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LISTA DE ABREVIATURAS

S5HT2= serotonina

5HT2-A= receptor de serotonina A

ATV= area tegmental ventral

BAPTA= um quelante do calcio

BDNF = Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (do inglés brain-derived neurotrophic
factor)

BD = do inglés, bipolar disorder

BPRS-A= Escala Breve de Avaliagédo Psiquiatrica versao Ancorada (do inglés Brief
Psychiatry Rating Scale- Anchored)

D1= receptor de dopamina D1

D2= receptor de Dopamina D2

DA = dopamina

ELISA = Um ensaio imuno-absorvente ligado a enzima (do Inglés Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay)

ERK= Quinase reguladora de sinal extracelular (do inglés extracellular signal-regulated
kinase)

JNK kinase= c-Jun N-terminal kinase

K252a = um inibidor ndo seletivo da tyrosine kinase

KDa= Kilo Dalton

LCR = liquido céfalo raquidiano

Li* = litio

LSD= Acido Lisérgico

MAPK= kinase ativadora de mitose

MK-801= dizolcipina

NF-kB= fator nuclear kappa B (em inglés nuclear factor-kappa B)

NGF= Fator de Crescimento do Nervo (do inglés Nerve Growth Factor)

NMDA = receptor glutamatérgico n metil d aspartato

NT3, NT4, NT5, NT6 e NT7 = Neurotrofina 3, Neurotrofina 4, Neurotrofina 5, Neurotrofina 6
e Neurotrofina 7

p75NR = receptores de neurotrofinas de baixa afinidade/ receptor neurotréfico p”°
PI13K=phosphatidylinositol-3-OH kinase



PCP= droga fenilciclidina ou peniciclidina

PET = tomografia por emissao de positrons

PLC-y = phospholipase-C-C-y

SNC= Sistema Nervoso Central

SNP sistema nervoso periférico

SPECT= tomografia computadorizada por emissao de féton unico

SPSC= sinal espontaneo pds-sinaptico (do inglés spontaneus postsynaptic currents)
SZ= do inglés Schizophrenia, Esquizofrenia

TrK= receptores neurotrofinas de alta afinnidade (TrkA, TrKB e TrKC)

VPT = valproato



Resumo

Ha evidéncia que transtornos psiquiatricos como a Esquizofrenia estdo associados
com a desregulacao da neuroplasticidade devido as alteragbes das neurotrofinas. NT3 &
uma importante neurotrofina no sistema nervoso central e tem fung¢des biolégicas chaves
como a promogao da sobrevivéncia, diferenciacdo e plasticidade neuronal. NT3 tem um
papel central no desenvolvimento neuronal precoce; aumentando a sobrevivéncia de
neurdnios dopaminérgicos, sugerindo assim possivel envolvimento na fisiopatologia de
transtornos neuropsiquiatricos relacionados a dopamina, como é o caso da Esquizofrenia.
Variagdes no gene NT3 aumentam o risco de Esquizofrenia. Trés grupos de pacientes
Esquizofrénicos diagnosticados pelo DSM |V, cronicamente medicados em tratamento com
clozapina (n = 12), haloperidol (n = 12), risperidona (n = 12) e 10 controles saudaveis,
tiveram coletados 5 ml de sangue por venopuntura. Niveis séricos de NT3 foram medidos
usando sandwich-ELISA e foram significativamente menores em pacientes
Esquizofrénicos (p < 0.005) quando comparados com os controles. Este resultado sugere
que este sistema sinalizador da NT3 pode ter um papel na fisiopatologia da Esquizofrenia
e estar relacionado ao curso da doencga ou a variaveis de tratamento.

Estudos longitudinais sdo necessarios para esclarecer se 0os baixos niveis séricos
de NT3 estdo presentes desde os prodromos e/ou inicio da doenga, ou se apenas € uma
variagao decorrente do curso da Esquizofrenia. Com este tipo de estudo no futuro,

saberemos se ha potencial para a utilizagdo da NT3 como biomarcador na Esquizofrenia.

Palavra-chave: Neurotrofina, NT3, BDNF, Esquizofrenia, Antipsicoticos
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1. Introducgao

A esquizofrenia € uma doenga mental crénica, caracterizada por distor¢oes do
pensamento, delirios bizarros, alteragbes na sensopercepc¢do e respostas emocionais
inadequadas, que podem levar o paciente a algum grau de deterioracdo. Esta patologia
tende a interferir no desempenho escolar e profissional destes pacientes, que terao
dificuldade de ingressar na universidade e até concluir estudos, além de dificuldade de
assumir posigdes de trabalho que exijam maior responsabilidade. Como resultado, o status
sécio-econémico destes pacientes é reduzido (Hashimoto et al., 2004).

Como muitos dados indicam, a esquizofrenia é um transtorno do
neurodesenvolvimento, e por isto se torna plausivel o enfoque no estudo das neurotrofinas
como pegas importantes desta doenga (Thompson et al., 2001).

Desta forma, algumas das neutrotrofinas podem contribuir para a fisiopatologia da
esquizofrenia. Muitos mecanismos sao possiveis, tanto o aumento como a diminuigdo dos
niveis de neurotrofinas, desequilibrio entre diferentes neurotrofinas, anormalidades no
controle e tempo de producdo, secrecdo e sinalizacdo das vias envolvidas. Deve ser
observado que muitos outros fatores de crescimento devem ser levados em consideragao
no envolvimento dos processos neuropatologicos. Por exemplo, infeccao materna viral
parece estar associada a esquizofrenia, possivelmente devido a elevagao das interleucinas
no cérebro do feto, seja de maneira direta ou pela regulacédo de neurotrofinas que neste

caso também perturbardo o desenvolvimento cerebral (Lindholm et al., 1987).
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2. Fundamentacgao tedrica

2.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia esta entre os transtornos psiquiatricos mais graves e devastadores,
afetando cerca de 1% da populagdo. Geralmente manifesta-se clinicamente no final da
adolescéncia e inicio da idade adulta e apresenta igual prevaléncia entre homens e
mulheres. O pico da idade de inicio da doengca em homens é entre 15-25 anos, sendo que
em mulheres ocorre um atraso de 3-5 anos (Pearlson, 2000).

Os transtornos esquizofrénicos caracterizam-se por distorcdes profundas e
caracteristicas no pensamento e na percepgao, e por afeto inapropriado ou embotado. Em
outras palavras, sao caracterizados por uma ampla variedade de sintomas que refletem
alteragbes nos processo cognitivo, psicomotor e emocional. Isto inclui pensamentos
desorganizados, delirios, disparidade de pensamento légico e disturbios de percepcéo, tal
como alucinagdes (Lesch, 2001).

Critérios diagnésticos claros baseados em caracteristicas fenomenoldgicas sao

apresentados no DSM IV. A seguir, estes critérios serao apresentados no quadro 1.
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Quadro 1: Critérios diagnoésticos da Esquizofrenia segundo o DSM IV

Critério A: Sintomas caracteristicos: dois (ou mais) dos seguintes, cada qual presente
persistentemente durante um més (ou menos se tratado com sucesso):

1 delirios

2 alucinagdes

3. desorganizacgao da fala (p.ex.: interrupgao frequiente ou incoeréncia)

4 comportamento grosseiramente desorganizado ou catatonico

5 sintomas negativos i.e.embotamento afetivo, alogia ou avoli¢cao.

Nota: Apenas um sintoma do critério A é necessario se os delirios forem bizarros ou se as
alucinagbes consistirem em uma voz mantendo comentarios continuos sobre
comportamento ou pensamento das pessoas, ou duas ou mais vozes conversando entre
Si.

Critério B: Disfungéo Social/ Ocupacional: Por um periodo de tempo significativo desde o
inicio do disturbio uma ou mais areas de atividade, tais como, o trabalho, relacdes
interpessoais ou cuidados pessoais, estdo acentuadamente abaixo do nivel alcangado
antes do inicio da doenga (ou quando o inicio for na infancia ou adolescéncia,
incapacidade de atingir o nivel esperado de alcance interpessoal, académico ou
ocupacional).

Critério C: Duracao: Sinais continuos de disfuncédo persistem por pelo menos 6 meses.
Esse periodo de 6 meses deve incluir pelo menos um més de sintomas caracteristicos (ou
menos, se tratado com sucesso) e pode incluir periodos de sintomas prodrémicos e
residuais. Durante esses periodos prodrémicos ou residuais os sintomas podem
manifestar-se apenas por sintomas negativos ou sintomas do Critério A presentes de
forma atenuada (por exemplo: crengas estranhas, experiéncias perceptivas inusitadas).
Critérios D: Exclusao de Transtorno de Humor ou Esquizoafetivo.

Critério E: Exclusao de uso de substancia/ Condicao Médica Geral: O disturbio nao se
deve a efeitos fisiolégicos diretos de uma substancia (por exemplo: drogas ilicitas,

medicagao), ou uma condicdo médica geral.
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O risco de desenvolvimento da esquizofrenia € maior quando ha histéria familiar da
doenca, especialmente se ha parentesco de primeiro grau. (Kendler, 2000).

O curso da doenca é variado. Embora alteragbes sutis do comportamento,
motricidade e cognicdo tenham sido descritas no periodo pré-morbido, os sintomas
usualmente se apresentam de maneira mais clara apdés alguns anos de evolugdo. Os
eventos que desencadeiam a doenca propriamente dita ndo sao totalmente conhecidos,
mas parecem incluir processos maturativos do SNC como proliferacdo e migracdo dos
neurénios da glia, proliferacao axonal e dendritica, morte celular programada (apoptose),
mielinizacdo axonal, conexdes sinapticas; e interagdes ambientais como doencgas fisicas
ou traumas, estresse psicoldgico e abuso de substancias (Weinberger, 1995; Lieberman et
al., 2001).

Na maioria dos pacientes o inicio € incidioso e se caracteriza por uma mudanca no
padrédo de interagao social e do afeto. O paciente percebe e interage com o ambiente de
maneira diferente da habitual, sendo que os sintomas positivos e desorganizados
aparecem somente meses mais tarde. No entanto, em alguns casos o inicio € abrupto e
com sintomas psicéticos proeminentes.

Nao existe até o0 momento exames complementares que sejam capazes de auxiliar
de forma inequivoca no diagndstico de pacientes individualmente. Por outro lado,
atualmente ja existe um maior entendimento da neurobiologia da esquizofrenia.

Hipotese de neurodesenvolvimento:

Esta hipbtese postula que anormalidades no neurodesenvolvimento cerebral inicial,
aumentem o risco de emergéncia subsequiente de sintomas clinicos (Miyamoto et al.,
2003). Portanto, a doenga seria causada por lesbes cerebrais determinadas por uma
combinacao de fatores genéticos e/ ou ambientais iniciais e que eventualmente interagem
com o processo de maturacdo normal do cérebro para facilitar sintomas como a psicose
(Cannon et al., 2002)

Estudos de imagem revelam claras anormalidades estruturais cerebrais
(deficiéncias no lobo temporal, volume cerebral reduzido, aumento ventricular, perda da
massa cinzenta do lobo temporal, redu¢do do volume do talamo) e redugao do volume do
giro temporal superior (Hirayasu et al., 2000). Estas caracteristicas podem fornecer a base
anatbmica para o0s mecanismos patofisioldogicos que dao origem a deficiéncias de
linguagem e processamento do pensamento que ocorrem na esquizofrenia.

A prevaléncia da esquizofrenia na populacédo traz a tona a questao da natureza

genética da doenca. Kraeplin observou, em suas primeiras descrigdes, que um forte
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componente herdado para o processo da doenga estaria presente (DeLisi, 1996).
Jablensky et al. (1992) concluiram que esta doenga aparece com incidéncia similar em
diferentes culturas e apresenta caracteristicas clinicas que sdo mais marcantes pela sua
similaridade através das populagcdes que pelas suas diferencas. Devido a isto, parece que
0 componente genético para a Esquizofrenia seria mais forte do que o ambiental. De fato,
estudos baseados em familias, irmdos gémeos e adotivos, sdo evidéncia de uma
importante contribuicdo genética para a doenca, sendo uma herdabilidade estimada entre
60 e 80 % (Tamminga and Holcomb, 2005; Sanders and Gill, 2007). O modo de
transmissdo também é complexo, pois envolve o efeito combinado de muitos genes, cada
um conferindo efeitos moderados ao fendétipo como um todo, além da interagdo com
fatores de risco ambientais (Gottesman, 1991; McGufffin et al, 1995). Devidos a esta
grande complexidade, ainda ndo ha certeza a respeito do numero de genes envolvidos
nem do grau de interagdo e da contribuicdo de cada um para a suscetibilidade total desta
doenca multifatorial (Prasad et al., 2002).

Dentre os fatores de risco ambientais que interagem com o0s genes na
Esquizofrenia, podemos salientar: nascimento em zonas urbanas, nascimento no final do
inverno/ inicio da primavera, infecgdes maternas (efeito neurotéxico no desenvolvimento
de neurdnios), complicagdes obstétricas (complicagdes na gravidez, crescimento e
desenvolvimento fetal anormal, complicagbes no parto), sequéncias retrovirais (ativagéao
transcricional de certos elementos retrovirais no cérebro), filhos de mulheres que
receberam radiag&o no primeiro trimestre de gravidez e outros (Miyamoto et al., 2003).

Hipoteses classicas :

Postulam que a doencga seria resultado de uma alternacao na fungdo de um ou mais
sistemas neurotransmissores. Tais evidéncias sdo bastante diversas, incluindo, além de
mecanismos dopaminérgicos, também gabaérgicos, colinérgicos, glutamatérgicos,
serotonérgicos, adenosinérgicos e fosfolipidicos (Lara et al., 1999, Gattaz et al., 2000).

a) Hipdétese Dopaminérgica

A hipétese dopaminérgica foi desenvolvida a partir da observacdo de que a
anfetamina, um agonista dopaminérgico indireto, podia induzir sintomas psicéticos em
pessoas saudaveis e exacerbar alucinacdes, delirios e disturbios do pensamento em
pacientes esquizofrénicos (Laruelle et al., 1996; Domino et al., 2004; Fredman, 2003; Abi-
Dargham and Laruelle, 2005; Buchanan and Carpenter, 2005). Além disto, drogas com a
capacidade de bloquear os receptores pos-sinapticos dopaminérgicos reduzem os

sintomas psicéticos dos pacientes com esquizofrenia (Sedvall and Farde 1995; Domino et
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al., 2003; Fredman, 2003; Abi-Dargham and Laruelle, 2005; Buchana and Carpenter,
2005), sendo que a poténcia das medicagdes antipsicéticas tem relagdo direta com sua
capacidade de bloquear receptores dopaminérgicos do tipo D2 (Seeman and Tallerico,
1998).

As principais proje¢cdes dopaminérgicas sao divididas em nigroestriatal, mesolimbica
e mesocortical. A via nigroestriatal projeta-se da substancia nigra para o estriato dorsal e
esta classicamente envolvida na integracao cognitiva, habituacdo, coordenac¢éo sensorio-
motora e iniciagdo dos movimentos. A via mesolimbica se projeta da area tegmental-
ventral (ATV) para estruturas limbicas como estriato ventral (nucleo accumbens e porgéo
ventral do caudado e putdmen) hipocampo e amigdala. A via mesocortical se projeta da
ATV para regides corticais, especialmente orbitofrontal, pré-frontal medial e cingulada, mas
também cortex pré-frontal dorso-lateral, temporal e parietal. Os sistemas mesolimbicos e
mesocortical estdo envolvidos na motivagdo, atencdo, recompensa e agressividade
(Kapur, 2004).

Como os receptores D2 estao localizados principalmente em regides subcorticais
como estriado e acumbens, a hipodtese classica implicava essas regides e sugeria que a
hiperatividade dopaminérgica responsavel pelos sintomas positivos estivesse localizada
em areas inervadas pelo sistemas mesolimbico, por exemplo, estriado ventral (Abi-
Dargham and Laruelle, 2005; Buchanan and Carpenter, 2005).

Estudos de neuroimagem documentaram a desregulagdo da fungdo dopaminérgica
estriatal em pacientes com esquizofrenia. O aumento da estimulagdo dos receptores D2
esta associado com surgimento ou piora dos sintomas positivos. Diversos estudos
evidenciaram uma maior taxa de dopadescarboxilase (enzima envolvida na sintese de
dopamina) marcada radioativamente no estriado dos pacientes ou acumulo de I-dopa em
pacientes em psicose. Essas observacdes sdo compativeis com uma sintese aumentada
de dopamina em pacientes em surto psicotico, porém a relacio entre a atividade da dopa-
descarboxilasee da dopamina sinaptica nao é clara. Estudos de PET e SPECT relataram
um aumento da liberacdo de dopamina induzida por anfetamina em pacientes quando
comparados com controles sadios (Abi-Dargham and Laruelle, 2005; Buchanan e
Carpenter, 2005; Remy and Samson, 2003; Soares and Innis, 1999). No entanto, esses
estudos nao informam a respeito da dopamina basal, mas pés estimulagao farmacolégica.

A ocupacéao basal dos receptores da dopamina em estriado foi estudada usando
uma estratégia de deplecao aguda de dopamina. Os resultados do estudo sugeriram que a

dopamina ocupa uma maior proporcdo de receptores D2 estriatais de pacientes em
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primeiro episddio psicotico e em reagudizacdes subsequentes, comparados aos controles
(Abi-Dargham and Laruelle, 2005). Além disto, um maior nivel de dopamina basal foi
significativamente associada a uma melhora maior dos sintomas positivos apds 6 semanas
de tratamento antipsicotico (Abi-Dargham et al, 2000; Fredman, 2003; Abi-Dargham and
Laruelle, 2005). Deste modo os estudos de neuroimagem sao consistentes com a
existéncia de uma desregulagdo da funcdo dopaminérgica estriatal levando a uma
hiperestimilagao dos receptores D2 em esquizofrenia.

A Hipédtese vigente de desbalango dopaminérgico em esquizofrenia propde que a
condicdo esta associada a uma persistente deficiéncia na fungdo dopaminérgica pré-
frontal, envolvendo receptores D1, gerando os sintomas negativos e cognitivos e, um
excesso intermitente na fungao dopaminérgica subcortical, envolvendo receptores D2, que
resultariam no estado psicético. O efeito terapéutico dos antipsicoticos estaria associado
ao bloqueio dopaminérgico da via mesolimbica, enquanto os efeitos extrapiramidais
estariam relacionados ao bloqueio no estriado (Seeman and Tallerico, 1998). Por outro
lado, os sintomas negativos da doenca estariam associados a um estado
hipodopaminérgico em cértex frontal e ndo seriam tratados a partir do bloqueio D2 (Egan
and Hyde, 2000; Fredman 2003; Abi-Dargham and Laruelle, 2005; Buchanan and
Carpenter, 2005; Winterer and Wrinberger, 2004).

b) Hipdtese Serotonérgica

Um dos primeiros modelos farmacoldgicos de sintomas psicoticos foi o LSD, uma
droga que aumenta a atividade do sistema serotonérgico (Egan e Hyde, 2000; Domino et
al., 2004). No entanto, essa substancia além de interagir com outros sistemas levava a um
quadro psicotico distinto do observado na esquizofrenia. Outro achado foi de que a
reserpina, a primeira droga antipsicética a surgir, levava a uma deplecdo de serotonina,
assim como de dopamina e noradrenalina (Egan e Hyde, 2000).

Outra evidéncia do envolvimento do sistema serotonérgico em esquizofrenia € o fato
de que muitos antipsicéticos sdo também antagonistas dos receptores 5-HT2, sendo que a
maioria dos atipsicéticos atipicos tem uma relagédo de antagonismo de receptores SHT2/D2
bem mais favoravel aos receptores 5SHT2. (Seeman e Tallerico, 1998; Domino et al., 2004).

Como um dos poucos achados diretos envolvendo o sistema serotonérgico na
esquizofrenia foi a diminuicdo da densidade do transportador de serotonina em cortex
frontal, considerado um indice de inervagcdo serotonérgica e redugcao do numero de
receptores serotonérgicos do tipo SHT2-A (Abi-Dargham et al., 2000; Laruelle, 1996).

c) Hipotese Glutamatérqgica
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A hipotese glutamatérgica surgiu a partir da evidéncia de niveis de glutamato
diminidos em esquizofrénicos (Kim et al., 1980), mas este resultado nao foi
consistentemente replicado em estudos posteriores. A hipétese ganhou novo impulso
quando se descobriu que a droga fenilciclidina (PCP) bloqueava o canal idbnico do receptor
glutamatérgico NMDA (Olney and Farber, 1995; Tamminga, 1998; Krystal et al., 1999; Goff
and Coyle, 2001; Heresco-Levy, 2003; Domino et al., 2004; Abi-Dargham e Laruelle,
2005). Mais tarde foi observado que outros antagonistas do receptor do NMDA como a
quetamina e dizolcipina (MK-801) também geravam um quadro clinico semelhante a
esquizofrenia em sintomas positivos, negativos e cognitivos (Krystal et al., 1999; Heresco-
Levy, 2003; Domino et al.,, 2004; Abi-Dargham and Laruelle, 2005). Além disso,
antagonistas glutamatérgicos exacerbam ou reativam a sintomatologia prévia dos
pacientes, ao invés de acrescentar novos sintomas psicoticos, como observado com
outros psicomiméticos (Tamminga, 1998; Heresco-Levy, 2003; Domino et al., 2004; Abi-
Dargham and Laruelle, 2005). No entanto, antagonistas NMDA, como a quetamina,
raramente induzem alucinagdes auditivas e com relativa frequiéncia geram bradicinesia e
um estado dissociativo qualitativamente diferente da esquizofrenia (Krystal et al., 1999).

A presenga do glutamato é fundamental para a migracdo e crescimento neural,
sinaptogénese, maturagcdo das sinapses e a poda de sinapses supranumerarias por
apoptose no cérebro em desenvolvimento ocorrem na falta do glutamato (Heresco-Levy,
2003; Goff and Coyle, 2001). Além de seu papel na cito arquitetura e conectividade
neuronal, o glutamato também é mediador da excitotoxicidade neuronal que leva ao dano
do sistema nervoso (Heresco-Levy, 2003; Tamminga, 1998; Goff and Coyle, 2001).
Achados como migracao neuronal aberrante, redu¢cdo de conexdes sinapticas e mesmo
perda neuronal sem gliose em pacientes esquizofrénicos, sdo compativeis com disfuncdes
em sistema glutamato (Goff and Coyle, 2001).

A hipétese glutamatérgica na versdo Olney and Farber (1995) ressalta o papel do
Glutamato como ativador dos receptores NMDA em neurdnios Gabaérgicos, que por sua
vez mantém um ténus inibitério sobre vias excitatérias glutamatérgicas que inervam outras
areas corticais e subcorticais, principalmente do sistema limbico. O bloqueio dos
receptores NMDA deste circuito diminui a inibicdo Gabaérgica sobre essas vias
excitatorias, o que leva a uma hiperestimulagéo corticolimbica erratica por perda do tono
inibitorio GABA. Deste modo, alteragbes primarias nos neurdnios Gagaérgicos, por

exemplo, por um processo de autoexcitotoxicidade, seriam equivalentes ao estado de
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hipofuncdo NMDA. Um achado relevante neste espaco € a diminuicdo de neurdnios
Gabaérgicos no cortex cerebral de esquizofrénicos (Benes et al., 1991).
Também considera-se que através de varios mecanismos, as neurotrofinas estejam

envolvidas na Esquizofrenia (Muglia et al., 2003; Thomé et al., 1998)

2.2. Neurotrofinas

As Neurotrofinas sdo um grupo de proteinas diméricas de baixo peso molecular
(aproximadamente 13 KDa), que afetam profundamente o desenvolvimento do sistema
nervoso em todos os vertebrados. Sao ligantes extracelulares que afetam a diferenciagéao,
manutengdo e sobrevivéncia de células neuronais.

Na década de 50 (1953), foi identificado a primeira neurotrofina. Trata-se do Fator
de Crescimento do Nervo (Nerve Growth Factor — NGF). Tal descoberta abriu, sem duvida,
um horizonte extremamente vasto na neurobiologia para a identificagcdo e elucidagao das
funcdes celulares.

Quase trinta anos apods a identificacdo do NGF, como o protétipo das neurotrofinas
para neurbnios do sistema nervoso autébnomo, foi isolado em 1982, em neurbnios de
porcos, um homologo do NGF, que foi chamado de Fator Neurotrofico Derivado do
Cérebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor — BDNF). A partir de entdo, quatro membros
adicionais da familia das neurotrofinas foram identificados: Neurotrofina 3 (Neurotrophin 3
— NT3) em 1990, Neurotrofina 4/5 (Neurotrophin 4/5 — NT4/5) em 1991, Neurotrofina 6
(Neurotrophin 6 — NT6) em 1994 e Neurotrofina 7 (Neurotrophin 7 — NT7) em 1998
(Lessmann, Gottmann and Malcangio, 2003).

A descoberta dos receptores das neurotrofinas ocorreu varias décadas apos a
identificacdo do NGF, a primeira neurotrofina a ser identificada, e, sem duvida, foi um
avango gigantesco na neurobiologia, especialmente porque forneceu ferramentas para a
busca das rotas controladas pelas neurotrofinas. Estas vias de sinalizagéo intracelular
moduladas pelas neurotrofinas estao envolvidas ndo apenas em mecanismos patoldgicos
relacionados a eventos da doenga, como também na modulacéo de plasticidade fisioldgica
(Walz et al., 2000).

2.2.1. Receptores das Neurotrofinas
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Surpreendentemente ainda pouco se sabe sobre a producédo de neurotrofinas pelos
neurbnios e sua secre¢cao na matriz extra celular. Blochl and Thoenen (1995) mostraram
que neurdnios hipoocampais secretam NGF em cultura. Também tem sido demonstrado
que as neurotrofinas podem penetrar no SNC (sistema nervoso central) pelo transporte
axonal retrogrado (Mufson et al., 1999). Os receptores de neurotrofina estao por todo o
SNC e SNP (sistema nervoso periférico), desde o desenvolvimento fetal (Lewin and Barde,
1996). Existem dois tipos de receptores neurotrofinas, os de alta afinidade (TrK) e os de
baixa afinidade (p75""7).

2.2.1.A - Receptores de neurotrofina, Tyrosine Kinase — (TrK - alta afinidade)

Os receptores de Trk sao proteinas transmembrana que possuem intrinsecamente
uma tropomiosina relacionada & uma atividade kinase. No sitio de ligagdo do receptor, a
kinase é ativada, fosforilando o préprio receptor, bem como as proteinas essenciais para a
tradugdo dos sinais, guiando as mudangas na transcricdo genética, e consequente
producao de proteinas. Trés diferentes tipos de TrKs tem sido identificadas, nomeadas de
TrkA, TrKB e TrKC (Chao et al., 1998). TrkA tem alta afinidade por NGF, TrkB tem alta
afinidade pelo BDNF e NT4/5, enquantoTrkC tem alta afinidade pela NT3. Nos ultimos
anos, varias vias intracelulares foram demonstradas serem sinalizadas pela ativagdo dos
receptores TrK: Ras, Rap-1, Rhoa, a familia de proteina Cdc42qRac/RhoG, kinase
ativadora de mitose (MAPK), ERK, NF-kB, phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K) e
phospholipase-C-C-y {PLC-y}, JNK kinase e caspase (Burckley BF, 2007; Patapoutian and
Reichardt, 2001 ).

A figura A a seguir apresenta os receptores e suas vias.
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Figura A. Neurotrofinas e suas V|as Trk e p ® NTR mediando vias sinalizagao.
Pro-neurotrophin/NT imatura, no p ® NTR envia sinais de apoptose neuronal e NT maduras agem em TrK e p
NTR promovendo sobrevivéncia, crescimento e diferenciagdo (Adaptada de Burcley , P.F. et al., 2007).

1.1.1.B — Receptores de neurotrofina, pan-neurotrofina - p75""R (baixa-afinidade)

As Neurotrofinas também se ligam com baixa afinidade ao receptor p75NTR
(Barbacid, 1995; Cheng and Mattson, 1994). Seu papel exato ndo é claro, mais acha-se
que esta envolvido na mediagcdo da migracao das células de Schwann, onde sabidamente
sabe-se que os receptores Trk ndo estdo ativados (Bibel et al., 1999; Khursigara et al.,
2001; Roux and Barker, 2002). Adicionalmente, o p75NTR parece atuar como um co-
receptor que modula a sinalizagcdo dos receptores TrK. Esta relacdo cruzada entre os
receptores TrK e p75"'R, parece ser chave nos processos do SNC em que as
neurotrofinas estdo envolvidas (Kaplan and Miller, 2000).

Na presenca de p75"™R

, @ NT3 é muito menos efetivo em ativar a TrkA, e a NT3 e a
NT-4/5 sao muito menos efetivos em ativar a TrkB. Em outras palavras, a presenca de
p75NTR aumenta a especificidade do TrkA e do TrkB aos seus ligantes primarios, NGF e

BDNF, respectivamente (Huang, Reichardt, 2003).
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A figura B a seguir apresenta as neurotrofinas e seus receptores.
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Figura B. Neurotrofinas e seus receptores.

0] p75ntr € um pan-receptor das neurotrofinas. NT4 e BDNF tém uma afinidade especial para
TrkB, NGF para TrkA e NT3 para TrkC; contudo estudos mostram que esta neurotrofina pode ser
ativada por TrkB e A em algumas situagdes. Legenda NT3: neurotrofina-3; NT4: neurotrofina 4; BNDF:

Brain Derived Neurotrophic Factor; NGF: Nerve Growth Factor; TrkC, B ou A- Tyrosine-kinase C, B ou A

e p"°"™ — receptor neurotréfico p’® (Adaptada de Schramm et al., 2005).

Estudos sobre as relagdes entre as neurotrofinas, seus receptores e os seus efeitos
ainda estdo em andamento e muito precisa ser compreendido, justamente devido a grande
complexidade destas relagdes, além das cascatas especificas que ativam. Ou seja, as
diferentes ativagbes dos TrKs tém diferentes consequéncias nas diferentes pilhas
neuronais. (Lewis et al., 2006; Huang and Reichardt, 2003). Em oncologia, por exemplo, ja
se sabe que quando o TrKC e/ou TrKA esta significativamente expresso, o neuroblastoma
€ de melhor progndstico, correlacionando-se com a sobrevivéncia do paciente.

Nestas breves observacdes, podemos ver que as neurotrofinas promovem um jogo
excepcionalmente variado de respostas que requerem, por sua vez, um mecanismo

altamente regulado de transdugao de sinal (Schramm et al., 2005), onde o antagonismo
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pode jogar um papel importante na biologia das neurotrofinas (Brodski, Schirch and
Dechan, 2000).

O que se sabe, e parece ser consenso entre os autores, € que o aumento das
neurotrofinas tem a fungao prioritaria de proteger os neurdnios da excitoxidade (Lessmann,
Gottmann and Malcangio, 2003). Mesma funcgao protetora descrita para os estabilizadores
de humor Li e VPT (Shao, Young and Wang, 2005). Ou seja, as neurotrofinas tém sido
descritas como promotoras da plasticidade neuronal, desempenhando papéis na
neuroprotecdo e reorganizagdo, funcionando como um mecanismo de compensagao
endoégeno para promover regeneragao e reparagao no Sistema Nervoso Central
(Felderhoff-Mueser et al., 2002). Existem varias evidéncias indicando que as neurotrofinas
modulam a transmissdo sinaptica por mecanismos pré-sinapticos ou pds-sinapticos
(Schuman, 1999).

Além deste efeito de regeneragdo, Kalb (2005) descreve que as neurotrofinas
podem ser responsaveis pela sobrevivéncia ou morte neuronal. Este efeito paradoxal
estaria associado a dois fatores, ndo necessariamente dependentes:

a) Um relacionado a concentragao das neurotrofinas;
b) Outro, ao modo de ativagao dos receptores.

Embora a maior parte dos autores descreva que o p75"'"}

e Trk estdo ligados a
sobrevivéncia celular, ha relatos na literatura que os receptores Trk possam, em algumas

situacdes, causar a morte neuronal (Kalb, 2005).

2.3 Neurotrofina 3 (NT3)

O gene NT3 esta localizado no Cromossomo 12, segmento p13, e acha-se que é o
gene ancestral das neurotrofinas. (Lewin and Barde, 1996; Maisonpierre et al., 1991). A
estrutura da NT3 esta relacionada com o NGF e BDNF (Ernfors et al., 1990; Hohn et al.,
1990; Rosenthal et al., 1990), sendo a NT3 um membro da familia dos fatores de
crescimento nervosos. Apresenta niveis muito mais elevados de expressao durante o
desenvolvimento pré-natal, especialmente no Hipocampo, neo-cértex e cerebelo,
diferentemente do BDNF e NGF, seus niveis de incidéncia no SNC durante o
desenvolvimento fetal sdo altos e reduzidos no cérebro adulto (Ernfors et al., 1990;
Maisonpierre et al., 1990b). Logo apds o nascimento, as outras neurotrofinas,
especialmente o BDNF, aumentam seus niveis de expressido, chegando aos niveis do NT3

(Lessmann, Gottmann and Malcangio, 2003).
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A NT3 induz a diferenciagdo neuronal dos precursores das células corticais (Ghosh
and Greenberg, 1995) e aumenta a neurogénese do trato cortico-espinal (Schnnell et al.,
1994). Os neurénios hipotalamicos expressam o TrKC, o receptor primario do NT3, o qual
tem alta afinidade por este receptor, sugerindo que o NT3 possa influenciar os neurénios
hipotalamicos (Urfer et al., 1994).

Da mesma forma que o NGF e BDNF, a NT3 prolonga a sobrevivéncia dos
neurdnios sensoriais primarios da crista e placa neural (Hohn et al., 1990). Isto pode ser
essencial na sobrevivéncia dos neurdnios adrenérgicos do locus ceruleos, neurbnios
motores, neurdnios simpaticos e sensoriais que mais tarde dependerdao do BDNF e NGF
(Farinas et al., 1994; Friedman et al., 1993).

A NT3 também é a primeira neurotrofina a ser expressa no Sistema Nervoso
Periférico, promovendo a sobrevivéncia e a diferenciagcao de neurénios da medula, células
de Purkinje, que também serdo dependentes do NGF nos primeiros estagios pds-natais
(Lessmann, Gottmann and Malcangio, 2003; Lindholm et al 1993; Avila et al 1993).

Estudos imunobioquimicos em macacos demonstraram que o NT3 tem uma
distribuicdo similar as demais neurotrofinas na substéncia cinzenta, sendo pouco
distribuido no cerebelo, hipotalamo e talamo. Por outro lado, nos ganglios basais o NT3
encontra-se distribuido, porém em concentracdes inferiores ao BDNF e NGF. Na glia ha
uma expressao fraca de BDNF, NGF, NT3 e NT4. No Hipocampo, serdo encontradas
concentragdes significativas de NT3 nas regides CA2 e CA3 e no giro dentado (Zhang et
al., 2006).

Shimazu e colaboradores (2006) demonstraram que o NT3 €& amplamente
distribuido no giro dentado hipocampal de ratos adultos, uma area que exibe neurogénese
significativa, e pode estar envolvida na memoria espacial (Shimazu et al., 2006).

Gao e Pol (1999) sugeriram que o NT3 aumenta a liberagcdo de GABA durante o
periodo de desenvolvimento, quando o GABA é um potente despolazidor, mas ndo quando
0 GABA age como inibidor, sugerindo que o mecanismo pelo qual o NT3 pode influenciar o
desenvolvimento neuronal ocorre via potenciacdao pré-sinaptica do GABA. Além dos
achados a cerca do seu importante papel nos primordios do desenvolvimento neuronal, o
NT3 também pode influenciar sinapses de neurdnios maduros, em especial de neurbnios
gabaérgicos.

E importante lembrarmos que a transmissdo sinaptica GABAérgica é anterior a
transmissdo glutamatérgica no desenvolvimento do SNC (Reynolds and Brien, 1992;
Chen, Trombley and Van den Pol, 1995, 1996; Ben-Ari et al. 1997). Devido ao relativo
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potencial positivo de CI, o GABA é excitatorio, agindo como um despolarizante de
potencial de membrana, potencial de agdo evocado e liberacdo de calcio citosdlico
(Obrietan and Van den Pol, 1995; Chen, Trombley and Van den Pol, 1996; Gao, Chen and
Van den Pol, 1998). A transmissdo sinaptica excitatéria mediada por receptores
gabaérgicos pode compreender a maior forga excitatéria no desenvolvimento do
hipotalamo e outras regides do SNC (Ben-Ari et al. 1989; LoTurco et al. 1995; Obrietan
and Van den Pol, 1995; Chen, Trombley and Van den Pol, 1996; Owens et al. 1996;
Leinekugel et al. 1997; Gao, Chen and Van den Pol 1998).

Gao e Pol (1999) aplicaram intracelularmente K252a, um inibidor ndo seletivo da
tyrosine kinase, que néao foi capaz de bloquear o efeito da NT3. Em contraste, a aplicagao
de K252a aumentou o sinal espontdneo poés-sinaptico (SPSC - spontaneus postsynaptic
currents) através do NT3, o que é consistente, pois 0 NT3 produz indugéo pré-sinaptica da
tyrosine kyinase. A diminuicdo de calcio extracelular, através de BAPTA (um quelante do
célcio) ou por inibidor de canal de calcio Cd*? aumentam a freqiiéncia de SPSC mediante

a presencga do NT3, sugerindo que a entrada de calcio na célula é facilitada por NT3.
2.4 NT3 e Esquizofrenia

No caso especifico do possivel papel da NT3 na patogénese da esquizofrenia,
parece ser que neste caso, a origem de seu envolvimento esta nos seus efeitos no
desenvolvimento neuronal precoce, especialmente no hipocampo. Uma possivel
associacado foi encontrada entre o polimorfismo genético Gly63Glu no gene NT3 e a
esquizofrenia (Hattori and Nanko, 1995).

Virgos et al. (2001) ndo acharam uma maior frequéncia do alelo A3 (141 bp)
de um polimorfismo dinucleotideo no gene NT3, entre pacientes esquizofrénicos em
relagao aos controles. Porém, diferenga significativa foi encontrada na distribuigéo entre os
pacientes e o grupo controle feminino. Estes achados contradizem a diferenga encontrada
anteriormente na associacao entre este alelo A3 deste polimorfismo na esquizofrenia em
homens (Dawson et al., 1995).

Durany et al. (2001) observaram uma diminuicdo das concentra¢cdes de NT3 nas
areas do cortex frontal e parietal de cérebros de esquizofrénicos em analise pos-mortem,
ainda que outro estudo cérebro pos-mortem de pacientes esquizofrénicos nao mostrou
menhuma diferenca de NT3 em nenhuma regido do cérebro (Takahashi et al., 2000). Um

estudo (Gilmore et al., 1997) comparativo entre esquizofrénicos e controles (pacientes com
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patologias neuroldgicas), pelos niveis de NT3 no LCR (liquido céfalo raquidiano), mostrou
que os pacientes esquizofrénicos tém niveis indetectaveis de NT3 no liquor. Ja o grupo
controle teve niveis mensuraveis de NT3. Isto pode sugerir que as doengas neuroldgicas
podem ser causadas por uma elevagcdo da NT3 devido a um possivel mecanismo (por
exemplo, uma infecgao viral) em que a NT3 aumenta precocemente (intra-utero), alterando
o desenvolvimento cerebral e/ou o contrario no caso da esquizofrenia (Gilmore et al.,
1997).

A NT3 tem um papel central no desenvolvimento neuronal precoce e pode ser um
candidato importante na fisiopatologia dos transtornos do neurodesenvolvimento como a
esquizofrenia. Em relagcao a isto, encontrou-se no hipocampo de animais recém nascidos
que os niveis de NT3 estavam maiores que outras neurotrofinas em varias outras regides
cerebrais (Maisonpierre et al., 1990a), sugerindo possivel envolvimento da NT3 em
disfungbes do neurodesenvolvimento hipocampal. Além disto, a NT3 aumenta a
sobrevivéncia de neurdnios dopaminérgicos, indicando um possivel papel na fisiopatologia
de transtornos neuropsiquiatricos relacionados a dopamina como o Parkinson,
Esquizofrenia e Sindrome de Tourette (Gall et al., 1992).

Ha relatos que antidepressivos, porém nao antipsicoticos, podem afetar os niveis de
NT3 (Smith et al.,1995). Ainda sabe-se pouco para poder excluir a possibilidade dos
efeitos de agentes psicotropicos sobre os niveis de NT3 (Linden et al., 2000).

Ainda que medir os niveis de NT3 no soro possa ser uma limitacdo para os estudos,
tem sido demonstrado que a NT3 cruza a barreira hematoencefdlica e existe uma
correlagdo positiva (r = 0.80) entre o soro e niveis cerebrais de NT3, sugerindo que
mudancas periféricas devem corresponder, pelo menos em parte, as mudancas de NT3 no
SNC (Pan et al., 1998).

Com base no exposto acima, acredita-se que exista um envolvimento da NT3 na
fisiopatologia da esquizofrenia e no mecanismo de agédo de alguns farmacos usados no

seu tratamento.
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4. Justificativa

Devido a todas as multiplas fungdes da NT3 nas células neuronais e na glia, sua
interacdo com outras neurotrofinas, bem como seu papel na patogénese de doengas
neuropsiquiatricas incluindo a Esquizofrenia, justifica-se mais estudos com esta
neurotrofina (Gal Shoval, Abraham Weizman, 2004).

Ainda nao foram realizados estudos sobre os niveis séricos de NT3 em pacientes
esquizofrénicos, bem como a avaliagao da relagdo dos niveis de NT3 e algumas variaveis

clinicas.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo Geral

Determinar se ha associacao entre os niveis séricos de NT3 com a Esquizofrenia e

algumas variaveis clinicas.

5.2. Objetivos Especificos

5.2.1. Comparar niveis séricos de NT3 entre pacientes esquizofrénicos homens e

controles saudaveis também do sexo masculino.

5.2.2. Determinar se existe correlagdo entre niveis séricos de NT3 e variaveis
clinicas de pacientes esquizofrénicos (idade do paciente, idade do diagnédstico de
esquizofrenia, tempo de doencga, tipo e dose equivalente de antipsicético em mg de

clorpromazina e curso da doenca pela pontuagao na escala BPRS-A).
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6. Materiais e Métodos

6.1 Delineamento

Este & um estudo transversal observacional de caso-controle com casos

prevalentes, onde a montagem foi feita pelo desfecho, sendo este desfecho estatico.

6.2 Amostras

O calculo do tamanho minimo da amostra foi feito com o software power and
precision versao 2. O numero minimo calculado para haver uma diferenca estatisticamente

significativa foi de 24.

6.2.1. Critérios de inclusao:

Foram avaliados 46 individuos do sexo masculino entre18 e 35 anos (para reduzir
as chances de haver doencas neurolégicas nao relacionadas com o estudo e cuja
prevaléncia aumenta com a idade).

36 foram Pacientes - Individuos portadores do Diagnostico de Esquizofrenia
segundo critérios do DSM |V, provenientes do Ambulatério de Esquizofrenia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e 10 individuos controles saudaveis sem historia de esquizofrenia
em parentes de primeiro grau que trabalham no mesmo hospital.

Os Pacientes portadores de esquizofrenia deveriam estar utilizando apenas um dos

trés tipos de antipsicoticos de escolha para o estudo (haloperidol, risperidona e clozapina).

6.2.2. Critérios de exclusio:

(@)  Histéria de doenga neurolégica;

(b)  Histéria de tumor cerebral;

(c) Histéria de doencas tiredide, bem com doenca grave hepatica ou cardiaca;
(d) Histéria de dependéncia psicoativa bem como psicose alcodlica ou toxica;

(e)  Outros diagnosticos psiquiatricos.
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6.3 Avaliacao diagnostica

Foram aferidos a idade do paciente, a idade do diagndstico de esquizofrenia, tempo
de doencga, o tipo de neurolépticos usado, dose em mg de clorpromazina (haloperidol ou
risperidona ou clozapina) e todos os outros itens incluidos na escala aplicada — “Brief
Psychiatry Rating Scale- Anchored” (BPRS-A) (Romano e Elkis, 1996).

A escala BPRS-A foi aplicada por psiquiatras com experiéncia clinica que tiveram

treinamento prévio na mesma.

6.4 Local de execucéao

- Os pacientes foram avaliados no Ambulatério de Esquizofrenia do PRODESQ

(Programa de Esquizofrenia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre - HCPA).

- As andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Psiquiatria Molecular do
HCPA.

6.5 Dosagem de NT3

Foram coletados cinco mililitros de sangue por puncado venosa de cada sujeito e
colocados em um tubo a vacuo sem anticoagulante. O sangue foi imediatamente
centrifugado a 3000 x g por 5 minutos, e o soro congelado a -70°C, podendo ter ficado até
6 meses para ser analisado.

Niveis séricos de NT3 sdo dosados por ELISA de captura, usando kits comerciais
segundo instrucdes do fabricante (Chemicon, USA). Placas contendo 96 pogos revestidas
durante 24h com a amostra diluida (1:2) em diluente especifico para amostras. Entao, os
pocos lavados 4 vezes com diluentes especificos e incubados com anticorpos monoclonais
de rato anti-NT3 diluidos 1:1000 por 1h e incubados a temperatura ambiente por 2h. Apés
a lavagem, é feita uma segunda incubacdo anticorpo anti-coelho conjugado com
peroxidase diluido 1:1000 por 1h em temperatura ambiente. Depois da adicdo de
estreptavidina, substrato e solugdo de parada, a quantidade de NT3 é determinada
(absorbancia em 450 nm). A curva padrao demonstra uma relagao direta entre densidade
Optica (OD) e concentracdo de NT3. Proteinas totais sdo dosadas pelo método de Lowry

usando soro fetal bovino como padréo.
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6.6 Analise estatistica

Para o tratamento estatisticos utilizamos o programa estatistico SPSS (Statistical
Product and Service Solutions) 15.0 para Windows para compilagédo e analise dos dados.
A comparacao entre os niveis de NT3 entre casos e controles, foi feita pelo teste de Mann-
Whitney U e teste t de Student, para dados nao-paramétricos e paramétricos
respectivamente. ANOVA foi usada para a analise de varidncia entre os grupos de
diferentes tratamentos para dados paramétricos e Kruskal-Wallis para dados nao
paramétricos.

Para avaliar a relacao da idade, idade do primeiro episddio, duracdo da doenca e
BPRS com os niveis de NT3 foi utilizada a correlagao de Spearman.

Como os pacientes do grupo controle apresentaram idade inferior a praticamente
todos os pacientes no grupo em estudo, isto gerou alta colinearidade entre as variaveis,
nao sendo possivel separar o efeito da idade do grupo.

Os dados foram apresentados pela média + DP, e o valor de p<0.05 foi

considerado como estatisticamente significativo.
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7. Aspectos éticos

Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento informado previamente ao
estudo. Foi assegurada a auséncia de vinculagdo da concordancia em participar do estudo
com a continuidade do atendimento no ambulatério de esquizofrenia do PRODESQ -
programa de atendimento do ambulatério de esquizofrenia e deméncias.

Este estudo esteve de acordo com as Declaragdo de Helsinki e abrangeu os
principios bioéticos de autonomia, beneficéncia, nao-maleficéncia, veracidade e
confidencialidade, sendo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, RS, Brasil.
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Abstract

There is evidence that major psychiatric disorders such as schizophrenia (SZ) are
associated with deregulation of synaptic plasticity with downstream alterations of
neurotrophins. NT3 is an important neurotrophin in the central nervous system, and
performs key biological functions, such as promoting the survival, differentiation, and
plasticity of neurons. NT3 has a central role in the early neuronal development; enhancing
the survival of dopaminergic neurons, suggesting possible involvement in the
physiopathology of dopamine related neuropsychiatric disorders such as SZ. Variations in
the NT3 gene increase the risk of SZ. Three groups of chronically medicated DSM-IV
patients with SZ, on treatment with clozapine (n = 12), haloperidol (n = 12), risperidone (n =
12) and 10 healthy controls had 5ml blood samples collected by venipuncture. NT3 serum
levels were assessed using sandwich-ELISA and were significantly lower in SZ patients (p
< 0.005) when compared to either controls. These findings suggest that the NT3 signaling
system may play a role in the pathophysiology of SZ and might be related to the course of
illness or to treatment variables. Longitudinal studies are warranted.

© 2008 Published by Elsevier Ireland Ltd.

Keywords: Neurotrophins, NT-3; BDNF, Schizophrenia; Antipsychotics.
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Introduction

There is an increasing recognition that schizophrenia (SZ) could be associated with
deregulation of synaptic plasticity with downstream alterations of neurotrophins [2,23]. The
neurotrophins have been described as neuronal plasticity promoters, with a neuroprotection
and reorganization role, working with an endogenous compensation mechanism to promote
regeneration and repair the Central Nervous System (CNS) [9]. Nerve growth factor (NGF),
brain derived neurotrophic factor (BDNF) and neurotrophin 3 (NT3) are the most widely
distributed neurotrophins in the CNS, and impact many biological functions suchas
neuronal survival, differentiation, and plasticity [37]. NT3 prolongs the survival of primary
sensory neurons in the neural plate and crest [19]. This might be essential for the survival
of adrenergic neurons in the locus ceruleus, as well as motor, sympathetic and sensory
neurons that might additionally depend on BDNF and NGF [8,10].

The NT3 gene is located on chromosome 12, segment p13, and it is believed to be
the neurotrophin ancestral gene [24,29]. Incontrast to BDNF and NGF, NT3 displays higher
levels of expression during pre-natal development, especially in the hippocampus, neo-
cortex and cerebellum. Lower levels are seen in the adult brain [7,28].

Higher levels of NT3 have been detected in the hippocampus of newborn animals
compared to other neurotrophins, and in other brain areas [27], suggesting a possible
involvement of NT3 in hippocampus neurodevelopment, and developmental dysfunction.
NT3 seems to have a central role in the early neuronal development; enhancing the
survival of dopaminergic neurons, suggesting possible NT3 involvement in the
physiopathology of dopamine related neuropsychiatric disorders such as SZ [11]. This is
concordant with the neurodevelopmental hypothesis of schizophrenia [22].

An association was found between polymorphisms of the NT3 gene and SZ [5,18].
NT3 concentrations were undetectable in cerebrospinal fluid of SZ patients, while control
patients with neurological disorders had detectable NT3 levels [16]. In post-mortem brain
tissue from SZ patients, NT3 concentrations in the frontal and parietal cortical areas were
significantly lower in patients than in controls [6]. A significantly diminished expression of
the tyrosine kinase linked growth factor receptors, TrkB mRNA and TrkC mRNA in patients
with SZ has been described. Those two receptors are influenced by BDNF and NT3,

respectively, in the dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC). Since neurons in the DLPFC
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integrate signals to various cortical and subcortical regions, these reductions in TrkB and
TrkC may compromise the function in schizophrenia [50]. However, in other post-mortem
studies, NT3 and TrkC mRNA (encoding the receptor tyrosine kinase for NT3) levels were
unchanged [17,45].

Previous studies have reported a significant effect of antidepressant exposure, but
not antipsychotic exposure on NT3 [26,43]. Despite that finding, it is not possible to
definitively rule out the effects of different antipsychotics agents on this neurotrophin in
individuals with SZ. The aim of this study was to measure serum NT3 levels in males with
SZ compared to healthy males controls, and to assess its possible association with clinical

variants of SZ.
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Methods

This study protocol was approved by the Ethical Committee of the Hospital de
Cl'inicas de Porto Alegre, RS, Brazil (HCPA). In accordance with the Declaration of
Helsinki, all subjects were advised about the procedure and signed informed consent.

Thirty-six male SZ outpatients from the HCPA Schizophrenia Program, and 10
healthy controls were enrolled in this study. All SZ patients were on chronic medication,
with 12 subjects taking clozapine, 12 on risperidone and 12 on haloperidol, all as
monotherapy. None of the patients and controls had any neurological disease, brain tumor,
thyroid disease, severe hepatic disease, severe cardiac disease or any other psychiatric
diagnosis. This group of patients had to fulfill Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders; fourth Edition (DSM-1V) [3] criteria for SZ and their psychopathological state
were measured with Brief Psychiatry Rating Scale (BPRS) [38]. The control group
consisted of 10 male medication free healthy volunteers without a personal or first-degree
family history of SZ.

Each subject had 5ml blood samples collected by venipuncture without
anticoagulants, and serum was obtained by centrifugation at 3000xg for 5 min and kept
frozen at =70 -C for up to 6 months, until the assay. NT3 serum levels were assessed using
sandwich-ELISA.

Samples were processed for NT3 measurement according to the manufacturer’s
instructions (Chemicon, USA). Microtiter plates (96-well flat-bottom)were coated for 24 h
with the samples diluted 1:2 in sample diluent and the standard curve ranged from 7.8 to
500 pg of NT3. Then, plates were washed four times with sample diluents, and monoclonal
anti-NT3 rabbit antibody diluted 1:1000 in sample diluent was incubated for 2 h at room
temperature. After washing, a second incubation with anti-rabbit antibody peroxidase
conjugated diluted 1:1000 for 1 h at room temperature was carried out. After addition of
streptavidin-enzyme, substrate and stop solution, the amount of NT3 was determined.
Absorbance was set at 450 nm. The standard curve demonstrates a direct relationship
between optical density (OD) and NT3 concentration. We accepted intra- and inter-assay
variation of 4.0 and £9.4%, respectively. Total protein was measured by Lowry’s method
using bovine serum albumin as a standard.

Analysis was performed using Statistical Product and Service Solutions Version 15.0

(SPSS). Between-group comparisons were made by Mann—-Whitney U-test and Student’s t-
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test, for non-parametric and parametric data, respectively. To analyze the variance
between groups ANOVA was performed for parametric data and Kruskal-Wallis for non-
parametric data. Relationships between variables were assessed with Spearman’s product-

moment correlation coefficient. Data were presented as meantS.D. and p-values < 0.05
were considered significant.
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Results

The subjects’ demographic and clinical characteristics are summarized in Tables 1
and 2. Serum NT3 levels were significantly lower in patients with SZ, both when pooled
together or separated by medication class, when compared to controls (Fig. 1 and Table 1).
Among SZ patients, there were no differences in NT3 levels between patients taking
clozapine, haloperidol or risperidone (Table 2). Serum NT3 levels failed to show any
correlation with age (r =-0.168, p = 0.376), age at the first episode (r = 0.096, p = 0.615),
illness duration (r =—0.218, p = 0.246), antipsychotic daily dose (r = 0.026, p = 0.891),

inmgof chlorpromazine equivalents, and BPRS scores (r=0.127, p = 0.502).
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Discussion

As far as we aware, this is the first report of decreased serum NT3 levels in
chronically medicated patients with SZ. We found decreased NT3 serum levels in patients
with SZ, treated with clozapine, risperidone or haloperidol, compared to normal controls.
Previous evidence from animal models, suggests a possible compensatory mechanism of
NT3 expression some neuronal populations, secondary to decreases in BDNF [1]. These
compensatory effects between NT3 and BDNF occur specifically in the case of blunted
signaling of both neurotrophins [30]. Further NT3 infusion increased BDNF mRNA
expression in the cerebral cortex [40], and induced BDNF-like effects inducing cortical TrkB
phosphorylation [15].

There is speculation that the NT3 elevation observed in BD by our group [49], occurs
in parallel with the BDNF decrease in depressive and manic episodes of BD [4]. This NT3
increase could work as a compensatory physiological response to the allostatic load [21] or
oxidative stress [31] that is described in mood episodes. This is in line with previous
findings of increased NT3 mRNA expression in the dentate gyrus and locus coeruleus after
immobilization stress [43] and of attenuation of disordered mood previously induced by the
learned helplessness and forced swim test paradigms following NT3 infusion [42]. Such
experimental paradigms reduce levels of BDNF, and support reciprocal interactions of
neurotrophins. It would have been useful in this study to have a simultaneous measure of
BDNF to assess reciprocal interactions of neurotrophins.

A possible explanation for the differential pattern of damage in SZ and BD, is that in
BD decreased BDNF levels reflect the acute neurotoxic effect of depression and mania,
and NT3 might activate a different incompletely elucidated compensatory mechanism,
working to promote neuronal reorganization, plasticity and regeneration [1,15,30,40].
However, SZ studies of serum BDNF levels have showed inconsistent results. Some
studies have found significantly lower BDNF levels in SZ patients compared to healthy
controls [52,46,35,47], while other studies have found essentially similar BDNF levels in SZ
and controls [51,20,41]. One study has showed decreased BDNF levels at the first episode
of SZ [33] and in our previous study, we have found increased levels of BDNF in SZ,
possibly secondary to the course of iliness or to treatment variables [12]. Following acute
brain decompensation during the first episode of SZ, NT3 expression could remain

decreased after early neuronal damage preceding illness onset, and would fail to revert the
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decreased plasticity secondary to low BDNF levels. Continued exposure to therapy such as
antipsychotics, avoidance of stressors, or the course of illness by itself could decrease the
allostatic load and oxidative stress during psychotic remission symptoms [14] and activate
additional mechanisms of neuronal plasticity (although with lower efficacy than NT3), such
as the anti-oxidative repair systems like superoxide dismutase [13]. Under these conditions,
NT3 could remain low during the course of SZ.

Additional longitudinal studies beginning at illness onset could clarify the impact of
stage on illness on the differential patterns of neurotrophin expression. This could reflect a
preserved of NT3 compensatory mechanism (increased NT3) [49] secondary to acute
reduction of BDNF [4] in acute episodes of BD, contrasting with the finding of reduced
BDNF in the period before illness onset in SZ [33], with a loss of the NT3 compensatory
mechanism (decreased NT3) in chronically medicated schizophrenic males.

Concordant with a hypothesis of these differential patterns, the “ancestor
neurotrophin” (NT3) could compensate for the decrease of “phylogenetically newer
neurotrophins” (like BDNF) in cases of acute damage, in BD, while failing to rescue
neuronal integrity and plasticity in older lesions occurring in SZ. One possible explanation
may be related to the known neurodevelopmental processes in SZ, because NT3 seems to
have a central role in the early neuronal development [11].

We found no correlation between NT3 levels and BPRS scores. This might be a
result of this being a stable and chronic cohort. Different patterns may be seen in
prodromal, first episode or acutely relapsed individuals. Comparing acutely with chronically
ill patients with SZ, it would be possible to know if decreased serum NT3 levels represent a
marker of neuronal damage in SZ occurring during prodromal and/or early phase of illness.
In rodents it has been demonstrated that NT3 crosses the brain—blood barrier [36], and
there is a strong positive correlation (r = 0.80) between serum and brain NT3 levels,
suggesting that peripheral changes might correspond, at least in part, to central NT3
changes [34]. Nevertheless, caution should be taken in interpreting these findings, as
previous studies have demonstrated the production, storage and release of NT3, BDNF
and NGF by human peripheral monocytes and eosinophils [39,32]. However, comparing
allergic versus healthy persons, there were no significant differences in NT3 or BDNF
levels [39]. To support the speculation that serum NT3 as a marker in SZ, studies that
include other neuropsychiatric disorders and clinical diseases are warranted.

The major limitation of this study is the small sample size and its consequent risk of

a type-l error. Other limitations include the enrollment of a male only sample, and that
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control group was younger than the SZ group. Some other considerations about limitations
are the fact that the impact of antipsychotics on NT3 levels is incompletely understood, and
that individuals in different stages of the disorder (i.e. acute and first episode) were not
studied, as all individuals were in the chronic phase of the disorder. It would have been
useful to have levels of other neurotrophins such as BDNF.

The finding of this study, together with the previous finding of high BDNF levels in
SZ [12] seem to give additional support for the hypothesis of differential patterns of damage
among SZ and BD, with an early degenerative component in SZ preceding illness onset
and an episode-dependent pattern of deterioration in BD [25]. Moreover, neuroimaging
studies provide compelling evidence to support this hypothesis. Strakowski et al. [44]
described ventricular enlargement that was not evident at the first episode, but was
progressive with further mood episodes in BD, whereas a pattern of ventricular
enlargement was already evident at the first episode of SZ and was similar to that seen in
chronic SZ [48].

In conclusion, our findings of decreased NT3 levels in SZ male patients support the
current hypothesis that neurotrophins are involved in the pathophysiology of SZ.
Longitudinal studies assessing neurotrophins along the course of SZ are warranted to
further clarify the role of NT3 and BDNF changes over the stages of illness in SZ and BD,
particularly the prodrome and the first episode. It would also be valuable to examine the
effects of treatment on NT3, as well as to disentangle the role of the different neurotrophins
in the prevention of neurotoxicity in the course of SZ, and to establish if neuronal damage

amelioration corresponds with functional and quality of life changes in SZ.
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Table 1
Characteristics of healthy male controls and male schizophrenic (SZ) patients.
Control group Sz p-value
(n=10) (n=36)

Mean age (SD), years 25.3 (1.4) 33.4 (8.4) 0.005*
Mean age of first episode (SD), years - 18.9 (4.1) -
Mean years of iliness (SD) - 18,8 (4,1) -
Mean BPRS score (SD) - 20.6 (10.1) -
Mean serum NT3 (SD) 174.5 (52.9) 116.1 (51.6) 0.004**
BPRS, Brief Psychiatry Rating Scale.
*Student’s t-test
**Mann-Whitney test
Table 2
Characteristics male schizophrenic (SZ) patients grouped by antipsychotic use (haloperidol,
clozapine, risperidone)

Haloperidol Clozapine Risperidone p-value

(n=12) (n=12) (n=12)
Mean age (SD), years 34.2(11.7) 34.9(6.5) 31.0(6.2) 0.557*
Mean age of first episode (SD), years 18.5(3.3) 18.2(5.2) 19.9(3.6) 0.624*
Mean years of illness (SD) 15.5(11.2) 16.7(6.9) 11.1(6.3) 0.221*
Mean antipsychotic daily dose® 707.4(686.4)° 570.0(211.1)° 275.0(92.0)° 0.005***
Mean BPRS score (SD) 29.9(12.1) 16.6(4.2) 18.2(9.7) 0.049****
Mean serum NT3 (SD) 119.6(64.1) 113.9(42.2) 114.7(51.5) 0.993**

BPRS, Brief Psychiatry Rating Scale.

*One-way ANOVA

**Kruskal-Wallis test

***Kruskal-Wallis test, Haloperidol group vs. Riperidone group
****Kruskal-Wallis test, Haloperidol group vs. Clozapine group
?1n mg of chlorpromazine equivalents



Fig. 1. Box-plot of serum NT3 levels in controls and SZ patients taking clozapine, risperidone or
haloperidol (*Kruskal-Wallis test, control vs. haloperidol/ clozapine/risperidone groups; p = 0.005).
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9. Consideracgoes finais

Como ja mencionado anteriormente, € o primeiro estudo realizado sobre niveis
séricos de NT3 em esquizofrénicos masculinos cronicamente medicados.

Como resultado, encontramos baixos niveis em comparagdo com os controles
normais. Estando consideradas as limitagbes do presente estudo, este ainda poderia
apdiar a hipétese de um envolvimento das neurotrofinas, e em especial da NT3 na
fisiopatologia da Esquizofrenia.

Para maior esclarecimento acerca dos padrdes de lesdo neuronal e a associacao
destas lesbes com os mecanismos de expressao das neurotrofinas (NT3 e BDNF),
comparamos a Esquizofrenia com o Transtorno Bipolar, que até os “tempos de Kraeplin”,
eram considerados como um sé transtorno devido suas semelhancgas.

Evidéncia em estudo animais sugere que ha um mecanismo compensatorio entre a
expressao da NT3, secundaria a diminuicdo de BDNF em algumas popula¢des neuronais.

Ha especulacdo que a elevacdo da NT3 observada em episédios maniacos e
depressivos no transtorno bipolar, ocorra em paralelo com a diminuicdo do BDNF. Ja no
caso da Esquizofrenia, os estudos que medem os niveis de BDNF sérico mostram
resultados inconsistentes, porém no inicio da doenca estes niveis de BDNF parecem estar
diminuidos. Resumidamente, o diferente padrédo de lesdo entre Esquizofrenia e o
Transtorno Bipolar, € que no Transtorno Bipolar a diminuicdo do BDNF reflete um efeito
neurotoxico da depressao e mania, e a NT3 deve ativar um diferente mecanismo
compensatério ainda ndo completamente elucidado que promove plasticidade neuronal. Ja
na Esquizofrenia, seguindo uma descompensacao aguda durante o primeiro episédio,
mesmo com a diminuicao do BDNF, a expressado de NT3 pode manter-se diminuida depois
da precoce lesao neuronal que precede o inicio da doencga e entado falharia em reverter a
diminuicdo da plasticidade secundaria aos baixos niveis de BDNF. Com a exposigdo a
terapias como a antipsicoéticos, evitacdo de estressores ou pelo proprio curso da doenca,
ativaria outros mecanismos de plasticidade neuronal de menor eficacia que NT3.

Estudos longitudinais na Esquizofrenia, comeg¢ando nos prodromos da doenga,
podem clarificar o impacto do estagio da doenca nos diferentes padroes de expressao das
neurotrofinas. Comparando doentes esquizofrénicos crénicos com agudos, nos confirmaria

se os baixos niveis de NT3 ja estao presentes desde os prédromos e/ou durante inicio da
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doenca, ou se estes baixos niveis se manifestam apenas em fase cronica. Com isto
saberiamos se a NT3 pode representar um potencial biomarcador neuronal.

Quanto aos estudos longitudinais acessando os niveis das neurotrofinas ao longo
do curso da Esquizofrenia, ndo apenas veriamos se ha possibilidade de esclarecimento
acerca das mudancas de seus niveis nos varios estagios da doenca, mas também para
examinar os efeitos do tratamento e seu papel na prevencao da neurotoxicidade. Com isto
saberiamos se além das neurotrofinas serem biomarcadores na Esquizofrenia, se o
diagnéstico e tratamento precoce possibilitariam um melhor prognéstico e qualidade de

vida destes pacientes.
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA PACIENTES

Numero do estudo: Nome do sujeito:
Data de nascimento: Caéd. de identidade do sujeito:
Médico supervisor:

Informacoes sobre o estudo ao paciente

Esta folha informativa tem o objetivo de fornecer a informagdo minima para quem
considerar participar neste estudo. Ela ndo elimina a necessidade do pesquisador de
explicar, e se necessario, ampliar as informagées nela contidas.

Antes de participar deste estudo, gostariamos que vocé tomasse conhecimento do que ele
envolve. Damos abaixo alguns esclarecimentos sobre duvidas que vocé possa ter. Em
caso de qualquer duvida quanto ao estudo, o que ele envolve e sobre os seus direitos,
vocé devera contatar a Dra Clarissa Severino Gama pelo telefone (051) 21018294.

Qual é o objetivo da pesquisa?

Com este estudo buscamos identificar se ha relagao entre a quantidade de uma proteina
neuronal chamada BDNF e a esquizofrenia. Caso haja esta relagéo, esta proteina podera
ser util para ajudar no entendimento e tratamento da doenca.

Quais sao os riscos em participar?

O unico risco a que o paciente sera submetido € o da pungao venosa, que € um
procedimento corriqueiro e de baixissimo risco. Serao retirados 5 ml de sangue, o que néo
compromete a saude do paciente. O procedimento sera feito com material esterilizado e
descartavel por profissionais da area de saude com competéncia técnica para tal. Nao
sera feita nenhuma alteragédo na medicagao em uso pelo paciente.

Itens importantes
Vocé tem a liberdade de desistir do estudo a qualquer momento, sem fornecer um motivo,
assim como pedir maiores informacdes sobre o estudo e o procedimento a ser feito.

O que eu ganho com este estudo?

Sua colaboracéao neste estudo visa aumentar o conhecimento cientifico sobre a
esquizofrenia. Em curto e médio prazos nao ha ganho especifico pelo paciente ao
participar deste estudo.

Quais sao os meus direitos?

Os pesquisadores do Servico de Psiquiatria e os representantes da Comissao de Etica do
HCPA podem necessitar examinar os seus registros a fim de verificar as informagdes para
o objetivo deste estudo. No entanto, os seus registros médicos serdo sempre tratados
confidencialmente.

Os resultados deste estudo poderao ser publicados em um jornal cientifico ou submetido a
autoridade de medicamento competente, mas vocé nao sera identificado por nome.

Sua participacao neste estudo é voluntaria, de forma que caso vocé decida nao participar,
isso nao afetara o tratamento normal ao qual vocé tem direito.
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DECLARAGAO:

= R declaro
que:

1. Concordo total e voluntariamente em fazer parte deste estudo.

2. Recebi uma explicagdo completa do objetivo do estudo, dos procedimentos envolvidos
€ o0 que se espera de mim. O médico me explicou os possiveis problemas que podem
surgir em consequéncia da minha participagéo neste estudo.

3. Informei o0 médico sobre medicamentos que estou tomando.

4. Concordo em cooperar inteiramente com o médico supervisor.

5. Estou ciente de que tenho total liberdade de desistir do estudo a qualquer momento e
que esta desisténcia nao ira, de forma alguma, afetar meu tratamento ou administracao
médica futura.

6. Estou ciente de que a informagado nos meus registros médicos é essencial para a
avaliagao dos resultados do estudo. Concordo em liberar esta informacéo sob o
entendimento de que ela sera tratada confidencialmente.

7. Estou ciente de que nao serei referido por nome em qualquer relatério relacionado a
este estudo. Da minha parte, ndo devo restringir, de forma alguma, os resultados que
possam surgir neste estudo.

Assinatura do Paciente

Ass: Assinatura do Pesquisador
Responsavel:
Data: Ass:

Data:

Assinatura do Familiar Responsavel pelo Paciente

Ass:

Data:
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA VOLUNTARIOS SAUDAVEIS

Numero do estudo: Nome do sujeito:
Data de nascimento: Céd. de identidade do sujeito:
Médico supervisor:

Informacoes sobre o estudo ao voluntario do grupo controle

Esta folha informativa tem o objetivo de fornecer a informagdo minima para o sujeito que
considere participar neste estudo. Ela ndo elimina a necessidade do pesquisador de
explicar, e se necessario, ampliar as informagées nela contidas.

Antes de participar deste estudo, gostariamos que vocé tomasse conhecimento do que ele
envolve. Damos abaixo alguns esclarecimentos sobre duvidas que vocé possa ter. Em
caso de qualquer duvida quanto ao estudo e o que ele envolve e sobre os seus direitos,
vocé devera contatar a Dra. Clarissa Severino Gama pelo telefone (051) 21018294.

Qual é o objetivo da pesquisa?

Com este estudo buscamos identificar se ha relagao entre a quantidade de uma proteina
neuronal chamada BDNF e a esquizofrenia. Caso haja esta relagéo, esta proteina podera
ser util para ajudar no entendimento e tratamento da doenca.

Quais sao os riscos em participar?
Neste momento vocé estd isento de riscos para sua saude, gostariamos de poder utilizar o
material coletado para o projeto 05-376.

Itens importantes
Vocé tem a liberdade de desistir do estudo a qualquer momento, sem fornecer um motivo,
assim como pedir maiores informacdes sobre o estudo e o procedimento a ser feito.

O que eu ganho com este estudo?

Sua colaboragéao neste estudo visa aumentar o conhecimento cientifico sobre a
esquizofrenia. Em curto e médio prazos nao ha ganho especifico pelo voluntario ao
participar deste estudo.

Quais sao os meus direitos?

O resultado do teste cognitivo e das dosagens, ja autorizados pelo sr/sra. No estudo 05-
376 serao sempre tratados confidencialmente.

Os resultados deste estudo poderao ser publicados em um jornal cientifico ou submetido a
autoridade de medicamento competente, mas vocé nao sera identificado por nome.

Sua participacao neste estudo é voluntaria, de forma que caso vocé decida nao participar,
néo lhe acarretara problema algum.
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DECLARAGAO:

= R declaro
que:

1. Concordo total e voluntariamente em fazer parte deste estudo.

2. Recebi uma explicagdo completa do objetivo do estudo, dos procedimentos envolvidos
€ o0 que se espera de mim. O médico me explicou os possiveis problemas que podem
surgir em consequéncia da minha participagéo neste estudo.

3. Informei 0 médico sobre todos os medicamentos que tomei nas ultimas 24 horas e
medicamentos que ainda estou tomando.

4. Concordo em cooperar inteiramente com o médico supervisor.

5. Estou ciente de que tenho total liberdade de desistir do estudo a qualquer momento e
gue esta desisténcia nao ira, de forma alguma, acarretar qualquer tipo de problema para
mim.

6. Estou ciente de que a informagéao colhida no questionario é essencial para a avaliagcao
dos resultados do estudo. Concordo em liberar esta informagao sob o entendimento de
que ela sera tratada confidencialmente.

7. Estou ciente de que nao serei referido por nome em qualquer relatério relacionado a
este estudo. Da minha parte, ndo devo restringir, de forma alguma, os resultados que
possam surgir neste estudo.

Assinatura do Voluntario Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Ass: Ass:

Data: Data:



