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Ben
Rube

Ben, chegaste em boa hora pra ver
O mundo que gira veloz
E a vida que corre demais

Ben, ouvi que vocé quer falar
Sua méae me contou que vocé ta demais
E vendo suas fotos me bate saudade

Ben, um dia vocé vai crescer
Cansar de brinquedo e jogar
Voltar com a tristeza de baixo do brago

Que os dentes caem

E as pernas crescem demais
Fantasmas voam

Depois que a luz se desfaz
Mas ndo tem mistério, ndo
N&o tem por que chorar

Ben, ndo deixa de ouvir os discos que eu dei
N&o perde um bom dia de onda no mar
N&o deixa de me visitar, seu moleque safado

Ben, ndo liga pro que vao dizer
Nem ouve conselho demais
Nem mesmo as bobagens que eu te falo agora

Que os dentes caem

E as pernas crescem demais
Fantasmas voam

Depois que a luz se desfaz
Pessoas gritam

Pessoas falam demais

Mas ndo tem mistério, ndo
N&o tem por que chorar

A vida é boa

Quando se brinca demais
Quando se canta

E nao se olha pra tras

SO ndo se esquece

Que eu sou parceiro

E sem mais


https://www.youtube.com/watch?v=bi7rk0Aj_Z0&t=20s
https://www.youtube.com/watch?v=bi7rk0Aj_Z0&t=20s

Para meu filho, Benjamin
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RESUMO

A esquizofrenia (SZ) esta classificada entre os transtornos mentais graves, sendo
uma doenca altamente incapacitante, com grande morbidade e mortalidade. O
entendimento dos mecanismos fisiopatologicos que ocorrem na esquizofrenia se fazem
importantes no intuito de fornecer o substrato para melhores agOes terapéuticas e,
consequentemente, melhores desfechos clinicos. Uma maneira de avaliar tais
mecanismos seria com estudos avaliando endofenotipos, que sdo caracteristicas
mensuraveis que se encontram entre 0 genotipo e a doenca. Endofendtipos vém sendo
estudados em familiares ndo doentes de sujeitos com SZ com propadsito de correlacionar
fendtipo e risco genético. Sendo assim, baseando-se em caracteristicas endofenotipicas,
este trabalho busca compreender os mecanismos fisiopatoldgicos que ocorrem no dano
neurocognitivo na doenca (artigo 1) e caracterizar uma possivel sindrome de
envelhecimento acelerado patolégico na SZ (artigo 2). Participaram do estudo 118
sujeitos: 35 pacientes com SZ, 36 irmdos ndo doentes de pacientes com SZ (SB) e 47
controles saudaveis (HC). O primeiro artigo avaliou uma possivel correlagdo entre as
citocinas TNF-a e IL-6 e memdria verbal episodica, marcadores relacionados com
consolidacdo da memdria. A hipdtese inicial seria a de que um desequilibrio nestes
marcadores levaria a prejuizo na memdria verbal episddica, entretanto nos resultados ndo
encontramos correlacdo significativa. Isto reforga uma outra teoria para o déficit na EMV.
Esta teoria propbe que o prejuizo na EMV seria decorrente de alteracdes em funcbes
cognitivas primarias, como o controle cognitivo proativo. Disfun¢bes no controle
proativo levariam ao déficit em EMV e ndo um desequilibrio de TNF-a e IL-6. O artigo
2 investigou a ocorréncia de uma sindrome de envelhecimento acelerado patolégico na
SZ e a possibilidade de tal caracteristica poder ser um endofenétipo. Utilizou-se método
de andlise de dados baseados em inteligéncia artificial (Machine Learning), que utiliza
algoritmos para fornecer resultados preditivos, tendo como principal medida a acuracia.
Foi feito um algoritmo com os seguintes marcadores perifericos relacionados com
envelhecimento celular: as eotaxinas CCL-11 e CCL-24; os marcadores de estresse
oxidativo TBARS, GPx, PCC; e comprimento de telémero. O modelo foi capaz de separar
com boa acurécia os trés grupos individualmente, sugerindo que SZ e SB possuem
alteracdes nestes marcadores significativas o suficientes para serem identificados. Estes
resultados fortalecem a ideia de que realmente se ocorre um envelhecimento patoldgico

acelerado na SZ e que esta caracteristica pode ser um endofendtipo da doenga, inclusive
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também sendo observado em SB. Os achados desta tese ajudam a ampliar o conhecimento
sobre os mecanismos fisiopatoldgicos que ocorrem na esquizofrenia. Com o continuado
crescimento deste conhecimento, espera-se que novos tratamentos e intervencfes mais
efetivas sejam desenvolvidos, buscando atenuar os desfechos tdo debilitantes que

ocorrem na doenga.
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ABSTRACT

Schizophrenia (SZ) is a chronic severe mental disease characterized by great
impairment in several areas of neurodevelopment, leading to high morbimortality. The
understanding of its neurobiological mechanisms is important to provide ground for better
therapeutic actions in order to achieve enhanced clinical outcomes. An interesting way of
broadening the knowledge in this field would be with endophenotypes studies.
Endophenotypes are identifiable components along the pathway between illness and
genotype, allowing identification of some disorder features. These components have been
studied in relatives of SZ subjects with the purpose of investigate the correlation between
phenotype and genetic risk. Thus, in light of endophenotipic features, this work aims to
evaluate the pathophysiological underpinnings that occurs in the cognitive impairment in
the disease (article 1) and characterize a possible accelerated aging process in SZ as
endophenotype (article 2). A total 118 individuals participated in the study: 35 subjects
with SZ, 36 unaffected siblings of patients with SZ (SB) and 47 healthy controls (HC).
The first article investigated the relationship between TNF-o and IL-6 and memory
performance in patients with SZ, SB and HC. There were no significant correlations
between episodic verbal memory, TNF-o and IL-6. These results strengthen the
hypothesis that deficits in verbal memory of individuals with SZ could be secondary to
inadequate functioning of cognitive processing areas, such as proactive cognitive control.
The second article assessed pathological accelerated aging as an endophenotype in SZ
using machine learning techniques combined with peripheral biomarkers related to the
aging process. An algorithm using the following biomarkers was created: eotaxins CCL-
11 and CCL-24; the oxidative stress biomarkers PCC, GPx and TBARS; and telomere
length. The model was capable to individualize each group with good accuracy,
suggesting that these profiles are significant enough to be identified in SZ and SB. These
results support the hypothesis that a pathological accelerated aging truly occurs in SZ and
that this pathological aging might be an endophenotype of the disease. Moreover, this
profile was also observed in SB, pointing to the fact that SB might suffer from accelerated
aging in some level. The enhanced understanding in this field might provide accurate
multi-modal signatures to identify subjects in risk for endophenotipic manifestations and

provide precocious intervention in order to reduce possible future deficits.
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1. INTRODUCAO

Esquizofrenia é uma doenca Gnica, peculiar e com vérias nuances. E um transtorno
mental grave que afeta aproximadamente 1% da populagdo, sendo incluida entre as
doengas mentais crénicas altamente incapacitantes, juntamente com transtorno do humor
bipolar e transtorno esquizoafetivo. E caracterizada por um série de sintomas que
geralmente se iniciam na adolescéncia tardia ou vida adulta inicial e continuam ao longo
da vida. A maioria dos pacientes se apresentam com comportamento disfuncional com
dificuldade sociais e de aprendizado (1).

O diagnostico inclui alucinac@es auditivas (geralmente vozes que conversam com
ou sobre o paciente) e delirios (frequentemente um crenca paranoide de que forcas
externas estdo conspirando contra 0 mesmo). Além destes sintomas psicoéticos, também
chamados de sintomas positivos, varios déficits, ou sintomas negativos ocorrem. Dentre
eles, inclui-se dificuldades de atencéo, perda da sensacao de prazer, perda de vontade para
realizar atividades, desorganizacdo e empobrecimento do pensamento e fala,
embotamento afetivo e isolamento social. Sintomas positivos e negativos podem variar
de intensidade ao longo da doenca e pacientes podem apresentar predominéncia de um
dos tipos de sintomas durante diferentes periodos, tornando a SZ um dos distarbios
mentais mais heterogéneos dentre as doencas psiquiatricas. A heterogeneidade dos
sintomas e etiologia multifacetada refletem suas provaveis causas multifatoriais. Diversas
areas estdo envolvidas na fisiopatologia da doenca, neurais e ndo neurais, tornando o
entendimento dos processos que ocorrem no transtorno bastante complexos (2).

Historicamente, Emil Kraepelin (1856-1926), pesquisador alemdo comumente
citado como criador da psiquiatria e genética psiquiatrica moderna, separava as psicoses
em dois tipos: dementia praecox e psicose maniaco-depressiva. Diferenciava dementia
preacox (sintomas demenciais em pacientes jovens) e a psicose maniaco-depressiva
(conjunto de sintomas de agitacdo e melancolia) pelo seu curso (sintomas crénicos ou
episddicos), manifestacdo predominante (alteracdo de pensamento ou humor) e
prognostico (deterioro ou remissdo). Tal classificacdo de psicoses seria uma definicao
precedente da atual esquizofrenia (SZ) e transtorno do humor bipolar (THB),
respectivamente. Curiosamente, a descri¢do de Kraepelin da SZ como dementia preacox,
indica que o componente cognitivo é parte importante da doenga, tanto que o proprio
Kraepelin conceituava SZ como um transtorno de declinio cognitivo progressivo (3).

Assim sendo, além dos sintomas positivos e negativos da doenca, tem-se tornado cada
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vez mais evidente que o transtorno é acompanhado de graus variados de prejuizo
cognitivo, levando a hip6tese de que funcionamento cognitivo na SZ é um dos
componentes centrais da doenca e ndo apenas uma consequéncia da mesma. Devido a
importancia de tal caracteristica, propde-se, inclusive, que os desfechos funcionais que
ocorrem na SZ seriam melhor caracterizados pelo grau de prejuizos cognitivos que 0s
pacientes apresentam, ndo pelos sintomas classicos da doenca (4).

Interessante salientar que uma das caracteristicas observadas durante o
envelhecimento normal seria exatamente algum grau de declinio cognitivo. O proprio
Kraepelin (3) sugeria que as mudancas cognitivas que ocorriam durante o envelhecimento
em SZ seriam consistentes com a hip6tese da doenca estar associada com envelhecimento
patoldgico acelerado. Tal fato se correlaciona com caracteristicas constatadas em SZ que
seriam mortalidade precoce e um maior nivel de morbidade (5). Estudos recentes vdo em
linha com esta hipdtese e tem-se uma crescente gama de publicacbes que trazem
consisténcia para esta hipotese (6).

Apesar da heterogeneidade de sintomas, a esquizofrenia é caracterizada por uma
trajetdria sequencial que envolve: fase pré-morbida, fase prodrémica, fase psicotica e fase
estavel (7) (Figura 1). Ap6s o primeiro surto psicotico, o curso da doenca varia
substancialmente entre pacientes. Entretanto, classicamente o transtorno é marcado por
exacerbacdes e remissfes, com sintomas psicoticos entre episodios e durante a evolugao
da doenca de intensidades variadas. Com a progressao da doenca se pode evoluir com
estados funcionais altamente debilitantes ou terminar em diferentes graus de recuperacéo.
Frequentemente, pacientes com quadros progressivos cronicos apresentam grandes
limitagdes funcionais, que os impedem de exercer atividades civis normalmente,
necessitando de auxilios constantes.

Conforme o exposto acima, faz-se de extrema importancia o estudo dos
mecanismos subjacentes que ocorrem na SZ no intuito de realizar agdes preventivas para
evitar desfechos tdo limitantes. Este estudo se propde ampliar os conhecimentos sobre os

possiveis mecanismos centrais que ocorrem na esquizofrenia.
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Figura 1. Evolucéo da esquizofrenia com as fases da doenca

Historia natural e curso da esquizofrenia

Graus
peemt o varidveisde
i recuperagio
<— Primeiro episodio P .
psicatico o

Inféncia Adolescéncia e vida adulta inicial

—— (T T --------—-------—)

Adaptado de Tandon et al, 2009 (7)
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. ESQUIZOFRENIA

2.1.1. Etiologia

A origem etiopatologica da esquizofrenia ainda é desconhecida, entretanto, este é
um campo que tem tido crescente producdo cientifica. Anormalidades biologicas
reportadas na SZ sugerem mudltiplas vias causais, sem um Unico fator biolégico como
responsavel por todos os casos. Possiveis causadores podem envolver a ativagao precoce
do sistema imune durante periodo pré-natal e respostas imunes anormais que
contribuiriam para a fisiopatologia progressiva da esquizofrenia.

Apesar de as causas da doenca ainda serem em grande parte desconhecidas,
evidéncias ressaltam a importdncia de um desequilibrio  neuroprotetor-
neurodegenerativo. Dentre os fatores que podem modular o delicado equilibrio entre
morte e sobrevivéncia neuronal, o papel das citocinas neste processo tem sido
consistentemente relatado na doenca. Dados que suportam esta teoria vém de estudos
evidenciando relagbes da SZ com doencas atdpicas e autoimunes. Mostrou-se que
transtornos atdpicos na infancia estdo associados com maior chance de sintomas
psicoticos na adolescéncia e que pacientes com SZ e seus irmaos nao afetados pela doenca
tem maior prevaléncia de doengas autoimunes (8, 9).

Seguindo na mesma linha, sugere-se que infeccbes por patdgenos também tenham
um papel na fisiopatologia da doenca. Sabe-se que tais infec¢des ativam o sistema imune
e ativam uma cascada inflamatoria a fim de combater o agente invasor. A SZ esta
associada a uma maior prevaléncia de varios tipos de infeccdo, dentre elas os virus
neurotrdpicos da familia Herpes Viridae e o parasita intracelular Toxoplasma gondii.
Além disso, infeccdes durante o periodo pré-natal e durante o desenvolvimento infantil
também estdo associados com aumento no risco para desenvolver a doenga na vida adulta.
Importante salientar que foi constatado que infecgfes ndo apenas nos periodos pds-natais;
mas também no periodo pré-natal, por qualquer patdgeno, estdo associadas a um aumento
no risco de esquizofrenia na vida adulta. Alguns exemplos séo: Herpes simplex virus tipo-
2, T. gondii, citomegalovirus, virus da influenza e infecgdes bacterianas inespecificas,
como as do trato respiratério ou genital. Ademais, afeccbes do sistema nervoso central

duplicam o risco de desenvolver a doenca (10).

15



Os fatores citados acima sugerem um papel importante para marcadores

inflamatorios na fisiopatologia da SZ, ja que sdo processos em que ocorre ativacdo do

sistema imune (Figura 2) (11). Dito isto, uma funcdo para os marcadores inflamatdrios

no transtorno foi proposta na década de 90, com diversos estudos posteriores relatando

alteracdo de citocinas e uma propensao a producdo de citocinas pré-inflamatorias na SZ.

Estudos mostram elevacdes das citocinas inflamatérias IL-1B, IL-6, TNF-a, e diminuigéo

da citocina anti-inflamatéria IL-10 (12). O papel das citocinas na fisiopatologia da SZ

sera discutido pormenorizadamente mais a frente desta tese.

Figura 2. O possivel papel das citocinas na neuroinflamacéo e neurogénese da

esquizofrenia
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Adaptado de Na et al., 2014 (11)

Importante dizer que a SZ € uma desordem hereditaria, com uma herdabilidade

estimada de 80% e uma prevaléncia progressiva de acordo com o grau de parentesco com
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o0 paciente (13). A figura 3 mostra o risco de desenvolver SZ de acordo com parentesco.
Diferentes genes e regides cromossdmicas vém sendo estudados nos ultimos anos no
intuito de buscar uma relacéo genética com o transtorno. Uma revisdo recente aponta uma
série de achados importantes envolvendo variacbes do gene do componente do
complemento 4 (C4) dos dados do GWAS na identificacdo de fatores de risco para
esquizofrenia (14). Seguindo esta linha, estudos com endofendtipos, que buscam
manifestacdes genotipicas mensuraveis clinicamente, estdo sendo realizados no intuito de

ampliar tais conhecimentos (15).

Figura 3. Risco de desenvolver esquizofrenia ao longo da vida de acordo com
parentesco

Genes Relacdo com individuo
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100% GEémen monozigdtico
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Risco de desenvolver esquizofrenia ao longo da vida (%)

Adaptado de McGarth et al., 2013 (16) e Gottesman, 1991 (17)

A vista disto, evidéncias atuais expem que o desenvolvimento da SZ poderia se

dar a partir da associacdo entre vulnerabilidade genética e vulnerabilidade a multiplos
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fatores ambientais. A teoria dos dois hits no desenvolvimento da esquizofrenia propde
que se teria um primeiro hit, que seriam as vulnerabilidades genéticas, e um segundo hit,
que seria decorrente de fatores ambientais. Logo, apds o desenvolvimento do primeiro hit
durante a formacao genética, ocorreria um segundo hit no decorrer do desenvolvimento
infantil, levando a evolucgéo de sintomas psicoticos na adolescéncia/vida adulta inicial e
posteriormente ao curso progressivo da doenca com todas as suas caracteristicas
psicopatoldgicas (18). Fatores ambientais importantes relacionados com o segundo hit
dentro da teoria do neurodesenvolvimento sdo, dentre outros: idade paterna avancada,
deficiéncias nutricionais, nascimento no inverno, traumas, migracdo, fatores

socioecondmicos, uso de cannabis e urbanicidade (13).

2.1.2. Morbimortalidade da doenca

Pacientes com SZ tém expectativa de vida menor entre 10-25 anos e tém o dobro
de mortalidade em relacéo a populagéo geral. O suicidio é a maior causa de mortalidade
na doenca, chegando a acometer 1/3 de todos os casos de 6bito. Os outros 2/3 das causas
se enquadram dentro das mortes por causas médicas naturais (19). Ademais, fatores
econdmicos e sociais, como cuidados e habitos de salde precarios, e efeitos colaterais de
medicacdes desempenham um papel significativo nos desfechos clinicos desfavoraveis e
no aumento do risco de doencas médicas graves que ocorrem na SZ. Curiosamente,
mesmo com cuidados fisicos e mentais adequados, 0 aumento da mortalidade se mantém,
sugerindo que estes fatores devem nao explicar a totalidade dos mecanismos que ocorrem
na mortalidade precoce (20).

A esquizofrenia estd associada com uma série de alteragBes metabodlicas,
independente do uso de antipsicéticos, especialmente diabetes mellitus (principalmente
tipo 1) e hipertenséo arterial. As evidéncias da associacdo de SZ e DM vém de: 1- estudos
realizados antes do advento dos antipsicéticos, que sugeriam que haveria um aumento na
incidéncia de intolerancia a glicose na doenca (21-23); 2- estudos que sugeriam que SZ
estaria relacionado com DM independente do tratamento (24, 25); 3- estudos com
familiares de pacientes que encontraram aumento na incidéncia de DM em parentes de
sujeitos com SZ (26); 4- estudos mostrando aumento de glicose em pacientes em primeiro
surto sem uso de antipsicético (27, 28).

Consequentemente, pacientes com esquizofrenia também tém risco aumentado de

desenvolver sindrome metabdlica (SM). SM envolve adiposidade visceral, resisténcia
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insulinica, aumento de presséo arterial, aumento de triglicerideos e diminuicdo de HDL.
SM aumenta risco para desenvolvimento de doencas cardiovasculares e esta relacionada
com mortalidade precoce. A tabela 1 mostra possiveis complicacBes da SM (29). Esta
associada com risco 4x maior de desenvolvimento de DM e aproximadamente 2x maior
de doencga cardiaca coronariana, acidente vascular cerebral e mortalidade precoce. Em
relacdo a SZ, 1 a cada 2 pacientes tem sobrepeso, 1 a cada 5 tem hiperglicemia
significativa e 2 a cada 5 tem anormalidades lipidicas (30).

Tabela 1. Complicac6es de sindrome metabdlica

Cardiovascular Doenca coronariana, fibrilagdo atrial, insuficiéncia
cardiaca, estenose aortica

Hepatobiliar Estenose hepaticanao alcoolica

Sistema nervoso central/psicologico Acidente vascular cerebral isquémico, envelhecimento
cognitivoacelerado, irritabilidade, depressao,
hostilidade

Cancer Mama, colon, bexiga, rim, prostata, carcinome

hepatocelular, colangioma intrahepatico

Qutros Apneia obstrutiva do sono, psoriase

Adaptado de Yogaratnam et al, 2013 (29)

Um dos fatores associados a anormalidades metabolicas seria o uso de
antipsicoticos (31). Dentre os antipsicéticos tipicos, os de baixa poténcia (ex.
clorpromazina e tioridazina) tendem a induzir maior aumento de peso que os de alta
poténcia (ex. haloperidol e flufenazina). Dentre os antipsicéticos atipicos, clozapina e
olanzapina tém maior propensao a induzir aumento de peso, quetiapina e risperidona com
risco intermediario e aripiprazol, ziprazidona e amisulprida com menor risco (32)
(Tabela 2). Um estudo comparando olanzapina e haloperidol em pacientes com primeiro
episddio psicético mostrou que, depois de 2 anos de tratamento, pacientes em uso de
olanzapina tinham aumentado em media 15,4 quilos, enquanto que pacientes em uso de
haloperidol aumentaram 7,5kg. Entretanto, apesar de alteracbes de peso, estudos
mostraram reducdo de mortalidade geral de causas naturais e ndo naturais em pacientes

com uso de clozapina (33). Ademais, estudos mostram aumento do risco de SM em
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pacientes em primeiro episodio sem uso de antipsicético prévio (34) e se tem evidéncias
de alteragcBes metabolicas em familiares de pacientes com esquizofrenia (35). Estes
achados sugerem presenca de fendtipos intermediarios, que reforcariam a hipotese do
risco aumentado de doencas clinicas estar relacionado com a prépria fisiopatologia da
doenca.

Importante salientar que estudos mostram efeitos anti-inflamatérios dos
antipsicoticos. Uma meta-analise demonstrou que os dados sumarizados pelos
pesquisadores sugerem que o tratamento com antipsicéticos corrigem, pelo menos em
parte, o estado inflamatorio que foi documentado na SZ; porém, que 0s mecanismos pelos
quais os antipsicoticos agem dentro do desequilibrio imuno-inflamatdrio seguem
desconhecidos e precisam ser melhor entendidos (36). Logo, tendo em mente que uma
possivel desregulacdo inflamatdria que ocorre na SZ pode levar a processos de
envelhecimento precoce, e por consequéncia, a doencas que ocorrem com O
envelhecimento como HAS e DM, o uso de antipsicoticos poderiam ajudar no
desequilibrio inflamatério e minimizar os desfechos clinicos ruins. Além disto, pacientes
em uso de medicacdo poderiam controlar melhor a doenca e ter habitos de vida mais

saudaveis.

Tabela 2. Relacdo entre antipsicoticos atipicos de segunda geracdo e anormalidades
metabolicas

Farmaco Aumento de peso Risco para DM tipo Il Piora do perfil lipidico
Clozapina +H ++ +H+
Olanzapina - - ++
Risperdona - ++/+ +
Quetiapina ++ -+ i
Aripiprazol +/- +/- +
Ziprazidona +/- + +
Amisulprida +/- - _
Paliperidona + - +

Adaptado de Mclintyre et al, 2001 (32)

Portanto, quando pensamos globalmente nos possiveis déficits que ocorrem na

esquizofrenia, como os desfechos clinicos ruins, dificuldades com manejo farmacologico
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e efeitos colaterais, cronicidade e sintomas residuais, além de prejuizo em funcdes
cognitivas e relagBes sociais, vemos como é uma doenca que traz graves limitagdes
funcionais (37). Limitacbes tdo sérias que ndo € incomum de pacientes estarem
aposentados por doenga e com curatelas por ndo serem capazes de exercerem suas
atividades civis. Por isso, a organizacao mundial de saude classifica a SZ como uma das

doengas que mais causam incapacidade funcional ao longo da vida (38).
2.1.3. Alterac6es cognitivas

Como dito anteriormente, o declinio cognitivo € um componente central na
esquizofrenia. Interessantemente, alteracbes em fungdes cognitivas também tém sido
relatadas em outros transtornos psiquiatricos graves; como, por exemplo, no transtorno
do humor bipolar. Importante salientar que tais alteracGes diferem da esquizofrenia pela
sua extensdo e severidade. Pacientes com THB tendem a apresentar melhor performance
cognitiva que pacientes com SZ (39).

Individuos com SZ apresentam déficits em um amplo espectro, podendo variar de
sintomas cognitivos leves a sindromes que mimetizam deméncias (40). Apesar de
prejuizos heterogéneos em diversos dominios cognitivos, tem-se literatura consistente
demonstrando comprometimento na funcdo neuropsicoldgica em SZ, evidenciando-se
declinio cognitivo global substancial (41). Tal caracteristica fica mais evidente em
pacientes com mais tempo de evolugdo da doenga (42).

Os processos cognitivos englobam constructos complexos com diferentes
subsistemas que afetam as funcbes cerebrais de maneiras distintas (43). Varias funcdes
se encontram prejudicadas em pacientes com esquizofrenia, dentre elas: memoria de
trabalho, funcéo executiva, velocidade psicomotora e memoria verbal (Figura 4) (44).

Um dos principais dominios cognitivos afetados na SZ é a memoria verbal
episédica (EVM) (45). EVM é parte da memoria declarativa, sendo responsavel pelo
armazenamento e recordacdo consciente de informacdo linguistica e ndo-linguistica,
podendo se referir a eventos, experiéncias, situacdes ou novas associagdes que ocorrem
na vida de cada um (4). O sistema de memoria possui interligacbes com outros dominios
cognitivos importantes, como linguagem e fungdo executiva, influenciando
significantemente outros processos cerebrais. Apesar de ter um neurodesenvolvimento
tardio, EVM é mais susceptivel ao dano neuronal que outros sistemas de memoria, tendo

um risco maior para deterioragao precoce. Além disso, possui ampla conectividade com
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areas cerebrais corticais e subcorticais e se sobrepde com outros processos

neurobioldgicos da memdria (46).

Figura 4. Descrig¢ao de fungdes cognitivas estudadas em individuos com esquizofrenia

| * Memdria de varias formas de ]_ » Habilidade de
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memoria de curto prazoede " utilizar conceitos
longo prazo / abstratos e gerenciar
y ». habilidades
y N\ cognitivas
a/ ‘\_
y Memoria Funcdo \
."l - .".
Verbal Executiva
1 I|I
|J .I/I,rl; - I|
| = |
» | Velocidade
: Memoria de
de
trabalho . /
\ psicomotora )
\ /."
» Capacidade de armazenar 4 -
e utilizar temporariamente . // .ecrpp,z qule um
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Adaptado de Ekerholm et al., 2012 (44)

Diversos estudos evidenciam que pacientes com esquizofrenia tem prejuizo na
memadria verbal episodica (47, 48), refor¢ando tal déficit como uma caracteristica clinica
importante na doenca. Evidéncias apontam que prejuizos persistentes na EVM tém sido
correlacionados com pior evolugdo da doenca, tendo marcada importancia por ser um
preditor de funcionamento em pacientes com SZ, incluindo performance no trabalho,
comportamento social e capacidade para atividades da vida cotidiana (49).

Pela sua importancia nos desfechos cognitivos que ocorrem na progressao da
doenca, a memoria verbal episodica tem sido proposta como potencial fator preditivo para
desenvolvimento de psicose em sujeitos susceptiveis e incluida em modelos de
estadiamento da doenca (50).

2.1.4. Alteracdes de marcadores biologicos
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Citocinas sdo classificadas como um grupo de moléculas pleiotrépicas que séo
produzidos por varias células do sistema imunoldgico e ndo-imunoldgico e podem ter
acao tanto no sistema nervoso central quanto no sistema periférico. Alguns exemplos
incluem quimiocinas, interleucinas, interferons, linfocinas e fator de necrose tumoral.
Estas moléculas multifatoriais tém diversas fungdes fisiologicas essenciais para
manutencdo de processos metabolicos e fisioldgicos, como funcéo de controle de resposta
imune, plasticidade neuronal e preservacdo de homeostase corporal (51). Além disso,
estudos mostram a importdncia das citocinas na regulacdo nos sistemas de
neurotransmissores dopaminergicos e serotonérgicos, neurosistemas descritos na
fisiopatologia de doencas mentais (52).

Apesar de ndo se saber especificamente quais anormalidades inflamatorias
ocorrem nas doencgas psiquiatricas, propde-se que disregulacdo dos niveis de citocinas
poderiam influenciar nos sintomas e evolucdo da doenga. Tem-se literatura consistente
evidenciando alteracdes de citocinas e SZ (53-55). Respostas nos sistemas imune tipo 1
(Thl) e tipo 2 (Th2) foram propostos para elucidar a fisiopatologia da SZ. Ainda que com
resultados heterogéneos, relata-se uma mudanca de resposta imune do tipo 2,
caracterizada por um perfil anti-inflamatorio, para uma resposta tipo 1, com perfil pro-
inflamatdrio, sugerindo uma desregulacdo entre sistema imune celular e humoral. Na SZ,
observa-se um aumento de TNF-a, citocina inflamatdria regulada pela resposta Thi, e
diminuicdo na atividade de IL-4 e IL-10, citocinas anti-inflamatérias reguladas pela
resposta Th2, indicando desequilibrio Th1/Th2 na doencga (56).

Paradoxalmente, um importante marcador de resposta Thl, IL-2, tem um efeito
“concentragdo-dependente” no sistema dopaminérgico, estimulando liberacdo de
dopamina com niveis séricos baixos e inibindo liberacdo de dopamina com niveis séricos
aumentados. Estudos mostram que este marcador Thl teria uma tendéncia a estar
diminuido na SZ (57). Outro fator seria um aumento de eotaxina-1 (CCL-11), citocina
envolvida em ativacdo do sistema imune tipo 2, em individuos com SZ (58). Isto mostra
a complexidade dos mecanismos imuno-inflamatorios na SZ, de modo que seria arriscado
usar uma visao mais estreita e simplesmente afirmar que ha um aumento de resposta Thl
e diminuicdo de resposta Th2, ja que oscilacdes de citocinas também ocorrem dentro de
cada grupo, como por exemplo com os marcadores do grupo Thl TNF-a (aumentado) e
IL-2 (diminuido).

Ademais, precisa-se ainda de dados mais consistentes em relagdo ao aumento ou
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diminuicdo de citocinas ao longo da doenca. Devido a estes resultados heterogéneos,
alguns estudos sugerem subgrupos de pacientes que teriam niveis relativamente elevados
de citocinas, podendo ter significado bioldgico mais consistente (59).

A figura 5 mostra uma representacdo esquematica do papel das citocinas
inflamatdrias nos processos celulares. A acdo destas citocinas poderiam estar no cerne
dos mecanismos de progressao da doenca, desde a fase assintomatica, através de um
periodo prodrémico, até o desenvolvimento de sintomas francos de SZ. O desequilibrio
da resposta imune estimularia apoptose celular e inibiria arborizacdo dendritica e
neuroplasticidade, levando a dano estrutural e prejuizo funcional (10).

Pesquisadores buscam encontrar biomarcadores que possam refletir o estado
clinico dos pacientes durante a progressao da doenga. Sugere-se que niveis elevados de
interleucina-1 P, interleucina-6 e fator de transformacdo do crescimento- seriam
marcadores de “estado” na SZ, estando aumentados em pacientes com agudizagdes da
doenca e em primeiro episédio psicético, porém melhorando com uso de antipsicoticos e
remissdo de sintomas. Enquanto que interleucina-12, interferon-y, fator de necrose
tumoral-a e receptor soltvel de IL-2 seriam marcadores de “traco” da doenca, j& que 0s
niveis séricos destes marcadores se manteriam elevados em agudizacdes e mesmo ap0os
tratamento com antipsicoéticos e remissdo de sintomas (12).

Além disso, tem-se literatura consideravel mostrando ndo sO alteracbes nas
citocinas, mas também em areas mais amplas do sistema imuno-inflamatério. Exemplos
sdo: disturbios nas células gliais cerebrais; niveis aumentados de anticorpos e de proteina
C reativa; e alteragdes de quinureninas (11, 60).

Outros biomarcadores importantes que estdo sendo estudados e que podem ter
significancia na fisiopatologia da doenca sdo as eotaxinas, tipo de citocinas envolvidas
na atracdo de células para local inflamatorio; marcadores de estresse oxidativo,
relacionados a dano celular e envelhecimento; e comprimento de teldmero, marcador
emergente associado com envelhecimento celular. Tais marcadores tém sido relacionados
com teoria do envelhecimento patoldgico na SZ e serdo abordados a posteriori nesta tese.

Devido ao possivel papel significativo que marcadores inflamatorios e
imunoldgicos exercem na fisiopatologia da SZ, patologias microvasculares e
neuroinflamacdo tém sido sugeridos como possiveis endofendtipos que ocorrem na
doenca (61).

Figura 5. Representacao esquematica do papel das citocinas nos processos celulares
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2.2. NEUROBIOLOGIA DO DANO COGNITIVO NA ESQUIZOFRENIA

Como ja ressaltado previamente, esquizofrenia é uma doenca complexa com
prejuizo cognitivo e psicossocial importante. Recentemente, esforcos foram feitos para
entender melhor como ocorre o dano cognitivo na doenga. Uma hipétese para tal prejuizo
cognitivo seria que individuos com SZ apresentariam anormalidades bioldgicas nos
mecanismos fisioldgicos relacionados com a memoria (10, 55, 62). A seguir,
pormenorizamos como tais anormalidades se apresentariam.

Consolidagdo da memaria é o mecanismo pelo qual as memorias sdo armazenadas
permanentemente no cérebro. Este processo seria influenciado por dois processos
celulares: potenciacdo de longa duracao (LTP) e depressao de longa duracdo (LTD). Uma
das teorias neurobioldgicas mais aceitas diz que 0s neurénios ficariam “potencializados”
ou altamente responsivos, por minutos, dias ou semanas através da LTP e LDP. Tais
mecanismos influenciariam a conectividade sinéptica, fortalecendo-a (LTP) ou tornando-
a mais fraca (LTD) (63). Importante dizer que tanto a inibicdo de LTP quanto LTD podem
levar a prejuizo nos sistemas de memoria, e que o processo de aprendizagem modifica a
indugéo destes mecanismos.

Um dos principais papéis exercidos pelas citocinas nos sistemas neuronais € a
modulacdo do aprendizado e processos de memoria. Evidéncias sugerem mecanismos
inflamatdrios como um fator importante nos processos que levam ao declinio cognitivo,
inclusive envolvendo areas mais amplas do sistema imuno-inflamatério (64). Dito isto,
estudos em animais mostram uma possivel influéncia das citocinas IL-6 e TNF-a na
plasticidade sinéptica, LTP, LTD e neurogénese; sugerindo que tais substancias teriam
um papel importante na consolidacdo de memdrias (65-67). A citocina pré-inflamatoria
TNF- o tem efeitos neuroprotetivos e neurodenegenativos no cérebro. Tem a propriedade
bioldgica de agir como um neuromodulador sinéptico, influenciando a funcéo cognitiva
através de efeitos diretos na potenciacdo de longa duracdo (68, 69). A citocina IL-6
influencia a funcdo cognitiva por efeitos na neurogénese e plasticidade sinaptica atraves
do bloqueio na neurotransmisséo de LTP (69, 70).

Entretanto, dada a complexidade dos mecanismos inflamatorios subjacentes que
ocorrem nos sistemas de memoria, resultados conflitantes ainda s&o descritos em estudos
humanos, dificultando o entendimento do papel exato das citocinas no SNC (51). Dessa
forma, uma revisdo sistematica recente mostrou que um grupo de pacientes com as

citocinas (IL-1p, IL-6, IL-18, IL-8 e IL-2 mMRNA) elevadas tiveram piores resultados em
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testes cognitivos. Também evidenciou que a maioria dos estudos relataram resultados
positivos em relacdo a TNF-a e desempenho cognitivo e que resultados menos
convincentes foram vistos em relacdo a IL-6 (71). Todavia, salientam que os resultados
avaliaram diversas areas cognitivas e que se teve heterogeneidade significante nas escalas
utilizadas para avaliagdo do desempenho cognitivo, tornando dificil generalizacao.
Ademais, avaliando-se as citocinas especificas TNF-a e IL-6 e memdria verbal episddica,
um dos componentes centrais da memoria sabidamente prejudicado na SZ, obteve-se
resultados inespecificos.

Por conseguinte, considerando os resultados ainda inespecificos relacionando
citocinas e cognigdo, desenvolveu-se uma outra teoria para dano cognitivo nao
envolvendo desequilibrio dos processos neurobioldgicos da memdria. Esta teoria sugere
que os déficits que ocorrem na performance da memoria em sujeitos com SZ seriam
secundarios a prejuizos em outras funcdes cognitivas, como em controle cognitivo
proativo. Tal funcdo é uma forma de processamento cognitivo responsavel por reter
ativamente informac6es importantes para manutencéo da atencéo e para processamento
de elementos cognitivos (72). Portanto, a representacdo de informacdo de maneira
ineficaz levaria a um processamento cognitivo “corrompido”, € como a memoria
episddica depende de um bom funcionamento dos processos de memaria, alteracdes no
controle proativo levariam a dano na memdria verbal episddica e consequentemente nos
processos cognitivos subsequentes.

Uma éarea relacionada com o controle proativo é o cortex frontal dorsolateral
(DLPFC), sistema responsavel pelo processamento contextual antes da ocorréncia de
eventos que demandem processos cognitivos (73). Importante dizer que déficits no
controle proativo, juntamente com anormalidades no DLPFC, tem sido consistentemente
relatados em SZ e que tais alteracfes estdo associados com sintomas de desorganizacao
na esquizofrenia (74, 75). A figura 6 mostra potenciais mecanismos de disfuncéo
cognitiva em esquizofrenia, tanto com um fator neurobioldgico como fator unificador

guanto com um mecanismo psicoldgico como fator unificador.

27



Figura 6. Mecanismos potenciais de disfuncéo cognitiva na esquizofrenia

Mecanismo psicolagico como fator unificador Mecanismo neurobiolagico como fator unificador
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Adaptado de Barch, 2012 (72)
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2.3. ENVELHECIMENTO PATOLOGICO ACELERADO

Individuos com esquizofrenia tém expectativa de vida menor que a populacao
geral e frequentemente evoluem com desfechos clinicos graves. Uma teoria que sugere
mecanismos para tais desfechos € a teoria do envelhecimento patologico acelerado.
Kraepelin, em 1971, ja sugeriria que o declinio cognitivo observado na doenca poderia
estar associado com algum grau de envelhecimento acelerado; e, em 2008, Kirkpatrick
retomou os estudos envolvendo esta hipétese (5). Evidenciou os pobres desfechos
clinicos que ocorrem na doenca e discorreu sobre declinio cognitivo que ocorre na SZ,
fazendo comparacGes com alteracdes que ocorrem no envelhecimento. O autor defende a
hipotese de que haveria na SZ um aumento na prevaléncia de vérias condi¢bes que
ocorrem no envelhecimento (Tabela 3).

Tabela 3. Condigdes relacionadas ao envelhecimento que ocorreriam em maior

frequéncia na esquizofrenia

Condicoes relacionadas com envelhecimento

Aumento de resisténcia insulinica Hiperlinidemia

Aumento de pressao arterial Diminuicdo de densidade 0ssea
Espessamento da lente ocular Afinamento e enrugamento da pele
Afinamento do cahelo Diminuicdo de massa muscular

Adaptado de Kirkpatrick, 2008 (5)

Estudos recentes reforcam e ampliam esta teoria. Czepielewski et al, 2018 (76)
avaliou envelhecimento acelerado na SZ e sugeriu alguns marcadores que podem fazer
parte dos mecanismos fisiopatologicos que ocorrem neste possivel endofenétipo. Os
autores sugeriram um modelo multifatorial englobando marcadores bioldgicos, cognigdo
e achados de neuroimagem. Avaliou-se a relacdo de envelhecimento com comprimento
de telomeros, eotaxina-1 (CCL-11), volume de massa cinzenta e desempenho em
memoria episodica. A figura 7 mostra possiveis mecanismos envolvidos em

envelhecimento precoce acelerado na esquizofrenia.
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Figura 7. Mecanismos possiveis envolvidos no envelhecimento acelerado na SZ e

correlacBes entre as varidveis achadas no estudo
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Adaptado de Czepielewski et al., 2017 (76)

Dentro do modelo de envelhecimento acelerado da figura 7, existiriam correlagdes
positivas entre duracdo da doenca, idade e niveis de CCL-11, e correlagdes negativas com
comprimento de teldmeros e volume residual de massa cinzenta; ou seja, além dos efeitos
do envelhecimento normal, a medida que a doenca evoluiria se teria aumento de CCL-11
e diminuicao de teldbmero e massa cinzenta cerebral. Além disso, desempenho de memoria
episddica também teria um declinio, ja que estaria relacionado positivamente com
diminuigdo de comprimento de teldmero e de massa cinzenta. Logo, tem-se um modelo
complexo, envolvendo marcadores bioldgicos, testes psicométrico e exames de imagem
que fortalecem esta hipotese.

Apesar de os estudos indicarem que estes processos sugiram um envelhecimento
patologico acelerado, 0s mecanismos neurobiolégicos destes processos seguem
desconhecidos. Como ja se tem literatura consistente evidenciando alteragfes cognitivas
e de neuroimagem na SZ (77-80) e, como citado anteriormente, existem dificuldades de
generalizacdo de estudos com marcadores sanguineos pelos resultados heterogéneos, um
dos objetivos desta tese é ajudar a construir modelos com biomarcadores mais
consistentes. Por isso, a seguir pormenorizaremos mecanismos celulares envolvidos com
biomarcadores periféricos.

Envelhecimento celular é um estado do ciclo celular irreversivel que contribui
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ativamente para patologias degenerativas e senescéncia somatica. Erosdo de telomeros e
disfungdo mitocondrial sdo caminhos moleculares conhecidos implicados no processo de
envelhecimento celular. Telomeros sdo estruturas constituidas por fileiras repetidas de
proteinas de DNA néo codificante que formam as extremidades dos cromossomos, cuja
principal funcdo é impedir o desgaste do material genético e manter a estabilidade
estrutural do cromossomo. Em células sométicas normais, os teldmeros diminuem de
comprimento na medida em que ocorre divisdao celular, quando o comprimento de
teldmero chega em seu nivel critico, a célula comeca a entrar no processo de senescéncia
e apoptose. Dito isto, comprimento de telémero € um marcador emergente de
envelhecimento celular e tem sido associado com doencas meédicas graves, incluindo
doencas cardiovasculares, diabetes e cancer; portanto, sendo associado com mortalidade
precoce (81). Ademais, apesar de se ter varios estudos avaliando telémeros com
resultados controversos, resultados de uma meta-anélise recente indicam que o
comprimento de teldmero estd diminuido na esquizofrenia, sugerindo um perfil de
envelhecimento acelerado na esquizofrenia (82).

Eotaxinas sdo citocinas envolvidas na atracdo de células para o local inflamatério
relacionadas com desequilibrio neuroinflamato6rio e com o processo de envelhecimento,
originalmente implicados no recrutamento de células eosinofilicas para locais
inflamatorios durante reacdes alérgicas, sendo investigado em doengas como asma, rinite
alérgica e outras condicdes relacionadas com respostas eosinofilicas, e posteriormente
visto funcdes mais amplas envolvendo outras células do sistema imunoinflamatério e
neuromodulacdo de células cerebrais (83). Estudos animais mostraram que aumento de
eotaxina-1 (CCL-11) est4 associado com diminui¢cdo de neurogénese na vida adulta e
prejuizo de memdria verbal (84). Estudos reforcaram estes achados mostrando aumento
dos niveis de eotaxinas em pacientes com SZ, THB, depressao, distimia e transtorno do
espectro autista e os relacionando com desfechos ndo favoraveis (58). Em relacdo
especificamente a individuos com SZ, evidéncias confirmam tais achados e apontam para
uma correlacdo negativa entre eotaxinas e desempenho cognitivo, principalmente para as
eotaxinas CCL-11 e CCL-24 (85). Estas caracteristicas tornam as eotaxinas potenciais
candidatos para estarem diretamente envolvidos com processos patoldgicos de
envelhecimento.

Outros marcadores bioldgicos importantes podem ter conexdo com este processo
de envelhecimento acelerado, séo eles os marcadores de estresse oxidativo. Sugere-se que

produtos de estresse oxidativo teriam um papel importante na fisiopatologia da
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esquizofrenia (86, 87). A teoria do estresse oxidativo pressupde que 0 processo de
envelhecimento resulta do dano de radicais livres a tecidos conectivos e componentes
celulares. Tais radicais livres seriam espécies quimicas instaveis altamente reativas
provenientes de reacdes associadas com oxigénio (88). Como o estresse oxidativo € uma
das principais causas de desgaste dos teldmeros e consequentemente de seu
encurtamento, sugere-se que anormalidades ocorridas nos mecanismos de estresse

oxidativo na SZ podem contribuir para o processo de envelhecimento acelerado (89).
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2.4. ENDOFENOTIPOS

O interesse por endofenoétipos surgiu na biologia evolutiva em 1966, sendo
descrito na literatura psiquiatrica por Gottesman e Shields em 1973, tendo sido definido
como fendtipos intermediarios situados entre o nivel etiolégico e o nivel genotipico, ou
seja, sdo componentes neurobiol6gicos mesurdveis que se encontram entre a doenca e 0
gendtipo. Tais caracteristicas podem ser parametros neurofisiologicos, bioquimicos,
endocrinoldgicos, neuroanatdbmicos ou cognitivos. A pesquisa neste tema é emergente,
com crescentes publicacdes cientificas, exemplificando: até 2002 tinha-se
aproximadamente 60 resultados em busca no PUBMED relacionados com endofenotipos,
enguanto que realizando-se a busca novamente até o ano de 2018, tem-se mais de 2500
resultados.

O conceito de endofendtipo foi proposto no intuito de explicar as complexidades
dos mecanismos, intermediando as influéncias génicas e ambientais sobre a expressédo
fenotipica. Assim sendo, um dos grandes usos da pesquisa endofenotipica seria
correlacionar fendtipos com risco genético de uma doenca. Critérios para identificacao
de marcadores genéticos na psiquiatria foram sugeridos e adaptados para se aplicar aos
endofendtipos (90).

Critérios para endofenétipo:

1 O endofendtipo esta associado a uma doenca na populagao

2- O endofendtipo € hereditario

3- O endofenotipo é independente do estado da doenca, manifesta-se em um
individuo mesmo sem a doenga estar em atividade

4-  Entre familias, o endofenotipo e a doenga sdo co-segregados

5-  Os endofendtipos achados em familiares afetados pela doenca sdo achados
em familiares ndo afetados pela doenca com maior frequéncia que na

populagéo geral

Interessante dizer que tais estudos ndo sdo restritos de pacientes com
esquizofrenia. Os estudos de endofendtipos também abordam outras doencas
psiquiatricas como transtorno do humor bipolar e depressdo (91). Pearlson, 2015 (92)

mostra uma tabela com os principais candidatos a endofendtipos e marcadores
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relacionadas em SZ e THB (Tabela 4).

Tabela 4. Possiveis endofendtipos e marcadores relacionados em esquizofrenia e
transtorno do humor bipolar

POSSIVEIS ENDOFENOTIPOS

Movimento sacadico ocular Eletroencefalograma em repouso

Ressonancia magnética funcional — Mapeamento de cores DTI
“task-based” e “resting state”

Volume de massa cinzenta - ressonancia Processamento de estimulo
magnética nuclear estrutural pareado/P50

Potencial relacionado a P300 Cognigao
Adaptado de Pearlson, 2015 (92)

Em genética, locus se refere a uma posicéo especifica de um cromossomo, como
a posicdo de um gene ou um marcador genético. Cada cromossomo carrega muitos genes
e consequentemente muitos loci (plural de locus). Um estudo recente de Smeland et al.,
2017 mostrou uma correlagédo de 21 loci entre esquizofrenia e cognigdo (93). Dois loci
foram associados com raciocinio verbal numérico, 6 com tempo de reagédo, 14 com funcéo
cognitiva geral. Um locus teve associacdo forte, gene TCF20, cromossomo 22q13.2,
relacionando esquizofrenia com funcéo cognitiva global e raciocinio verbal numérico.
Ademais, correlacionaram 18 loci com pior performance cognitiva. Outro estudo recente
por Li et al, 2017 identificou 30 novos loci em esquizofrenia, abrindo caminhos para
descoberta de novas conexdes entre loci e manifestagdes endofenotipicas (94). Os fatores
genéticos, endofenotipicos e ambientais interagem entre si para gerar suscetibilidade para
desenvolvimento da SZ. A figura 8 mostra outros possiveis loci e esta inter-relacdo
dindmica.

Uma maneira importante de se avaliar possiveis endofen6tipos na SZ seria na
avaliacdo de familiares de pacientes com a doenca. Em virtude da significativa
herdabilidade genética que ocorre, a presenca de uma caracteristica observada em SZ nos
familiares ndo afetados pelo transtorno fortaleceria tal caracteristica como possivel
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endofendtipo. A vista disso, estudos envolvendo familiares de pacientes estio em
constante ascens@o. Um estudo realizado por Massuda et al, 2013 (95) avaliou diferencas
entre marcadores de estresse oxidativo em irmaos néo afetados pela doenca e controles
saudaveis. Os resultados mostraram diferencas significativas entre os dois grupos no
tocante a niveis de conteddo de proteina carbonil (PCC), com o grupo dos irméos tendo
maior nivel sérico. Tais resultados reforcam o papel de marcadores oxidativos na SZ e na
possibilidade de tais marcadores como endofendtipos. Seguindo nesta linha, outro estudo
avaliou comprimento de telémeros em pacientes com SZ, SB e HC (96). Os resultados
mostraram que sujeitos com SZ teriam menor comprimento de telémero em relagdo aos
controles, porém em relacdo aos SB nédo se observou diferencas com ambos 0s grupos de
SZ e HC. Estes resultados sugerem que irmaos de pacientes com SZ poderiam ter algum
grau de diminuicdo no comprimento de teléomero e, consequentemente, algum nivel de
envelhecimento patoldgico, podendo esta caracteristica vir a ser um endofenotipo.

Outros estudos com familiares de pacientes robustecem a ideia de funcbes
cognitivas com endofendtipos (97, 98). Um estudo por Massuda et al., 2013 (99) mostrou
que SB tiveram pior performance cognitiva que controles saudaveis em relacdo a
memoria verbal episddica. Além disto, exames com neuroimagem também evidenciam
anormalidades em SB comparados com HC, especialmente na conectividade cerebral e
nos modos de estado de repouso (100-103). Curiosamente, estes critérios estdo se
expandindo até mesmo para o periodo perinatal, como mostra o estudo de Ross e
Freedman, 2015 (104), sugerindo novos critérios de endofendtipos para o periodo
perinatal e como estes novos critérios ajudam a identificar fendtipos perinatais Uteis para
risco de SZ.

Como se pbde perceber, os estudos com endofenotipos abrangem diversas areas
neurobioldgicas, englobando desde parametros cognitivos e neuroanatdmicos a
caracteristicas neurofisiologicas e bioquimicas. Os estudos de endofendétipos possibilitam
“ligar os pontos” entre os genes, as células, circuitos bioldgico, neurocognicao e prejuizo

funcional e personalizar o tratamento de pacientes com esquizofrenia (105).
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Figura 8. Inter-relacdo dinamica entre fatores genéticos, endofenotipicos e ambientais no

desenvolvimento da SZ
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2.5. MACHINE LEARNING

‘Machine learning’ € um método de anélise de dados que automatiza a construcao
de modelos analiticos. E um ramo da inteligéncia artificial baseado na ideia de que
sistemas computacionais podem aprender com dados, identificar padrdes e tomar
decisfes com o minimo de intervengdo humana. Os avancos na tecnologia computacional
aumentaram o poder de processamento dos computadores, permitindo analises de dados
complexas. Algoritmos computacionais sdo largamente utilizados em grandes
companbhias de tecnologia na busca de melhorar o progresso das mesmas, sendo um deles
as técnicas de machine learning. Grandes exemplos que podem ser citados sdo as
companhias que envolvem redes sociais, como ‘facebook’, ‘instagram’, ‘google’, ‘apple’
e ‘whatsapp’. Tais empresas utilizam algoritmos complexos buscando aumentar nimero
de vendas e expandir seus negdcios, principalmente com modelos preditivos. Exemplos
vao de uma simples indicacdo de um amigo em redes sociais para programagoes
complexas de inteligéncia artificial em robores (106). Outros exemplos do uso de

machine learning estao listados na tabela 5.

Tabela 5. Exemplos de uso de machine learning

Identificagdo de mensagens de spamem  Predicdo de resultados de elei¢des
e-mails

Programacao de inteligéncia artificial, Desenvolvimento de algoritmos para
ex: ‘Siri’ do sistema operacional apple IOS drones, avides e carros de auto-pilotagem

Previsdo do tempo Descobrimento de sequencias genéticas
relacionadas com doencas

Diminuigdo de transagoes bancarias Proje¢do de areas com maior risco de
fraudulentas criminalidade

Estimativas de danos em catastrofes Otimizagao de energia em empresas e
naturais e tempestades casas

Adaptado de Lantz, 2015 (106)

Comparado com métodos estatisticos tradicionais, que fornece resultados em
relacdo aos grupos, algoritmos de machine learning permitem estratificacdes e predicdes
de desfechos clinicos para cada individuo. Ademais, abordagens de machine learning
permitem andlises de ‘big data’, termo utilizado para denotar grandes e complexos

volumes de dados, que tém importancia ascendente dentro da pratica clinica e sistemas
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de salde publica (107).

Baseado no amplo uso desta tecnologia, ndo é surpresa que alguns setores estdo
utilizando tais conhecimentos para focar em problemas de assisténcia a satde. Varias
areas importantes da medicina utilizam abordagens de machine learning para melhorar a
precisdo de modelos preditivos, como em estadiamento e predicdo de sobrevida em
canceres e predicdo de desfechos em radioterapia e quimioterapia (108-110).
Pesquisadores de saude mental também vem utilizando tais técnicas para alcancar
resultados mais consistentes. Algoritmos de machine learning estéo sendo utilizados para
avaliar caracteristicas clinicas de transtorno depressivo maior (111) e para melhorar
diagnostico diferencial entre doencas psiquiatricas (112).

Um estudo realizado por Passos et al, 2016 (113), avaliou fatores clinicos de risco
para tentativa de suicidio em pacientes com transtornos do humor. Foram incluidos na
analise 17 variaveis possivelmente relacionadas com tentativas de suicidio, dentre elas:
hospitalizagBes previas, sintomas psicdticos prévios, dependéncia de cocaina, trabalho
atual, etnia, transtorno de panico, nimero de episddios depressivos prévios, dentre outros.
Os resultados mostraram algoritmos capazes de reconhecer os individuos que tentaram
suicidio com acuracia variando entre 65% a 72% e mostraram que hospitalizacdes prévias
seriam um dos fatores mais importantes para tentativas futuras. Esta é uma area muito
promissora que segue crescendo e que ainda tem que ser melhorada.

Em relacdo a investigacdo de mecanismos fisiopatoldgicos utilizando algoritmos
de machine learning na esquizofrenia, modelos cada vez mais consistentes vém sendo
demonstrados. Tem-se publicagdes em revistas com importancia global e altos fatores de
impacto como JAMA Psychiatry (114) e Lancet Psychiatry (115) avaliando maturidade
neuroanatémica e risco para SZ e desfechos de tratamento em individuos com primeiro
episddio psicético, respectivamente. Além disso, ha outros estudos avaliando diferentes
marcadores neuroanatomicos, predicdo de resposta ao tratamento e melhores modelos
clinicos para diagnostico diferencial (116-119), trazendo credibilidade para tais

algoritmos.

38



3. JUSTIFICATIVA

A partir do explicitado acima, este estudo busca compreender como manifestacdes
endofenotipicas da esquizofrenia podem influenciar nos desfechos tdo limitantes que
ocorrem na doenca, utilizando métodos classicos de anélise estatistica e métodos
modernos de analise de dados, com propdsito de influenciar positivamente na melhora de

acOes terapéuticas precoces que possam ter um impacto na evolucdo da doenca.
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a correlacdo de citocinas e desempenho cognitivo em esquizofrenia, seus

irmaos ndo doentes e controles saudaveis e caracterizar envelhecimento acelerado

patoldgico como um possivel endofendtipo da doenca.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Investigar se os biomarcadores TNF-a e IL-6 estdo relacionados com
desempenho cognitivo em esquizofrenia, seus irmdos ndo afetados pela doenca e em

controles saudaveis

4.2.2. Caracterizar envelhecimento acelerado patoldégico como um possivel
endofenotipo de esquizofrenia utilizando técnicas de machine learning combinados com

biomarcadores periféricos relacionados com o processo de envelhecimento.
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5. METODOS

5.1. Participantes

Participaram do estudo pacientes com esquizofrenia, irmdos de pacientes com
diagnostico de esquizofrenia sem transtornos psiquiatricos e controles saudaveis, com
idade entre 18 a 60 anos. Os critérios de inclusdo para SZ foram estabilidade por pelo
menos 6 meses antes da avaliagdo com a BPRS (Brief Psychiatric Rating Scale) e
diagnostico confirmado com SCID (Structured Clinical Interview for DSM-1V). Para
irmaos, os critérios foram: historico negativo de doenca psiquiatrica previa ou atual
confirmado pelo SCID e ter um irmdo com diagndstico de esquizofrenia confirmado pelo
SCID. Os controles saudaveis ndo tinham historico de doenca psiquiatrica atual ou prévia,
nem histérico de doenca mental em familiares de primeiro grau. Critérios de exclusdo
adicionais englobam: presenca de doenca neuroldgica, uso de substancias psicoativas
atual, tumor cerebral, doencas de tireoide e reumatoldgicas, doencas enddcrinas e
cardiacas ndo controladas, histérico de doencas autoimunes ou doencas inflamatorias
crbnicas, doencas sistémicas graves, ter recebido terapia imunossupressora ou

diagnostico diferencial de deméncia ou deficiéncias intelectual.

5.2. Avaliacéo clinica e de performance de memoria

Todos os sujeitos foram submetidos a entrevista psiquiatrica para coleta de dados
socio demogréaficos e clinicos. Em seguida, psicélogos treinados aplicaram a Hopkins
Verbal Learning Test-Revised (HVLT-R), um instrumento utilizado mundialmente para
avaliacdo de aprendizado verbal e memdria verbal episddica. A HVLT-R foi incluida na
MATRICS Consensus Cognitive Battery (MCCB - National Institute of Mental Health's -
Measurement and Treatment Research to Improve Cognition in Schizophrenia), uma
reconhecida bateria de testes cognitivos com o objetivo de homogeneizar a avaliacéo
cognitiva em esquizofrenia (120).

5.3. Andlise de biomarcadores e aquisi¢do de sangue

Coletou-se 10ml de sangue venoso periférico de todos os participantes para as
analises bioguimicas no Centro de Pesquisas Clinicas do HCPA. As amostras foram
armazenadas no Freezer a -80C no Laboratdrio de Pesquisa Molecular do HCPA até o
momento das analises. A analise de TNF-alpha e IL-6 foi feita utilizando-se kit altamente
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sensivel “sandwich-ELISA” para TNF-a e IL-6, conforme os procedimentos sugeridos
pelos fabricadores (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, Minn., USA). Todas as
amostras foram avaliadas em duplicatas. A extracdo das eotaxinas CCL-11 e CCL-24 e
dos marcadores de estresse oxidativo TBARS, PCC e GPx estdo descritas com detalhes
em publicacdes anteriores do grupo (95, 121). A medida de comprimento de teldmero foi
feita com sangue periférico que foi utilizado para extracdo de DNA gendmico com o kit
comercial (Illustra blood genomic Prep Mini Spin Kit, GE Healthcare) seguindo

orientacdes dos fabricadores.

5.4. Analise de dados
5.4.1. Analise estatistica

Para descricdo da amostra foram utilizadas analises descritivas. As médias dos
grupos foram comparadas utilizando testes paramétricos ou nao paramétricos, quando
necessario. As analises foram realizadas pelo software SPSS versdo 22.0 (IBM SPSS
Statistics for Windows, Armonk, NY: IBM Corp.).

5.4.2. Abordagem de machine learning

Os modelos preditivos foram feitos utilizando o programa estatistico R, pacote
“caret” (Versdo 6.0-73) (122). Utilizamos o algoritmo de machine learning random forest,
também chamado “decision tree forests”, um algoritmo que se baseia em métodos de
formagcdo de conjuntos. Ele integra a selecdo aleattria das variaveis e adiciona diversidade
ao modelo, melhorando a acuracia preditiva. Além disso, é um algoritmo ndo linear capaz
de criar modelos com padrbes mais complexos do que qualquer outro algoritmo (106).

A selecdo de variaveis preditoras a serem utilizadas no treino do algoritmo s&o um
desafio em machine learning. Entretanto, um método recomendado para escolhas das
variaveis preditoras é o uso do “expert domain knowledge”, método reconhecido e
utilizado em estudos prévios (123). Assim sendo, escolhemos tais preditores conforme os
seguintes estudos: comprimento de telémero (76, 89); eotaxinas CCL-11 e CCL-24 (85,
121); e os marcadores de estresse oxidativo PCC, GPx e TBARS (95, 124).

Para se estabelecer a capacidade de generalizagdo do algoritmo, utilizamos a
abordagem “leave-one-out cross-validation” (LOOCYV). Este processo implica em treinar
o algoritmo com todos os sujeitos, exceto um. O processo se repete até que todos 0s
sujeitos tenham sido usados pelo menos uma vez durante o algoritmo de treino. Esta

abordagem garante que o modelo esta sendo testado em dados “cegados”™, a fim de evitar
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resultados de acuracia superestimados. Este modelo se tornou padrdo para estudos com
tamanho de amostra pequenos (125).

A validade do algoritmo em predizer a classificacdo dos sujeitos foi avaliada
usando acuracia, area sob a curva ROC, sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo. O teste estatistico qui-quadrado comparando a
classificacéo real sujeitos contra a classificagdo predita pelo algoritmo do random forest
foi realizado e o nivel de significancia foi definido como p<0.05. Estas andlises foram
feitas para os trés grupos de comparacéo: esquizofrenia vs controle saudaveis; irmédos nao

afetados vs controles saudaveis; e esquizofrenia vs irméos nao afetados pela doenca.
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6. ASPECTOS ETICOS

Todos os participantes foram capazes de entender os instrumentos de pesquisa, e
também de entender e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido, previamente
a entrada no estudo. Também tinham a possibilidade de retirar o consentimento a qualquer
momento. A identidade dos participantes foi mantida em sigilo durante todas as etapas
do estudo e houve a garantia de que as informacOes coletadas seriam utilizadas
exclusivamente com finalidades cientificas. Os principios bioéticos de autonomia,
beneficéncia, ndo maleficéncia, veracidade e confidencialidade foram seguidos. O
presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre.
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Abstract
Background: Verbal memory impairment may be considered an endophenotype in
schizophrenia, also affecting siblings of subjects with schizophrenia. Furthermore, the
immune-inflammatory system response has an important modulatory effect on brain
processes, especially on memory circuits. Objective: investigating the relationship
between TNF-a and IL-6 and memory performance in patients with SZ, their unaffected
siblings (SB) and healthy controls (HC). Methods: 35 subjects with SZ, 36 unaffected
siblings of patients with SZ and 47 healthy controls underwent neurocognitive assessment
for verbal memory with Hopkins Verbal Learning Test-Revised (HVLT-R) in addition to
serum cytokines analyses. Results: SZ patients performed worse in HVLT-R than SB and
HC, but SB and HC were not different. Regarding the biomarkers levels, we found
significant results of TNF- a for both groups. However, we did not find differences
between groups after multiple comparisons analysis. There were no significant
correlations between episodic verbal memory, TNF-a and IL-6. Conclusion: The results
are compatible with the hypothesis that deficits in verbal memory of individuals with SZ
could be secondary to inadequate functioning of cognitive processing areas, such as
proactive cognitive control.

Key words: Schizophrenia; siblings; cognition; verbal memory; cytokines;
biomarkers.
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Introduction

Schizophrenia (SZ) is a complex disease characterized by severe cognitive and
psychosocial impairments [1]. Individuals with SZ exhibit deficits in a wide range of
domains, from mild deficits to dementia-like syndromes [2]. Recently, efforts have been
made to investigate cognitive abnormalities in unaffected siblings (SB) of SZ subjects,
since SZ is a highly heritable disorder and so siblings may also have some cognitive traits
of the disease [3].

One of the main neuropsychological impaired functions in subjects with SZ is
episodic verbal memory (EVM) [4-6]. This cognitive impairment emerges during
adolescence, indicating a potential neurodevelopmental cognitive marker [7].
Interestingly, EVM is an important predictor of daily-life functioning in SZ, including
performance at work, social behavior, and the capacity for daily-life activities [8, 9].
Furthermore, first-degree relatives of individuals with SZ show deficits in all memory
domains, especially verbal memory, compared to healthy controls (HC) [10-12].

EVM is more susceptible than other memory systems to neuronal dysfunction,
having a higher risk of early deterioration. Additionally, it has extensive connectivity with
the cortical and subcortical brain areas and overlaps with other memory systems [13].
Growing evidence indicates that inflammatory mechanisms may be an important feature
underlying cognitive impairment [14, 15]. Specifically, cytokines like IL-6 and TNF-a
may influence synaptic plasticity, neurogenesis, and memory processes [16-19].

Recent reports show that an inflammatory response is involved in SZ. A
postmortem study observed that the brains of SZ patients exhibit high levels of the
degradation products of fibrin which is involved in inflammatory processes [20, 21]. A
meta-analysis found that patients with first-episode psychosis and relapsed patients show

higher levels of proinflammatory cytokines than unaffected individuals [22]. Moreover,
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there is considerable evidence of cytokines changes in SZ, but also imbalances involving
broader areas of the immune-inflammatory system, such as the glial cells, autoantibodies,
C-reactive protein (CRP), and kynurenine [23-25]. Similar changes have been observed
in the siblings of patients with SZ, demonstrating that both affected and unaffected
siblings have elevated concentrations of proteins associated with an inflammatory
response [26].

Although the theoretical framework suggests that there may be biological
abnormalities such as in cytokine imbalances behind memory impairments in SZ, it
remains unclear whether there is an association between biomarker levels and memory
impairment. This study was designed to investigate if the biomarkers TNF-o and IL-6 are

related to memory performance in patients with SZ, in SB, and in HC.

Methods

Participants

The sample comprised 118 participants divided into 3 groups: individuals with SZ
(n =35), SB (n = 36), and HC (n = 47). Experienced psychiatrists made the diagnosis of
schizophrenia, confirmed by the Structured Clinical Interview for DSM-IV (SCID).
Inclusion criteria for outpatients with SZ were clinical stability for at least 6 months
before the assessment by means of an 18-item Brief Psychiatry Rating Scale (BPRS), no
current psychotic episode, and an age of between 18 and 60 years. For SB, inclusion
criteria were: individuals without a current or previous history of psychiatric disease,
confirmed by SCID, and an age of between 18 and 60 years. The HC had no current/past
history, or a first-degree family history, of a major psychiatric disorder.

Additional exclusion criteria were a history or the presence of neurological

disease, current abuse of drugs, a brain tumor, thyroid disease, rheumatological disease,
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uncontrolled endocrine and cardiac disease, a history of autoimmune diseases or chronic
infections/inflammatory diseases, severe systemic disease, or having received
Immunosuppressive therapy, or a diagnosis of intellectual disability or dementia.

All subjects were informed about the procedures and provided written informed
consent. All procedures were approved by the Ethics Committee of the Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (HCPA), RS, Brazil.

Clinical and Memory Assessment

All subjects underwent a psychiatric interview to collect sociodemographic and
clinical data. Afterwards, experienced neuropsychologists administered the revised
Hopkins Verbal Learning Test (HVLT-R), a word-list task widely used in psychiatric

diseases that measures verbal learning and EVM [27].

Blood Acquisition and Biomarker Analysis

Each subject had a total volume of 10 mL of peripheral blood collected by
venipuncture without anticoagulants and stored at —80°C until the assay. Serum cytokines
(IL-6 and TNF-a) were measured according to the procedures supplied by the
manufacturer using highly sensitive sandwich-ELISA kits for TNF-a and IL-6
(Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, Minn., USA). All samples were assayed in

duplicate.

Data Analysis

All statistical analysis was performed using SPSS v21.0. Descriptive data were
expressed as mean and standard deviation or median and interquartile range according to
distribution. First, we analyzed data using the ¥* and Kruskal-Wallis tests, and ANOVA
according to Kolmogorov-Smirnov test for normality. Correction for multiple

comparisons was used for significant results. Afterwards, we analyzed the relationship
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between EVM performance and biomarkers by means of Spearman’s correlations test. p
< 0.05 was considered significant. To control for possible confounders, we used general

linear models with Pillai’s trace test.

Results

Participant’s Characteristics
The demographic and clinical variables are described in Table 1. Patients with SZ,
SB, and HC did not differ in BMI and age. There were differences in years of education,

gender, and number of cigarettes smoked per day.

EVM Performance and Cytokine Levels

The SZ group had worse EVM performance in total immediate recall (F2, 114 =
24.86, p < 0.001) and delayed recall (F2, 114 = 26.28, p < 0.001) compared to HC and SB
(Fig. 1).

HC and SB did not have different performances for HVLT-R total immediate
recall scores (p = 0.528) and HVLT-R delayed recall (p = 0.236). We observed significant
main effect for groups (Pillai’s trace = 0.342, F4, 220 = 11.330, p < 0.001), but not for sex
(Pillai’s trace = 0.024, F2, 100 = 1.348, p = 0.264) and years of education (Pillai’s trace =
0.058, F», 100 = 3.383, p = 0.38). Because of these negative results, no further analysis for
possible confounds regarding cytokines were conducted.

Regarding the cytokines, there were group differences for TNF-a (F2, 114 = 6.319,
p = 0.042), but not for IL-6 (F2 114 = 2.848, p = 0.241) (Fig. 1). After multiple-
comparisons adjustment for TNF-a, we did not find statistically significant results
between the groups SZ versus HC (p = 1.00), SZ versus SB (p = 0.063), and HC versus

SB (p = 0.125).
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Correlation between EVM and Cytokines

We did not observe significant correlations between groups for short and long-
term verbal memory and proinflammatory cytokines (full results can be seen in online
suppl. Table 1; for all online suppl. material, see

www.karger.com/doi/10.1159/000492716).

Discussion

This is the first neurocognitive study on relatives of patients with SZ that aimed
to assess the association between EVM and proinflammatory cytokines. We did not find
significant correlations between TNF-a or IL-6 and EVM for any of the groups. Recent
research has demonstrated that inflammatory markers, including proinflammatory
cytokines and chemokines, are associated with several pathophysiological functions,
including a neuromodulatory effect on the central nervous system (CNS) [28]. Animal
models suggest that the immune system is a vital component for modulating the CNS
[29]. In such studies, specific cytokines, such as IL-6 and TNF-a, are shown to modulate
learning, memory, and synaptic plasticity [30]. Nevertheless, given the complexity of
inflammatory signaling, conflicting results are still described in human subjects, making
it difficult to understand the precise role of cytokines in the CNS [19].

Interestingly, a recent systematic review assessing cytokines and cognitive
impairment in subjects with SZ and bipolar disorder (BD) claimed that most studies
reported positive findings for TNF-a and cognitive performance, but that some did not
find correlations between these 2 factors [25]. Seven studies tested the effects of IL-6 by
means of neuropsychological tests on individuals with SZ or BD, but only 3 found a
negative correlation between IL-6 and cognitive performance. In other words, the

majority of the studies did not find a significant correlation between IL-6 and
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neuropsychological performance. These inconsistent results may be due to
methodological issues or because inflammatory processes are involved in only a subgroup
of patients with SZ [31, 32].

Therefore, taking our results and the findings from the literature into
consideration, the EVM observed in SZ subjects may not be due to a dysregulation of the
neurobiological processes of memory. A hypothesis for our findings is that the deficits in
memory performance of individuals with SZ would be secondary to higher-order
cognitive deficits such as in the area of proactive cognitive control. This function is a
form of cognitive processing that retains goal-relevant information to bias attention and
maintain preparedness [33]. Proactive control dysfunction has been consistently
documented in patients with schizophrenia and is associated with symptoms of
disorganization [34, 35]. Thus, if there was an ineffective representation of information,
the content of memory processes could be corrupted, and since episodic memory
mechanisms rely on well-functioning memory processes, alterations in proactive control
could lead to impairments in EVM.

Alterations in EVM have also been described in SB [36]. However, they showed
a heterogeneous cognitive profile, ranging from deficits similar to those in SZ to cognitive
performance analogous to HC [37]. Based on these different results, we included SB in
this study to better evaluate the possible correlations between cytokines and cognitive
impairment. We did not confirm correlations regarding TNF-a, IL-6, and HVLT, thus
supporting that proactive dysregulation would lead to EVM impairment.

Our results may be explained by 2 factors: (1) patients were on antipsychotic
medication, and (2) they were not in an acute episode (mean BPRS of 13). There is strong
evidence of immune-inflammatory changes in SZ patients with acute exacerbations or a

first psychotic episode [15, 22, 38]. It has been suggested that IL-1p, IL-2, and IL-6 could
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be considered state markers, whereas TNF-a, IL-17, and IFN-y might be considered trait
markers [39]. There is a trend towards TNF-a increase in SZ. One study showed lower
levels of TNF-a in SZ subjects than in controls, demonstrating that we need to better
understand the biological mechanisms in SZ to produce stronger evidence [40].
Therefore, chronic SZ patients on antipsychotics might show no cytokine differences
when compared to HC or their respective SB [41].

Our results must be interpreted in the light of some limitations. First, we did not
assess general intellectual functioning. We did not find a correlation between EVM and
TNF-a or IL-6, but these cytokines may be correlated to other cognitive domains. Second,
we did not measure other cytokines such as IL-1p and eotaxin [42, 43]. Furthermore, we
did not analyze the potential influence of antipsychotics on cytokine levels. Other
important factors that might influence biomarkers levels were the duration of
pharmacological treatment and the psychotic state of patients (acute or chronic). In our
sample, patients were in a chronic state. Finally, our sample was enrolled at a single
outpatient psychiatric center, which may render the generalization of findings to other
cultures and countries difficult.

Our results did not show correlations between TNF-a, IL-6, and HVLT-R in SZ
patients, their SB, or HC. This result strengthens the hypothesis that EVM deficits in SZ
might reflect a highly disorganized and inconsistent network. These deficits might be a
consequence of primary cognitive control dysfunctions. Further studies are still necessary
to better understand the pathophysiology and neuropsychology mechanisms in SZ. The
increased knowledge in this field might provide a background for the development of
enhanced psychological and psychiatric interventions aiming at cognitive improvement

in individuals with this chronic debilitating disease [44].
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Table 1. Descriptive sociodemographic and clinical data of individuals with schizophrenia, healthy controls and

siblings
Characteristic SZ (n =35) Healthy Controls Siblings Statistical Analysis Group comparisons, p
(n=47) (n=36)
SZ x SB SZxHC SBxHC

Gender

Male/Female 24/11 21/26 15/21 %2=6.328, df = 2, p = 0.042**
Age, years® 40 (23) 41 (26) 40.5 (19) H(2) = 1.351, p = 0.509°
Years at school’ 11 (5) 11 (5) 12 (5) H(2) = 8.952, p = 0.011** ©
BMI2 26.09 (5.31)  25.96 (4.12) 25.39 (3.57)  F(2,115) = 0.262, p = 0.77¢
BPRS total scores® 13 (10) - - -
Smoker

YIN 15/20 8/39 5/31 X2=9.962, df=2, p = 0.007**°
HVLT-R* delayed recall? 4.43 (2.46) 8.30 (2.45) 7.42 (2.42)  F(2, 114) = 26.28, p < 0.001** <0.001*¢  <0.001**¢ 0.236¢
HVLT-R* total immediate recall® 16.43 (5.53) 24.04 (4.73) 22.83 (4.91) F(2, 114) = 24.86, p < 0.001** <0.001**¢  <0.001**¢ 0.528¢
TNF-a® 1.755 (0.455)  1.725 (0.455) 1.56 (0.3425) H(2, 114) = 6.319, p = 0.042**¢ 0.063" 1.007 0.125"
IL-6° 1.72 (0.6075)  1.79 (0.445) 1.66 (0.5675) H(2, 114) = 2.848, p = 0.241°

SZ, schizophrenia; SB, unaffected siblings; HC, paired healthy controls; BMI, body mass index; BPRS, Brief Psychiatry Rating Scale; IL, interleukin; TNF-a, tumor
necrosis factor-a. 2 Mean (standard deviation). ® Median (interquartile range). ¢ Chi-square. ¢ ANOVA. € Kruskal-Wallis. * HVLT-R, Hopkins Verbal Learning Test-Revised.
** Statistical significance (p < 0.05). T Adjusted p value for multiple comparisons correction. ¢ Tukey post hoc analysis.
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Fig. 1. Episodic verbal memory performance and cytokine levels. SZ, schizophrenia;
SB, unaffected siblings of schizophrenia patients; HC, healthy controls
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Abstract

Schizophrenia (SZ) is a chronic debilitating disease. Subjects with the disorder have
significant shorter life expectancy. Growing evidence suggests that a process of
pathological accelerated aging occurs in SZ, leading to early development of severe
clinical diseases and worse morbimortality. An interesting way of broadening the
knowledge in this field is with endophenotypes studies including relatives of individuals
with SZ. We aim to characterize accelerated aging as a possible endophenotype of
schizophrenia by using a machine learning (ML) model of peripheral biomarkers to
accurately differentiate subjects with SZ (n= 35), their unaffected siblings (SB, n= 36)
and healthy controls (HC, n = 47). We used a random forest ML algorithm that included
biomarkers related to aging: eotaxins CCL-11 and CCL-24; the oxidative stress markers
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), protein carbonyl content (PCC), and
glutathione peroxidase (GPx); and telomere length (TL). The ML algorithm of
biomarkers was able to distinguish individuals with SZ from HC with prediction accuracy
of 79.7%, SZ from SB with 62.5% accuracy and SB from HC with 75.5% accuracy. These
results support the hypothesis that a pathological accelerated aging occurs in SZ and that
this pathological aging might be an endophenotype of the disease, once this profile was
also observed in SB, suggesting that SB might suffer from an accelerated aging in some
level.

Key words: Schizophrenia; siblings; machine learning; accelerated aging;

biomarkers; endophenotypes.
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1. Introduction

Schizophrenia is a chronic disease characterized by impaired neurodevelopment and
additional neurodegeneration. Subjects with schizophrenia have 10-25 years shorter life
expectancy, and the mortality rate is twice that of the general population (Crump et al.,
2013). Although suicide is a major cause of mortality in subjects with schizophrenia, two-
thirds of the remaining deaths are from other causes (Popovic et al., 2014). Furthermore,
lifestyle and socioeconomic factors, such as poor health care, poor health habits and
medication side effects, play a significant role in the unfavorable physical health
outcomes and increased risk of serious medical illnesses (Wu et al., 2015). Interestingly,
even with high-quality mental and physical health care, the mortality rates remain
increased, suggesting that these factors may not explain the early mortality (Kochunov et
al., 2013). Schizophrenia has been associated with an ongoing process of biological
accelerated aging, which suggests a multifactorial model comprising physiological
abnormalities, cognitive impairment and susceptibility to serious medical illnesses as the
main characteristics to this hypothesis (Kirkpatrick et al., 2008). Although studies
indicate that these processes could suggest a ‘pathological accelerated aging’, the
neurobiological mechanisms and pathological underpinnings of schizophrenia are still
unclear. New studies regarding this theory, therefore, are of paramount importance due
to its significance in the progression of the disease and its possible relation to poor
outcomes.

There is considerable evidence suggesting inflammatory alterations in SZ, involving
not just cytokines, but also broader areas of the immune-inflammatory system, such as
glial cells and autoantibodies (Watanabe et al., 2010; Miller et al., 2011; Erhardt et al.,
2017). Moreover, elevated chronic inflammation status is strongly associated with aging,
and increasing data indicates that it may be a driving factor in multiple age-related
diseases (Franceschi et al., 2017). Recent findings investigated the potential role of
biomarkers in aging in SZ subjects. A paper assessing the relationship of age, telomere
length, eotaxin 1 (CCL-11), gray matter volume and episodic memory performance in
schizophrenia found significant correlations between decreased TL, increased CCL-11,
reduced gray matter volume and worse memory performance compared to healthy
controls. Both biomarkers were related to reduced gray matter volume and worse verbal
memory performance, therefore suggesting telomere length and CCL-11 as possible

accelerated aging biological markers (Czepielewski et al., 2018).
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Telomere length is a marker of cellular aging and has been associated with serious
medical illnesses, including cardiovascular disease, diabetes and cancer, thus being
related to premature mortality (Lindqvist et al., 2015). Meta-analysis overall results
indicate that telomere length is decreased in schizophrenia, suggesting an accelerated
aging profile (Polho et al., 2015).

Eotaxins, cytokines involved in attraction of cells to the inflammation site, have also
been associated with neuroinflammatory unbalance and the process of aging (Hong et al.,
2017). Animal studies demonstrated that increased peripheral CCL-11 was associated
with decreased adult neurogenesis and impaired learning and memory (Villeda et al.,
2011). These findings were supported by studies in schizophrenia subjects showing
correlation between eotaxins and cognitive performance, mainly eotaxin-1 (CCL-11) and
eotaxin-2 (CCL-24) (Asevedo et al., 2013). Additionally, a study evaluating these
eotaxins in recent onset and chronic individuals with SZ showed elevated serum levels of
CCL-24 in both recent onset and chronic SZ compared to HC and increased CCL-11 in
chronic patients compared to HC (Pedrini et al., 2014).

Other important inflammatory markers that may have connection with accelerated
aging are oxidative stress mediators. Oxidative stress substances have been indicated to
play an important role in the pathophysiology of schizophrenia (Sertan Copoglu et al.,
2015; Sawa and Sedlak, 2016). The oxidative stress theory of aging assumes that aging
occurs as a result of damage to cell constituents and connective tissues by free radicals
arising from oxygen-associated reactions (Okusaga, 2014). Oxidative stress telomere
attrition is one of the main causes of telomere shortening (Rao et al., 2016), suggesting
that the abnormalities in oxidative stress associated with schizophrenia could contribute
to the biological process of accelerated aging. Well-known biomarkers of oxidative stress
are thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), a secondary product of lipid
peroxidation; protein carbonyl content (PCC), a result of structural peroxidative changes
in proteins; and glutathione peroxidase (GPx), a defense enzyme mechanism against
oxidative stress (Gubert et al., 2013; Dietrich-Muszalska and Kwiatkowska, 2014).

It is important to say that SZ is a disorder with high heritability, ranging from 41 to
87%, with a progressive familial risk that increases depending on the degree of genetic
affinity with the patient. For instance, dizygotic twins share 50% of their genetic material,
and if one twin has schizophrenia, the risk of the other having the illness is 10-15%. In
contrast, monozygotic twins share 100% of their genetic material, increasing the risk for
the disorder to 40-50% (Tandon et al., 2008; Chou et al., 2017). In light of this evidence,
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since unaffected siblings of subjects with schizophrenia share heritable characteristics of
patients, they could reveal possible not overt features of the disorder in some level.
Similar biological and cognitive changes have been observed in SB in endophenotipic
studies (Braff, 2015). Endophenotypes are identifiable components along the pathway
between illness (phenotype) and genotype, allowing identification of some disorder
features, being an important method to investigate genotypic manifestations in SZ
(Gottesman and Gould, 2003).

Thus, considering that individuals with schizophrenia display alterations in peripheral
biomarkers potentially related to aging and that this aging process is possibly associated
with increasing somatic morbidity and mortality, we hypothesize that individuals with
schizophrenia show an accelerated aging profile and that this process would be an
endophenoptype of the disease. Therefore, in order to characterize accelerated aging as
potential endophenotype of schizophrenia, the aim of this study was to use machine
learning techniques combined with peripheral biomarkers related to the aging process to
accurately differentiate 1) patients with schizophrenia or unaffected siblings from healthy

controls, 2) patients with schizophrenia from unaffected siblings.

2. Methods
2.1. Participants

A total of 118 subjects between 18 and 60 years old enrolled the study: 35 patients
with schizophrenia, 36 unaffected siblings of subjects with schizophrenia and 47
unaffected individuals. The diagnosis of schizophrenia was confirmed by Structured
Clinical Interview for DSM-IV (SCID). Patients were clinical stable for at least six
months before assessment with 18-item Brief Psychiatry Rating Scale (BPRS).
Unaffected siblings had no current or previous history of psychiatric disorder confirmed
by SCID. Healthy controls had no current or past history, nor a first-degree family history,
of a major psychiatric disorder. Additional exclusion criteria for participants were
lifetime history of neurological disease, actual abuse of drugs, brain tumor, thyroid
disease, rheumatological disease, uncontrolled endocrine and cardiac disease, history of
autoimmune diseases or chronic infections/inflammatory diseases, severe systemic
disease, or having received immunosuppressive therapy, or diagnosis of intellectual
disability and dementia.

This study was approved by the Ethical Committee of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), RS, Brazil. All participants were informed about the procedures and
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provided written informed consent. Subsequently, subjects underwent a psychiatric
evaluation to collect sociodemographic and clinical data.
2.2. Blood acquisition and biomarker analysis

Each subject had collected a total volume of 10 mL of peripheral blood by
venipuncture without anticoagulants and stored at —80 °C until the assay. The
measurement of relative telomere length was from whole peripheral venous blood that
was used for genomic DNA extraction with a commercial kit (Illustra blood genomic Prep
Mini Spin Kit, GE Healthcare) following manufacturers' instructions. The levels of
biological markers CCL-11 and CCL-24 and TBARS, PCC and GPx were measured
according to the procedures supplied by the manufacturer. The complete description of
biochemical analysis is described in the Supplementary Methods.

2.3. Statistical Analysis

Analysis was performed using SPSS version 21.0. Demographic and clinical data were
analyzed using chi-square test, Kruskal-Wallis test and ANOVA according to distribution
and are indicated in Table 1. Descriptive characteristics are presented as mean and
standard deviation or median and interquartile range, and p-values < 0.05 were considered

significant. The machine learning approach was performed in R.

2.4. Selection of predictor variables

The selection of predictor variables to be used in ‘training’ an algorithm is a challenge
in machine learning (ML). However, a recommended method of selecting relevant
predictor variables is the use of expert domain knowledge — largely known from
previously published literature (Mwangi et al., 2014). Additionally, we limited the
number of predictors to a ratio of 1 predictor per 10 observations, which is often suggested
as arule of thumb for regression to ensure adequate statistical power (Harrell et al., 1984).
With these considerations in mind, based on our own published findings and those in the
extant literature, we selected the following biomarkers to conduct the model: telomere
length (Rao et al., 2016; Czepielewski et al., 2018); the eotaxins CCL-11 and CCL-24
(Asevedo et al., 2013; Pedrini et al., 2014; Teixeira et al., 2018); and the oxidative stress
biomarkers PCC, GPx and TBARS (Gama et al., 2006; Massuda et al., 2013b). It is worth
mentioning that all of them might be associated with accelerating aging.

2.5. Machine learning approach
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We conducted the analyses after multiple imputations (m=5, maxit=50, seed=500)
with the R package mice (van Buuren and Groothuis-Oudshoorn, 2011). We had three
missing datum in the TBARS and PCC variables, 7 in the GPx variable, 10 in the eotaxins
CCL-11 and CCL-24 variables, and none for telomere variable. We also conducted
sensitivity analysis without multiple imputations to estimate the effect of missing data on
the results (see Figure S1 and Table S1 in Supplementary appendix). All predictive
analyses were performed using the R package caret (Version 6. 0-73) (Kuhn, 2008). We
selected the caret package due to its automated tuning methods for machine learning
algorithms (Kuhn, 2008). Random forest algorithm was used because 1) it is a non-linear
algorithm and is capable of modeling more complex patterns than nearly any other
algorithm; 2) it can handle categorical or continuous predictor variables (features); 3) it
can be used to handle classification problems. Here, we briefly describe this machine
learning algorithm, but detailed and technical discussions are given elsewhere (Lantz,
2015). Random forest (or decision tree forests) is an ensemble-based method that
combines decision trees. It integrates the random selection of observations with the
random selection of features to add additional diversity to the decision trees and thus
improve prediction accuracy (Lantz, 2015). The tuning parameters to be selected were
mtry (an integer specifying the number of features to randomly select at each split of a
decision tree) for random forest. We selected the standard value as the mtry, which is the
square root of the number of features (Lantz, 2015). Given the small number of
observations, we choose to not perform hyperparameter tuning to avoid double dipping.

To establish the generalization ability of the algorithm, a leave-one-out cross-
validation (LOOCYV) approach was used. This process entailed training the algorithm
with all subjects but one, a process which was repeated iteratively until all subjects were
used during algorithm testing at-least once (Johnston et al., 2014). This approach ensures
that our model is being tested in an “unseen” dataset in order to avoid overstating the
accuracy of the model. LOOCV has become the standard for estimating model
performance for studies with a small sample size.

The validity of the algorithm in predicting ‘novel’ subjects diagnostic labels was
evaluated using prediction accuracy, area under the ROC curve, sensitivity, specificity,
positive predictive value, and negative predictive value. A chi-square statistical test
comparing subjects ‘actual’ labels against random forest predicted labels was performed,
and significance was defined at p<0.05. These calculations were performed for all three

comparisons: schizophrenia vs. healthy controls, unaffected siblings vs. healthy controls,
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and schizophrenia vs. unaffected siblings.

3. Results
3.1. Participant’s characteristics

Patients with schizophrenia, their unaffected siblings and healthy controls did not
differ in age and BMI. There were differences in gender and number of cigarettes smoked
per day. All demographic and clinical data are showed in Table 1.

3.2. Biomarkers statistical analysis

As shown in Table 1, there were group differences in telomere length (H(2, 114) =
9.296, p = 0.010); eotaxins CCL11 (H(2, 107) = 14.509, p = 0.001) and CCL24 (H(2,
107) = 16.981, p<0.001); and GPx (H(2, 110) = 11.326, p = 0.003). After multiple
comparisons adjustment, we observed that SZ had significantly shorter telomere length
than HC (p=0.007), however they were not different from SB (p = 0.277). Regarding
CCL11 and CCL24, individuals with SZ had higher levels than both HC (p<0.005) and
SB (p<0.005). Subjects with SZ did not differ from HC in GPx levels (p = 1.00), but SB
had significantly higher levels when compared to SZ (p = 0.033) and HC (p = 0.004).
Lastly, levels of PCC (H(2, 114) = 4.033, p = 0.133) and TBARS (H(2, 114) = 0.435, p
= 0.805) were not different between groups.

3.3. Machine learning algorithms

Random forest algorithm distinguished patients with schizophrenia from healthy
controls with an accuracy of 79.7% (p < 0.05) and AUC of 0.803, patients with
schizophrenia from unaffected siblings with an accuracy of 62.5% (p < 0.05) and AUC
of 0.7266, and unaffected siblings from healthy controls with model accuracy of 75.5%
(p < 0.05) and AUC of 0.7506. Table 2 shows performance measurements for all
comparisons.

The most relevant predictor variable in distinguishing the individuals with
schizophrenia from healthy controls was CCL-24. Regarding the differentiation between
unaffected siblings and both healthy controls and subjects with schizophrenia, the most
relevant predictor variable was the oxidative biomarker GPx. Figure 1 presents confusion

matrices, ROC curves and variable importance of the algorithms.

67



4. Discussion

To our concern, this is the first study including unaffected relatives of patients with
schizophrenia using an advanced machine learning approach to evaluate the feasibility of
using peripheral biomarkers to develop an algorithm to differentiate independent separate
groups for schizophrenia, their unaffected siblings and healthy controls. Our model was
able to differentiate with good accuracy (79.7%) patients from healthy controls. These
results are in accordance with findings in the literature suggesting biochemical pro-
inflammatory and pro-oxidative unbalance in schizophrenia (Lin, 2015; Misiak et al.,
2017). Intriguingly, the model had a better prediction accuracy for differentiating
unaffected siblings and healthy controls (75.5%) than for unaffected siblings and
schizophrenia (62.5%). These could be interpreted as the consequence of heritable
features that are shared among patients and their siblings, which are different in healthy
controls. Thus, our findings suggest that these biomarkers could be relevant
endophenotypes of schizophrenia.

We have previously investigated possible endophenotypes of schizophrenia. Our
group evaluated telomere length in SZ, their unaffected siblings and healthy controls and
found shorter TL in SZ compared to HC and no difference for SB and both SZ and HC,
suggesting that some degree of pathological telomere shortening might occur in SB
(Czepielewski et al., 2016). Furthermore, higher levels of the oxidative stress marker
protein carbonyl content was observed in SB compared to HC (Massuda et al., 2013b),
implying that oxidative stress unbalance might also be present in SB. Additionally,
neuroimaging and neuropsychological studies also display some abnormalities in siblings
compared to healthy controls and individuals with schizophrenia, especially in brain
connectivity and resting-state modes (Chang et al., 2014; Collin et al., 2014; Zalesky et
al., 2015; Liu et al., 2016), and in verbal memory performance (Massuda et al., 2013a).

Interestingly, only four studies assessed unaffected siblings of subjects with
schizophrenia using ML techniques (Guo et al., 2014a; Guo et al., 2014b; Guo et al.,
2017; Pergola et al., 2017). These neuroimaging studies investigated neuroanatomical
structures, functional connectivity and default mode network in the brain with magnetic
resonance imaging, aiming to improve the detection of subjects at familiar risk for the
disorder. Similarly to what was seen in our study, three manuscripts reported good
accuracy (>70%) in differentiating siblings from unaffected individuals, through
anatomical distance function (Guo et al., 2014a), thalamic gray matter volume (Pergola
et al., 2017) and default mode network (Guo et al., 2014b). Guo (Guo et al., 2017)
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assessed brain functional connectivity and found a high accuracy algorithm for
distinguishing individuals with schizophrenia and healthy controls, however the results
for siblings and healthy controls were not significant. Although there are no studies using
ML techniques combined with blood biomarkers to evaluate possible endophenotypes,
there is one study showing brain abnormalities associated with accelerated aging
(Nenadic et al., 2017).

The aging process involves a complex construct with multiple pathophysiological
mechanisms raging from epigenetic changes and inflammation to metabolic changes and
macromolecular damage. Although aging increases the risk of many chronic diseases,
increasing evidence suggest that a number of diseases may also accelerate aspects of
aging (Kennedy et al., 2014). Due to its importance, investigation of a pathological
accelerated aging in mental health it is not restricted to SZ and some evidence has been
described in bipolar disorder and major depression, suggesting there may be some
common biological mechanisms across these diagnostic lines (Sacchet et al., 2017;
Vasconcelos-Moreno et al., 2017). Regarding SZ and related disorders, findings combine
brain abnormalities, including cognitive alterations, and abnormalities in the periphery
such as increased inflammation and abnormal glucose tolerance (Kirkpatrick et al., 2008;
Schnack et al., 2016; Cohen and Murante, 2018). Since elevated chronic sterile
inflammation is strongly associated with aging, the inflammatory profile that occurs in
SZ might be a driving factor in cell senescence(Kirkpatrick and Kennedy, 2018).

In our accelerated aging ML model, the most important variable in differentiating
subjects with schizophrenia from healthy controls was CCL-24. The functions of CCL-
24 are still not fully understood, and there is more consistent data associating CCL-11 to
processes of aging than CCL-24. Although these eotaxins share similarities such as
activation of Th2 response, regulation of neurogenesis, and modulation of
neuroendocrine function, CCL-24 appears to display an important characteristic in
differentiating schizophrenia from healthy controls, possibly related to accelerated aging
profile (Stuart et al., 2015; Huber et al., 2018; Teixeira et al., 2018). Regarding the
discrimination of SB from the SZ and HC group, the most important variable was GPx.
This antioxidant enzyme incorporates the defensive system to oxidative stress providing
a protective effect against cytosolic injury, which can lead to cell injury and death (Lubos
et al., 2011). Functional variants of GPx are associated with increased risk of
cardiovascular and peripheral vascular diseases in type Il diabetes (Hamanishi et al.,

2004), which are frequent outcomes in subjects with SZ and possibly associated with
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accelerated aging. Therefore, the milder inflammatory profile that might occur in SB
could lead to a compensatory activation of the antioxidant system in order to achieve
homeostasis. Since it is suggested that subjects with SZ have dysfunctional antioxidant
mechanisms, this might be a plausible explanation for the importance of GPx in the
differentiation between SB and both SZ and HC (O'Donnell et al., 2014; Bai et al., 2018).
These endophenotipic manifestations observed in relatives of SZ individuals highlight
the potential vulnerability of SB in developing subsyndromal metabolic disturbances and
eventually early severe clinical diseases such as diabetes, arterial hypertension,
dyslipidemia and metabolic syndrome (Enez Darcin et al., 2015).

Our results must be interpreted in light of some limitations. The cross sectional design
of the study restricts the conclusions that can be made from the results, making it difficult
to separate the effects of age from other factors that may influence causal mechanisms.
This is a common limitation of studies evaluating biomarker abnormalities in SZ (Nguyen
et al., 2018), making it imperative to investigate them on a longitudinal design. Further,
there are likely confounders associated with schizophrenia that could influence the
analysis of aging and inflammatory biomarkers, such as medical and psychiatric
comorbidities, lifestyle factors and medication effects, which were not addressed in this
study. Nevertheless, all participants with schizophrenia were stable (median BPRS of 13).

Machine learning analysis is a growing research field in psychiatry that might provide
predictive models that are able to assist in the diagnosis and treatment of patients,
impacting clinical practice and public health systems (Passos et al., 2016; Passos and
Mwangi, 2018). Regarding the pathophysiological investigation of schizophrenia,
machine learning models are progressively more consistent (Chung et al., 2018).
Important areas of study of this developing field are in constant ascendance, such as the
improvement in classification stratification (Schnack, 2017; Madsen et al., 2018; Mothi
et al., 2018), evaluation of neuroanatomical markers to differentiate neurodevelopmental
trajectories (Rozycki et al., 2017), and prediction in treatment response (Koutsouleris et
al., 2016; Koutsouleris et al., 2017). Therefore, these results bring relevant evidence to
this emerging field. Nevertheless, despite the promise involving the application of ML
models, this approach requires discipline to generate valid constructs to enlarge the
understanding of the biological mechanisms of schizophrenia. It is important to build
hypothesis driven research that fits into a biological theory, avoiding multiple unused data
(Tandon and Tandon, 2018).

In conclusion, the present study was able to differentiate unaffected siblings from
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healthy controls using peripheral biomarkers with a random forest machine learning
algorithm reaching good accuracy, strengthening the hypothesis of accelerated aging as
an endophenotype of schizophrenia. Furthermore, our results suggest that mild
manifestations of pathological accelerated aging might occur in siblings of patients,
possibly increasing the susceptibility to early cognitive decline and serious medical
ilInesses. The enhanced understanding of this field could provide relevant biomarkers to
help the development of early interventions in order to reduce possible future deficits.
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Table 1. Descriptive sociodemographic and clinical data for schizophrenia, unaffected siblings and healthy controls.

Characteristic Individuals with Healthy Siblings of Statistical Analysis Group comparisons, p
schizophrenia Controls individuals with
(n =35) (n =47) schizophrenia SZ x SB SZxHC SBxHC
(n =36)
Gender (Male/ Female) 24/11 21/26 15/21 X2=6.328, df=2, p=0.042* ¢ 0.023 ¢ 0.032¢ 0.784 ¢
Age (years)? 36.60 (12.38) 40 (13.65) 38.78 (11.88) F(2,115) = 0.717, p=0.491 ¢
BMI2 26.09 (5.31) 25.96 (4.12) 25.39 (3.57) F(2,115) = 0.262, p=0.77 ¢
Smoker (Y/N) 2 15/20 8/39 5/31 X2=9.962, df=2, p=0.007* ¢ 0.007°¢ 0.010°¢ 0.697 ©
Years of disease? 15.10 (11.27) - - -
BPRS total scores? 14.49 (7.17) - - -
Medication (%)
Typical antipsychotics 22,9% - - -
Atypical antipsychotics 22,9% - - B
Clozapine 54,3% - -

Chlorpromazine equivalence? 593.76 (254.33)

Telomere length ® 0.8697 (0.4361) 1.1564 (1.2070) 0.9767 (0.9096) H(2, 114)= 9.296, p=0.010* 0.277°  0.007*  0.613°
CCL11b 1021.59 (1196.56)  671.48 (862.01) 543.38 (1026.26) H(2, 107)= 14.509, p=0.001*  0.001*® 0.011*  0.772°
CCL24b 5507.95 (5125.63)  2903.90 (2938.02)  2448.37 (3462.83) H(2, 107)=16.981, p<0.001*  0.003*2 <0.001*¢  1.0002
GPx b 6068.60 (15303.43)  3166.22 (15303.43) 10422.16 (15171.50)  H(2, 110)=11.326, p=0.003*  0.033*?  1.00° 0.004*
TBARS? 12.1667 (14.170) 13.000 (17.50) 13.416 (14.170) H(2, 114)= 0.435, p=0.805©

PCCP 0.2012 (0.0180) 0.2039 (0.0093) 0.0229 (0.0291) H(2, 114)= 4.033, p=0.133°¢

Note: SZ: schizophrenia; SB: unaffected siblings; HC: paired healthy controls; BMI: body mass index; BPRS: Brief Psychiatry Rating Scale; CCL11: C-C-motif chemokine
11 (eotaxin-1); CCL24: C-C-motif chemokine 24 (eotaxin -2); GPx: glutathione peroxidase; TBARS: Thiobarbituric acid-reactive substances; PCC: protein carbonyl
content

a. Mean (standard deviation).

b. Median (interquartile range).

c. Chi-square.

d. ANOVA.

e. Kruskal-Wallis.

* Statistical significance (p < 0.05)

Q. Adjusted p value for multiple comparisons correction



Table 2. Algorithm performance

Schizophrenia x Schizophrenia x Unaffected siblings x
healthy controls unaffected siblings healthy controls
Accuracy 79.7% 62.5% 75.5%
Specificity 79.1% 61.5% 72.0%
Sensitivity 80.4% 63.6% 75.5%
PPV 78.7% 58.3% 70.8%
NPV 80.8% 66.6% 76.5%

Note: Algorithm performance in identifying individuals with schizophrenia or unaffected siblings from healthy controls and patients with schizophrenia from

unaffected siblings. PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value. p<0.05 for all models.
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Fig. 1. A.B.C. Respectively, ‘confusion matrix’, bar graph with variable importance and receiver operating characteristic (ROC) curve for SZ vs HC (A), SZ vs SB
(B) and SB vs HC (C). "Confusion matrix” representing actual and predicted subjects for each comparison. ROC describing the algorithm’s performance in
differentiating SZ, SB and HC. Variable importance bar graph displays ‘most relevant” biomarkers assigned by random forest algorithm for each comparison.
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Fig. S1. Sensitivity analysis receiver operating characteristic (ROC) curve for SZ vs HC (A), SZ vs
SB (B) and SB vs HC (C). ROC describing the algorithm’s performance in differentiating SZ, SB and
HC.
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Table S2. Sensitivity analysis without multiple imputations

Schizophrenia x Schizophrenia x Unaffected siblings x
healthy controls unaffected siblings healthy controls
Accuracy 85.1% 70.9% 83.0%
Specificity 88.3% 70.9% 79.2%
Sensitivity 82.3% 70.9% 87.8%
PPV 89.4% 70.9% 76.6%
NPV 80.8% 70.9% 89.4%

Note: Algorithm performance without missing data in identifying individuals with schizophrenia or unaffected siblings from healthy controls and patients with

schizophrenia from unaffected siblings. PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value. p<0.05 for all models.




8. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste trabalho foi estudar a fisiopatologia do dano cognitivo e uma
possivel sindrome de envelhecimento acelerado na esquizofrenia a partir de estudos de
endofendtipos incluindo irmé&os saudaveis de individuos com a doenga.

Em relacdo a cognicdo, avaliamos a correlacdo da memoria verbal episddica com
as citocinas TNF- o e IL-6 e nos surpreendemos com os resultados. Tem-se evidéncias
suficientes sugerindo desequilibrio imunoinflamatorio na esquizofrenia e, apesar de
resultados heterogéneos, tem-se TNF-a e IL-6 como biomarcadores relevantes na
fisiopatologia da doenga. Além disto, tais citocinas estdo diretamente ligadas com
processos de consolidacdo de memoria, como LTP e LTD. Portanto, a hipotese mais
“Obvia” seria a de que tais marcadores teriam correlacdo direta com prejuizo no
desempenho da memédria, quanto maior o0s niveis das citocinas acima, maior a disfuncéo
dos processos de memoria e, consequentemente, pior desempenho cognitivo. Entretanto,
no nosso estudo ndo encontramos associacdo significativa entre tais citocinas e
desempenho cognitivo. Este resultado se mostrou interessante, pois reforca outra
hipotese, a hipotese que coloca um mecanismo psicolégico como fator unificador para
potenciais processos de disfuncdo cognitiva na esquizofrenia. Tal teoria diz que os déficits
ocorridos na memoria verbal episodica seriam secundarios a déficits em outras fungdes
cognitivas, como o controle cognitivo proativo, e que tais funcdes cognitivas estariam
disfuncionais pelo mau funcionamento de estruturas especificas, como o cértex pré-
frontal dorso lateral. Assim sendo, estes resultados reforcam a hip6tese de que prejuizos
na memoria verbal episddica na SZ podem ser reflexo de uma rede neural altamente
desorganizada e inconsistente.

Importante dizer que, apesar de ndo se ter encontrado uma correlagdo positiva,
achamos importante a publicagéo deste estudo, pois refor¢a uma outra teoria sobre o dano
cognitivo na esquizofrenia. Isto torna os estudos cientificos interessantes e empolgantes,
visto que nem sempre o resultado obtido é o resultado esperado, fazendo-nos pensar além
do “6bvio” e criar novas teorias.

Em relacdo ao envelhecimento patoldgico acelerado, fortalecemos e ampliamos
dados da literatura que sugerem que ocorre na SZ um processo de envelhecimento
acelerado, incorporando um modelo com biomarcadores periféricos relacionados com

envelhecimento mais complexo, envolvendo eotaxinas (CCL-11 e CCL-24),
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comprimento de telémero e marcadores de estresse oxidativo (TBARS, GPx, PCC). A
ideia de envelhecimento acelerado patoldégico na esquizofrenia surgiu ha
aproximadamente 100 anos com Kraepelin e ganhou for¢a nos Ultimos 10 anos apos o
estudo de Kirkpatrick, ficando cada vez mais consistente. Algumas constatacdes em
sujeitos com SZ fortalecem esta teoria, pois sdo circunstancias também relacionadas com
o envelhecimento normal, sendo elas: a correlacdo com desfechos clinicos desfavoraveis,
como por ex., doencas cardiovasculares e sindrome metabdlica; uma expectativa de vida
bem menor que a populacdo geral; presenca de declinio cognitivo e funcional importante;
e alteracOes fisicas relacionadas com envelhecimento, como afinamento do cabelo e
diminuicdo de massa muscular. Nosso estudo corrobora com tal hipétese, pois
encontramos uma boa acuracia (aproximadamente 80%) avaliando individuos com SZ e
HC com o modelo de machine learning e marcadores inflamatorios periféricos
potencialmente relacionados com envelhecimento. Isto significa que o algoritmo
conseguiu identificar pacientes com SZ de HC com 80% de precisdo, podendo-se sugerir
dois aspectos a partir destes resultados: 1- que o envelhecimento acelerado patolégico
seria uma caracteristica significativa o suficiente para ser identificada pelo modelo,
tornando mais plausivel a ideia de que este processo realmente ocorre na SZ; 2- que
envelhecimento acelerado patolégico possa ser uma manifestacdo endofenotipica da
doenca. Ademais, outra caracteristica que fortifica 0 modelo é que o algoritmo também
conseguiu diferenciar com boa acuracia irmdos ndo doentes dos pacientes de controles
saudaveis. Isto é importante por dois motivos: 1- um dos critérios para uma caracteristica
ser classificada como endofendtipo é que tal caracteristica também esteja presente em
familiares ndo doentes dos pacientes; 2- que irmdos de individuos com SZ possam estar
sofrendo algum grau de envelhecimento precoce e susceptivel as suas possiveis
consequéncias, como maior risco de doencas clinicas debilitantes. Apesar  dos
resultados encontrados, ainda ndo se tem esclarecido todos 0os mecanismos que ocorrem
neste possivel processo de envelhecimento precoce na esquizofrenia, tornando estudos
nesta area de suma importancia.

O melhor entendimento deste campo pode prover assinaturas multimodais para
identificar sujeitos em risco para manifestacGes endofenotipicas e fornecer o substrato
para intervencdes precoces na tentativa de evitar futuros desfechos debilitantes. Por fim,
0 uso de novas abordagens estatisticas em pesquisa como machine learning, podem
fornecer modelos preditivos com alta acuracia que vao ajudar decisdes clinicas referentes

ao tratamento, prevencdo e progndstico de doencgas, visando melhorar os cuidados de
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