdo; outros diagnosticos psiquiatricos (Check-list do DSM 1V); ter sorologia positiva
para o virus HIV.

Os pacientes e os familiares foram informados do que consistia o estudo, seus riscos,
caracteristicas de funcionamento, e somente entraram no estudo apds assinar termo de
consentimento pés-informacdo. O recrutamento dos pacientes foi realizado no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O projeto sob o nimero 09-303 — CEP/HCPA foi aprovado
pelo comité de ética do HCPA.

1.10. Conducéo do estudo
Delineamento do estudo: ensaio clinico randomizado controlado por placebo.

Os pacientes selecionados foram randomizados com base em uma tabela de nimeros
aleatdrios para receber Amantadina ou placebo. A avaliagdo destes pacientes foi realizada ao
longo de 12 semanas. Os antipsicéticos foram mantidos conforme tratamento prévio. Ao
iniciar o estudo (TO) foi aplicada a Escala Breve de Avaliagdo Psiquiatrica (BPRS - Brief
Psychiatric Rating Scale) (OVERALL & GORHAM, 1962) e o sangue venoso periférico foi
coletado para analises bioquimicas. Apds, o tratamento adjuvante com Amantadina ou
placebo, em capsulas de 100mg por dia, foi iniciado. As doses tiveram incremento de 100mg

a cada trés dias até atingir 400mg por dia. A partir da quarta semana 0s pacientes
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administraram cépsulas de 200mg ou placebo duas vezes ao dia. A escala BPRS foi aplicada
na segunda (T2), quarta (T4) e oitava (T8) semana de tratamento para avaliar a eficcia de
tratamentos psiquiatricos. Na décima segunda semana (T12), realizou-se a Ultima avaliacéo

com BPRS, bem como coleta de sangue periférico.

1.11. Analises bioquimicas
Cinco mL de sangue venoso periférico foi coletado de cada individuo no TO e no T12

e foram imediatamente centrifugados a 4.000 g por 10 minutos. As aliquotas de soro foram

mantidas congeladas a -80 °C até serem analisadas.

3.3.1. Carbonilas proteicas

Dano oxidativo a proteinas foi avaliado pela determinacdo de grupos carbonil
(conteldo de carbonilas proteicas, PCC) baseado na reacdo com dinitrophenilhidrazina
(DNPH), de acordo com as instrucdes do fabricante (Cayman Chemical Company, USA).
Foram feitos dois sets de amostras, branco e teste, tratados com éacido cloridrico (HCI) 2N e
DNPH 10Mm, respectivamente. Apoés, foi realizada uma desproteinizacdo pela adicdo de
acido tricloroacético (TCA) a 20% e a 10%. O pellet de proteinas foi em seguida lavado com
uma solucdo de acetato de etila e etanol (1:1). Por fim, foi acrescentado hidrocloreto de
guanidina para ressuspender o pellet. A absorbancia foi lida a 370nm.

3.3.2. Proteinas

O conteddo proteico das amostras foi determinado pelo método de Lowry e

colaboradores (1951), utilizando como padrédo albumina bovina sérica.

3.3.3. TBARS

Os niveis de peroxidagdo lipidica foram avaliados através da formagdo do composto
malondialdeido (MDA), como descrito anteriormente (Wills, 1966) e de acordo com as
instrucdes do fabricante do Kit utilizado (Cayman Chemical Company, USA).
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Resumidamente, as amostras foram tratadas com desnaturante dodecilsulfato de sédio (SDS)
e, em seguida, incubadas por 1 hora, em banho seco a 100°C, na presenga de reagente de cor
contendo acido tiobarbiturico, formando composto corado na presenca de MDA. As TBARS

foram determinadas pela absorbancia em espectrofotdmetro a 535 nm.

3.3.4. Quimiocinas: Eotaxina/CCL11 e Eotaxina-2/CCL24

A determinagédo das quimiocinas no soro de pacientes e controles foi realizada por Kit
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) sanduiche de acordo com as instrucdes do
fabricante (DuoSet, R & D Systems, Minneapolis, MN, USA). Resumidamente, placas de 96
pocos foram sensibilizadas overnight com o anticorpo de captura especifico (CCL11 ou
CCL24) em PBS. Em seguida, as placas foram lavadas com tampé&o de lavagem (PBS, pH 7,4,
com 0,05% de Tween 20) e bloqueadas overnight com reagente diluente (PBS com 1% de
BSA). Apds lavagem, foram adicionadas as amostras, diluidas 1:3, e mantidas a temperatura
ambiente por 2 horas. As placas foram lavadas novamente e foi adicionado um anticorpo de
deteccdo biotinilado, incubado durante 2 horas a temperatura ambiente. Apos a lavagem, foi
realizada a incubac¢do com o conjugado de estreptavidina-peroxidase (diluido 1: 200 em
reagente diluente) durante 20 min a temperatura ambiente. Depois, as placas foram lavadas e
incubadas com o substrato durante 20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, a solugédo
de parada (H2SO4 1 M) foi adicionada e a quantidade de quimiocinas foi determinada por

absorvancia a 450 nm.

3.3.5. BDNF

Os niveis séricos de BDNF foram determinados utilizando Kit ELISA sanduiche, de
acordo com as instrucdes dos fabricantes, (Chemicon, Temecula, CA, USA). Resumidamente,
BDNF da amostra se liga especificamente a um anticorpo policlonal de captura e,
posteriormente, incubada com um segundo anticorpo monoclonal de detec¢do. A peroxidase

de rébano e solucéo de tetrametilbenzidina foram adicionados para produzir uma reagao.

3.3.6. Acetilcolinesterase
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A acetilcolinesterase teve sua atividade determinada seguindo o aumento da cor
amarela produzida a partir da reacdo entre tiocolina, produzida na hidrolise da acetilcolina, e
dithiobisnitrobenzoate (DTNB), coforme descrito anteriormente (Ellman, 1961) e de acordo
com as instruc@es do fabricante do Kit utilizado (Abcam, UK). Foi preparada uma mistura de
reacao contendo tampédo, DTNB e acetilcolina a qual foi adicionada as amostras, diluidas 1:50

em triplicata, e o padrdo. Apos incubacao de 30 minutos a absorbancia foi lida em 410nm.

3.3.7. Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da enzima GPx foi determinada indiretamente através de um ensaio
enzimatico utilizando kit comercial (Cayman Chemical Company, USA), de acordo com o
método de Wendel (1981) e segundo instru¢fes do fabricante. Em uma placa de 96 pocos,
foram adicionadas as amostras, diluidas 1:2, e o co-substrato, composto por NADPH,
glutationa e glutationa redutase. O ensaio foi realizado na presenca de controles negativos e
positivos. Para iniciar a reacdo foi adicionado hidroperéxido de cumeno e o consumo de
NADPH foi monitorado em cinco tempos diferentes a 340nm. Uma unidade de GPx ¢é
definida como 1ymol de NADPH consumido por minuto e a atividade é representada por

unidades de GPx/mg de proteina.

3.3.8. Glutationa Redutase (GR)

A protecdo frente ao estresse oxidativo, conferido pela GR, foi avaliada através da
reducdo da glutationa na presenca de NADPH, conforme descrito anteriormente (Calberg,
1985) e segundo instrucBes do fabricante do Kit (Cayman Chemical Company, USA). As
amostras, diluidas 1:2, foram adicionadas de tampdo e glutationa oxidada, sendo a reacao
iniciada pela adicdo de NADPH. Cinco tempos diferentes foram monitorados a 340nm, sendo
a atividade da GR diretamente proporcional a oxidacdo do NADPH e a reducdo da

absorbancia.

3.3.9. Glutationa S-Transferase (GS-T)

A atividade total da GS-T foi medida pela conjugacdo da glutationa reduzida com o

CDNB (1-cloro-2,4-dinitroobenzeno), conforme instrugdes do fabricante do Kit (Cayman
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Chemical Company, USA). A atividade da GS-T é diretamente proporcional ao aumento da

absorbancia a 340nm, acompanhando o aumento do nimero de conjugacoes.

3.4. Andlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada no software Statistical Package for Social Sciences

(SPSS), versdo 20.0. Foi utilizado um modelo de regressao linear para medidas repetidas —
General Linear Model — para verificar o efeito do tratamento nos sintomas entre 0s grupos.
Para comparacdo das variaveis demogréaficas e medidas séricas entre os grupos, foi usado o
teste T-Student para distribuicdo paramétrica e Mann-Whitney para distribuicdo néo-
paramétrica. Analises descritivas sao apresentadas como média e desvio padrdo. Valores de p

< 0,05 foram considerados significativos.
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Os resultados referentes as caracteristicas sociodemogréaficas da amostra dos pacientes

estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas sociodemogréficas.

Caracteristica Média + DP
Sexo (F/M) 5/15 -
Idade 21/38% 27.80 + 5.05
Anos estudo 3/13% 8.40 +3.13
IMC 19/42% 27.25 + 6.04"
Tabagismo Atual (S/N) 7/13 11.35 + 19.56"
Etnia (Branco/N&o branco) 11/8 -
Amantadina/Placebo 9/11 -
Idade diagnostico 14/35% 22.85 + 6.02
Idade primeiro episodio 14/35% 22.30£6.04
Uso Clozapina (S/N) 0/20 -
Tempo de doenga (<10anos) 20 -
FAST - 38.55+ 1341

DP, desvio padrdo; F, femino; M, masculino; S, sim; N, ndo; FAST,
Functioning Assessment Short Test; ~n=19; *n=18; ¥ minimo/maximo; "

Cigarros por dia.

O tratamento com amantadina apresentou diferenga significativa nos sintomas de

psicopatologia geral da escala BPRS (p < 0,001) e na sua subescala de sintomas negativos (p

=0,015), mas o mesmo n&o se aplica para os sintomas positivos (p = 0,198) (Tabela 4).
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Tabela 4. Avaliacdo dos sintomas, segunda escala BPRS, nas doze semanas de tratamento.

Média + DP Pillai’s Trace
TO T2 T4 T8 T12 F P
BPRSPos. 1,719 0,198
Placebo 363+ 727+ 745+ 7,09+ 700+
4,31 4,71 512 5,35 4,75
Amantadina 744+ 778+ 456+ 6,00 489+
4,53 3,38 2,96 4,69 3,33
BPRSNeg. 4,358 0,015*
Placebo 927+ 727+ 745+ 7,09+ 700+
4,60 4,71 5,12 5,35 4,75
Amantadina 8,00 + 7,77 455+ 6,00 4,88+
3,60 +3,38 2,96 4,69 3,33
BPRSTot. 22,632 0,000*
Placebo 2154 17,09+ 18,00+ 16,45 1654+
+7,77 9,66 14,81 + 9,56
12,87
Amantadina 27,33 21,77+ 12,00+ 13,44 12,00

+7,48 8,65 6,12 +596 7,61

DP, desvio padrdo; Pillai’s trace, teste multivariado, BPRS, Brief Psychiatric Rating Scale :
BPRSPos., sintomas positivos; BPRSNeg., sintomas negativos; BPRSTot., sintomas de
psicopatologia geral; TO, baseline; T2, duas semanas; T4, quatro semanas; T8, oito semanas; T12,
doze semanas; *p < 0,05.

Essas diferencas podem ser observadas nas Figuras 6 e 7.

—— Amantadina
Placebo

8-

BPRS Positivo
1

4

T
TO T2 T4 T8 Ti2

Figura 6. Gréafico da avaliacdo dos sintomas positivos durante
as doze semanas de tratamento com amantadina ou placebo.
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Figura 7. Gréafico da avaliacdo dos sintomas negativos e de psicopatologia geral
durante as doze semanas de tratamento com amantadina ou placebo.

Os resultados dos niveis dos biomarcadores avaliados foram expressos em indice, ou
seja, através da variacdo entre os resultados da ultima coleta (semana 12) e primeira coleta
(baseline). A terapia com amantadina ndo alterou significativamente os parametros, exceto o

indice de proteinas carboniladas (Tabela 5).

Tabela 5. Niveis dos biomarcadores séricos apds 0 uso de amantadina.

indice Média + DP P

BDNF 2,773 +17,32 0,603
Proteinas Carboniladas -0,016 + 0,05 0,020*
TBARS -10,777 £ 20,13 0,412
GPx 10,276 + 210,26 0,295
GR 0,967 + 6,01 0,412
GS-T -1,723 £ 13,05 0,656
AchE 3,401 £+ 8,02 0,824
CCL11 -8472,35 + 32101,39 0,370
CCL24 38966,45 + 140165,24 0,552

indice, variacdo T12 — TO; BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; GPx, glutationa
peroxidade; GR, glutationa redutase; GS-T, glutationa s-tranferase; AchE, acetilcolinesterase;
CCL11/CCL24, quimiocinas; DP, desvio padrédo; *p <0,05.

A Figura 8 demonstra 0 aumento do estresse oxidativo apresentado pelos pacientes

tratados com amantadina em relag&o ao grupo controle.
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indice de proteinas carbonilas no grupo tratado com amantadina
controle; p < 0,05; Teste t ndo paramétrico : Mann-Whitney.



31

5. DISCUSSAO

Amantadina foi utilizada inicialmente como antiviral, mas devido a seu menor efeito
psicomimético, ganhou destaque no tratamento da doenca de Parkinson. Seu mecanismo agéao
ainda ndo esta bem descrito na literatura. Sabe-se que amantadina age como antagonista ndo
competitivo dos receptores NMDA de glutamato, tendo por caracteristica sua baixa afinidade
pelo receptor e sua rdpida cinética de bloqueio e desbloqueio. E também age promovendo a
sintese e liberacdo de dopamina e diminuindo a recaptacdo de dopamina na fenda pré-
sinaptica (KORNHUBER, 1994; BLANPIED, 2005; PEETERS, 2002).

Neste estudo osbservou-se que a amantadina, utilizada como adjuvante na terapia com
antipsicoticos, exceto clozapina, foi capaz de diminuir os sintomas negativos e de
psicopatologia geral da esquizofrenia, em relacdo ao grupo placebo, de acordo com a escala
BPRS. Néao houve aumento dos sintomas positivos medidos pela BPRS, apesar do papel de
modulador dopaminérgico deste farmaco. A melhora dos demais sintomas evidencia o
envolvimento dos receptores glutamatérgicos tipo NMDA na fisiopatologia da doenca.

A eficiéncia para tratar sintomas negativos e cognitivos na esquizofrenia corrobora
estudos anteriores que também apresentam esses resultados com uso de aminoadamantanos -
amantadina e memantadina (GAMA, 2010; CARPENTER, 2006). Estando de acordo com a
hip6tese de que a homeostase do sistema dopaminérgico e glutamatérgico, em algumas areas
do cérebro, mediada pela ativacao dos receptores NMDA, seria de alguma forma responsavel
pela melhora destes sintomas (LUCENA, 2012).

Amantadina atua nos receptores de NMDA acelerando o fechamento do canal, apesar
de apresentar uma rapida cinética de desligamento, ao contrario de outros antagonistas, como
a fenciclidina e cetamina, que mantém o canal aberto (BLANPIED, 2005). A manutencéo do
canal aberto aumenta o influxo de célcio, aumentando a neurotransmissdo, levando a sintomas
psicoticos (STAHL, 2013; BRESSAN, 2003) e também a excitotoxicidade, culminando na
morte neuronal (RUGGIERO, 2011). A afinidade do antagonista pelos INMDA também tem
grande relacdo com seus efeitos. Blogueadores de alta afinidade apresentam efeitos
psicomiméticos, semelhantes a esquizofrenia, incluindo alucinacéo, paranoia, emocao retraida

e retardo motor. Assim, propde-se que o uso de antagonistas de NMDA de baixa afinidade
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pode ter melhor efeito terapéutico e com menores efeitos adversos do que aqueles de alta
afinidade (GETER-DOUGLASS, 1994).

O efeito da amantadina sobre os neurdnios dopaminérgicos em cérebro de ratos foi
investigado por Toide (1990), onde ele foi capaz de mostrar diferentes efeitos do farmaco em
relacdo a concentracdo de dopamina (DA), acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e acido
homovanilico (HVA) em diferentes regides do cérebro. Na concentracdo de 40 mg/kg,
amantadina aumentou os niveis de dopamina em 16%, de DOPAC em 24 % e de HVA em
44% no cortex frontal. Estas mudancas foram diferentes quando comparadas a outras regioes,
tais como corpo estriado e nucleo caudado. Juntos, estudos pré-clinicos e clinicos, sugerem o
papel da amantadina na mediagdo dos sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia, visto
que hd um aumento da concentracdo de dopamina na via mesocortical, caracteristica da
hipofuncionalidade na doenca.

Ensaios abertos, realizados por diferentes pesquisadores também mostraram dos
sintomas da esquizofrenia. Por exemplo, Mcevoy e colaboradores (1987) mostraram que apos
tratamento de seis semanas, 0s pacientes que utilizaram amantadina tiveram uma melhora nos
testes de aquisicdo de memdria, em comparacdo com aqueles tratados com anticolinérgico,
evidenciando diminuicdo dos efeitos colaterais extrapiramidais ocasionados por
antipsicoticos. Gama e colaboradores (2010), com base em uma série de casos, demonstraram
a melhora dos sintomas negativos e positivos da esquizofrenia em pacientes utilizando
amantadina como coadjuvante aos antipsicoticos.

Lucena e colaboradores (2009) mostraram que a memantina, usada como adjuvante a
terapia com clozapina foi capaz de melhorar tanto os sintomas positivos como 0s negativos,
em pacientes refratarios. Como ja mencionado, memantina é um antagonista ndo competitivo
dos receptores NMDA, contudo vérios estudos também vém sugerindo a interacdo da
clozapina com os INMDA (SCHWIELER, 2004; TSAI, 1999; SCHWIELER, 2008). Gray e
colaboradores (2009), em estudo com animais, demonstram que o tratamento cronico com
clozapina era acompanhado ndo s por uma up-regulation dos receptores de NMDA, na
regido hipocampal e cortical. A clozapina pode exercer funcdo de agonista parcial ou
antagonista no sitio de ligacdo da glicina nos receptores NMDA. Quando o sitio
glicina/rNMDA esta saturado por ligantes endogenos (glicina ou D-serina), ha uma acéo
antagonista da clozapina, 0 que esta associada com a ativacao de neurénios dopaminérgicos.
Ja acdo agonista no sitio glicina/rNMDA ¢ proeminente no cérebro hipoglutamatérgico, o que

leva a inibi¢cdo dos neurdnios dopaminérgicos da area tegumental ventral (Schwieler, 2008),
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ou seja, a clozapina reduz os sintomas negativos atraves do aumento da funcdo dos rNMDA.
Com isso, € possivel sugerir que a memantina teve bons resultados nos sintomas da
esquizofrenia baseado na acdo da clozapina nos rNMDA. Enquanto, a amantadina teve o
mesmo feito sobre os sintomas negativos, em pacientes tratados com antipsicoticos em geral,
exceto clozapina, o que pode ter uma colaboragédo do seu efeito dopaminérgico.

O presente estudo avaliou pardmetros bioquimicos, tais como neurotrofinas, estresse
oxidativo e marcadores imunoldgicos, para complementagdo dos dados clinicos, visto que na
literatura a investigacdo destes biomarcadores € amplamente empregada na elucidacdo da
fisiopatologia da esquizofrenia (PEDRINI, 2011). S&o também utilizados para
acompanhamento da resposta farmacolégica (TRAMONTINA, 2009). Porém, ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas, entre o baseline e o fim do estudo,
exceto na dosagem de proteinas carboniladas, indicador de estresse oxidativo.

Muitos estudos sugerem que o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) pode
estar relacionado com as anormalidades do desenvolvimento neuroldgico encontrados na
esquizofrenia. S&o significativamente reduzidos os niveis de BDNF no soro de pacientes com
esquizofrenia, porém estdo correlacionados positivamente com niveis clozapina (QIAN,
2007). O uso do derivado aminoadamantado, memantina, mostrou-se capaz de aumentar
0 BDNF, devido a um efeito em células ndo neuronais conhecidos por produzir BDNF,
ativando os receptores NMDA extra sinapticos e promovendo a funcdo neuronal (MEISNER,
2008). Apesar de Ohlmeier e colaboradores (2008) demonstrarem que a amantadina era capaz
de contribuir para o aumento do BDNF e estabilizar a membrana neuronal em pacientes
bipolares infectados pelo virus da doenga de Borna, porém nossos resultados n&o corroboram
esse achados.

Muitos estudos avaliam a associacdo do tratamento com antipsicGticos e 0s niveis
séricos de BDNF, contudo os resultados sdo contraditérios (RIZOS, 2014). Gama e
colaboradores (2007) demonstraram que os niveis de BDNF estavam elevados em pacientes
tratados com antipsicoticos (tipicos e atipicos) em compara¢do com 0s controles saudaveis.
Em contrapartida, alguns estudos relatam que o tratamento com haloperidol e risperidona
pode diminuir os niveis desta neurotrofina (PILLAI, 2008) ou até mesmo ndo mostrar
diferencas significativas ap0s quatro semanas de tratamento com risperidona (YOSHIMURA,
2007). Com isso ndo se pode descrever de que forma os antipsicoticos afetam os niveis de

BDNF. Contudo, devemos considerar o papel de outros fatores, tais como fase da doenga,
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Sexo e caracteristicas genéticas, que parecem desempenhar um importante papel nos niveis de
BDNF.

Alteracdes imunoldgicas sdo associadas a esquizofrenia, sendo a investigacdo de
citocinas, no soro e plasma dos pacientes, amplamente descrita na literatura, focando
principalmente nas citocinas pré-inflamatdrias (MULLER, 2006; KUNZ, 2011; ASEVEDO,
2013 PEDRINI, 2014; STUART, 2014). No entanto, poucos estudos tem avaliado
longitudinalmente a relacdo destas quimiocinas com a esquizofrenia. O que € muito
importante para esclarecer o papel da quimiocinas, tendo como base as ligacbes mecéanicas
entre esquizofrenia e periodos neurolégico de desenvolvimento (Stuart, 2014). De acordo com
revisdo apresentada por Stuart & Baune (2014), as quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL5
apresentam-se aumentadas em pacientes esquizofrénicos em comparagdo com 0s controles.
CCL11 também ¢é descrita por estar aumentadas no soro de pacientes com esquizofrenia em
comparagdo com os controles (p <0,01). Da mesma forma que CCL11, CCL24 é também um
ativador eficaz do receptor de quimiocina CCR3, que é expresso em eosindfilos e outros tipos
de células, incluindo os mastdcitos e linfocitos que segregam IL-4 e IL-5. Porém, CCL24 ndo
foi alterada em doentes com esquizofrenia (TEIXEIRA, 2008). Em contrapartida, Pedrini e
colaboradores (2014) descreveram niveis elevados de CCL11 e CCL24 em pacientes
crénicos quando comparados ao grupo controle. Os nossos resultados corroboram os dados de
CCL24 apresentados por Teixeira e colaboradores (2008), mas ndo os descritos para CCL11
(TEIXEIRA, 2008; PEDRINI, 2014). Contudo, ndo fica claro se as quimiocinas funcionam
como biomarcadores Uteis para a esquizofrenia. Para isso seriam necessarios mais estudos
envolvendo modelo animal de esquizofrenia incluindo ensaios de quimiocinas, com intuito de
esclarecer a real relevancia desses marcadores e seus receptores na doenca.

Existem muitas evidéncias de que o estresse oxidativo pode desempenhar um papel
importante na fisiopatologia de doencas neurodegenerativas, tais como a esquizofrenia
(DADHEECH, 2006; GAMA, 2008; NG, 2008; DIETRICH-MUSZALSKA, 2010; GAMA,
2006). Quando a defesa antioxidante esta prejudicada pode haver um aumento da peroxidacao
lipidica. Um dos mais importantes antioxidantes enddgenos é glutationa, que desempenha um
papel importante no metabolismo, transporte, detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio e
protecdo celular. Niveis significativamente mais baixos de GSH, GPx e GR séo encontrados
no grupo esquizofrénico que no grupo controle sem transtornos psiquiatricos (YAO, 2006).
H& uma reducdo de 27% nos niveis de GSH no liquido cefalorraquidiano de pacientes ndo

tratados e uma reducdo semelhante (41%) no caudado de pacientes esquizofrénicos pos-morte
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(RAFFA, 2011). Outra forma de avaliar o estresse oxidativo é através da investigacdo do
malondialdeido (MDA), produto final da peroxidacao lipidica. O MDA é avaliado através das
substancias tiobarbitdricas reativas (TBARS) (DIETRICH-MUSZALSKA, 2010). Muitos
estudos descrevem os niveis de TBARS elevado tanto em pacientes esquizofrénicos tratados
como nos pacientes ndo tratados (DIETRICH-MUSZALSKA, 2010; GAMA, 2006; GAMA,
2008), bem como, em irmdos de pacientes esquizofrénicos (MASSUDA, 2013). Por outro
lado, alguns estudos descrevem ndo encontrar uma diferenca significativa entre os niveis de
TBARS nos pacientes em comparagdo com os controles saudaveis (HUANG, 2010;
RANJEKAR, 2003). Sendo descrito também que o tratamento com antipsicéticos, tanto com
os tipicos como com os atipicos, apresenta efeito similar no que diz respeito as enzimas
antioxidantes e a peroxidacdo lipidica (HUANG, 2010). Nosso resultados ndo apresentaram
alteracdes significativas na avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes (GPx, GR, GS-
T) e na dosagem TBARS. Entretanto, deve-se levar em consideracdo alguns parametros ao
avaliar o estresse oxidativo, tais como: a amostra de teste (sangue, plasma ou soro), tempo de
processamento da amostra (o processo rapido evita a autoxidacdo da GSH, por exemplo), a
idade, dieta, alteracdes hormonais e fumo de cigarro; visto que estes fatores podem influenciar
os resultados (HUANG, 2010).

Apesar disso, o conteddo de carbonilas proteicas (outro marcador do estresse
oxidativo) apresentou-se elevado nos pacientes submetidos a terapia coadjuvante com
amantadina. O PCC é descrito como um amplo biomarcador de oxidacéo, visto que niveis
elevados de carbonilacdo de proteinas geralmente € um sinal ndo s6 de estresse oxidativo, mas
também de uma disfuncéo proteica associada a doenca. Utilizando PCC como biomarcador de
estresse oxidativo, em preferéncia aos produtos de peroxidacdo lipidica, tem-se a vantagem de
que as proteinas oxidadas sdo geralmente mais estaveis (DALLE-DONNE, 2003).

Na doenca de Parkinson (DP), tem-se observado um aumento de PCC em todas as
regides do cérebro examinadas, incluindo a substancia negra, o ganglio basal, o globo pélido,
cortex frontal e cerebelo. Sendo esta alteracdo sugerida como uma consequéncia do
tratamento com L-DOPA (BEAL, 2002), que é convertida a dopamina nos terminais pré-
sinapticos do estriado, principalmente (GOODMAN & GILMAN, 2012). O neurotransmissor
dopamina é uma das principais fontes de ROS no SNC. Quando em excesso, a dopamina é
rapidamente oxidada, isso pode ocorrer por duas vias: via enzimatica e via ndo enzimatica
(GRIMA, 2003; FOLLMER, 2013). Na oxidagdo enzimatica, via a¢do das enzimas MAO-A
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ou MAO-B, além da formacdo do aldeido DOPAL (3,4-di-hidroxifenilacetaldeido), ha a
geracéo de per6xido de hidrogénio. O peréxido de hidrogénio, na presenca de Fe*?, pode gerar
radicais hidroxilas altamente reativos e citotoxicos. Ja na oxidacdo ndo enzimatica, ocorre a
perda de elétrons levando a formacdo de dopamina orto-quinona, capaz de reagir com
importantes nucledfilos celulares como tidis e proteinas (FOLLMER, 2013). Pouco se sabe a
respeito do efeito da amantadina na regulagdo dos receptores dopaminérgicos. Contudo, é
amplamente descrito na literatura que este farmaco possui uma agdo monoaminérgica
proeminente; age promovendo a sintese e liberacdo de dopamina e diminuindo a sua
recaptacao na fenda pré-sinaptica (PEETERS, 2002). Com base nisso, podemos sugerir que a
amantadina contribuiu para 0 aumento da oxidag&o proteica nos pacientes devido ao aumento
da concentracdo de dopamina. Porém, mais estudos envolvendo um tamanho amostral maior
s80 necessarios para comprovar essa relagdo entre amantadina e oxidagdo proteica.

Deve-se ter em mente que a esquizofrenia é caracterizada por uma sindrome, portanto
os resultados devem ser interpretados com cautela. Ou seja, devem avaliados considerando
suas limitagcdes. Em primeiro lugar, 0os nossos resultados precisam ser replicados em uma
amostra maior para se ter um maior poder estatistico. E em segundo lugar, uma vez que o
estudo tinha apenas 12 semanas de follow-up, pesquisas futuras com um maior tempo de
seguimento s&o necessarios para determinar a eficicia da amantadina, seu papel a longo prazo
no tratamento adjuvante aos antipsicéticos, bem como a dosagem mais eficaz e duracdo do
tratamento na esquizofrenia.

Este estudo contribui para um melhor entendimento sobre as bases fisiopatoldgicas da
esquizofrenia e o possivel envolvimento delas com o sistema glutamatérgico. Por fim, este é 0
primeiro ensaio clinico randomizado mostrando o beneficio do tratamento com amantadina

como complemento a terapia com antipsicoticos.
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