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RESUMO

Introducéo: a fisiopatologia da esquizofrenia é ainda pouco esclarecida. Varios
estudos descrevem o importante papel da inflamacao e do estresse oxidativo nessa ex-
plicacao. Esquizofrénicos parecem ter seus mecanismos de defesa alterados e resposta
distinta dos controles ao estresse oxidativo, que € lesivo a varias estruturas celulares,
entre elas a matriz extracelular (MEC). Uma MEC integra e estruturada € essencial

para a boa conducao sinaptica. Objetivo: avaliar a resposta de genes que codificam
proteinas da MEC ao estresse oxidativo em esquizofrénicos cronicos e controles. Meto-
dologia: foi feita cultura de fibroblastos a partir de biépsias de pele de esquizofrénicos
e controles. Estas foram tratadas com TBHQ, um pré-oxidante, ou DMSO, o veiculo, e
entdo se quantificou a expressao dos genes MMP16, GALNT6, SULF1, ADAMTS1 e ACSL1
pelo método de PCR em tempo real e dos seus produtos por western blot. Resultados:
existe resposta de ambos o0s grupos ao estresse oxidativo, no entanto, essa resposta é
distinta entre pacientes e controles, com esquizofrénicos expressando menos o gene
GALNTS e sua proteina. Conclusao: o gene GALNT6 codifica uma enzima responsavel
por glicosilar componentes da MEC. Pode-se hipotetizar que a resposta de esquizofré-
nicos ao estresse oxidativo torna essa MEC mais suscetivel aos seus efeitos deletérios,
colaborando com a fisiopatologia da doenca.
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ABSTRACT

Introduction: The pathophysiology of schizophrenia is still poorly understood. Several
studies suggest an important role of inflammation and oxidative stress in this explanation.
Schizophrenics seem to have altered defense mechanisms and a distinct response to oxida-
tive stress than that of controls. Oxidative stress is harmful to various cellular structures,
among them the extracellular matrix (ECM). A intact and structured ECM is essential for
proper synaptic signaling. Objective: To evaluate the response of genes encoding ECM
proteins to oxidative stress in chronic schizophrenics and controls. Methodology: Fibro-
blasts were cultivated from schizophrenic and controls’ skin biopsies. They were treated
with TBHQ, a pro-oxidant, or DMSO (the vehicle), and then had the expression of MMPI6,
GALNTG6, SULF1, ADAMTSI and ACSLI genes quantified by the method of real time PCR
and their products by the method of Western blot. Results: There was response from both
groups to oxidative stress, howeuver, this response was different between patients and con-
trols, with schizophrenics expressing less the GALNT6 gene and its protein. Conclusion:
GALNTG6 gene encodes an enzyme responsible for glycosylating ECM components. We can
hypothesize that the schizophrenic’s response to oxidative stress renders the ECM more
susceptible to its harmful effects, contributing to the pathophysiology of the disease.
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INTRODUCAO

Esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico cronico
e grave que afeta cerca de 1% da populacao mundial.!
E caracterizado, segundo o DSM V, por delirios, aluci-
nagoes, fala desorganizada, comportamento totalmen-
te desorganizado ou catatonico e sintomas negativos.
A fisiopatologia dessa doenga ainda nao é totalmente
esclarecida. Estudos revelam que a inflamagdo e o
estresse oxidativo, resultado de desequilibrio entre a
producao de radicais livres — que podem danificar o
DNA, membrana celular e matriz extracelular (MEC)
-, e a capacidade dos sistemas antioxidantes de neu-
tralizé-los exerce importante papel na fisiopatologia de
varios transtornos mentais, entre eles a esquizofrenia.?
Esse desequilibrio pode decorrer, por exemplo, da
maior concentragao de radicais livres nas células por
variadas causas (ex.: inflamacao), assim como da dimi-
nuicao na sintese de antioxidantes como a glutationa
(GSH). A GSH € o principal antioxidante endégeno do
corpo e age tanto de forma direta, neutralizando espé-
cies reativas de oxigéenio e nitrogénio, quanto de forma
indireta, por meio de uma reacgao catalisada pela gluta-
tiona peroxidase numa reacao dependente de fosfato
dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADPH). Ja
existem na literatura estudos mostrando que alguns po-
limorfismos em genes que codificam enzimas envolvi-
das na sintese da GSH estao associados a sua reduzida
producao e esses polimorfismos sao mais frequentes
em pacientes esquizofrénicos do que em controles.*

E sabido também que, para uma conducao
sinaptica eficaz, é preciso nao s6 que componentes
pré e pos-sinapticos estejam operando de forma cor-
reta, como € necessario, de igual forma que a MEC
perisinaptica esteja integra e bem estruturada, ser-
vindo de apoio para outras moléculas e mantendo a
conformacgao estrutural das sinapses.>® Neste trabalho
foram analisados genes que codificam proteinas rela-
cionadas a integridade e estabilizacao da matriz extra-
celular. Sao eles o MMP16, GALNT6, SULF1, ADAMTS1
e ACSL1. MMP16 é uma metaloproteinase responsavel
pela degradacao de varios componentes na matriz ex-
tracelular, sendo importante para a sua plasticidade.
GALNT6 é um gene codificador de uma enzima de
transferéncia que catalisa a glicosilagao de componen-
tes da MEC, importante para a estabilidade desse com-
partimento celular. SULF1 codifica uma sulfatase que
remove sulfato de moléculas na matriz e também esta
relacionada a integridade da MEC. ADAMTSI codifica
um tipo de metaloproteinase que degrada sulfato de
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condroitina, contribuindo para a degradagao da MEC.
E ACSL1 é uma enzima relacionada ao metabolismo e
degradacao de lipidios, sendo importante para a ma-
nutenc¢ao da integridade da membrana celular. Diante
dos principais resultados obtidos na expressao génica,
resolveu-se avaliar se os niveis de proteinas codifica-
das pelos genes analisados estao também alterados.

Este estudo foi realizado em parceria com a Uni-
versité de Lausanne (LAUSANNE, VAUD, SUICA) sob
a orientacao de Margot Fournier e Kim Do.

OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi investigar o impacto do
estresse oxidativo na regulacao de genes que codificam
proteinas relacionadas a integridade e a estabilizacao
da matriz extracelular, utilizando amostras de pacien-
tes com esquizofrenia cronica e individuos saudaveis.

METODOLOGIA

= recrutamento dos sujeitos: os individuos foram
avaliados utilizando a Entrevista Diagnostica para
Estudos Genéticos (DIGS) e recrutados com o ter-
mo de consentimento livre e esclarecido de acor-
do com as diretrizes éticas da Universidade de
Lausanne. Os sujeitos eram de origem caucasiana
e foram combinados pacientes versus controles
para idade e sexo. Foram excluidos do grupo-
-controle os individuos com transtorno de humor,
psicose, distirbio por uso de substancias psicoa-
tivas ou com parente de primeira ordem com
transtorno psicético. Os pacientes preencheram
os critérios para esquizofrenia ou transtorno es-
quizoafetivo do Manual Diagnéstico e Estatistico
de Transtornos Mentais quarta edicao (DSM-IV).

m probes e anticorpos: os primers utilizados foram
MMP16, GALNT6, SULF1, ADAMTSI, ACSLI e 18S
FAM. Os anticorpos primérios utilizados foram an-
tiMMP16, antiGALTNG6, antiADAMTS]I, anti-SULF1 e
anti-o-tubulina.

m cultura de fibroblastos: culturas de fibroblas-
tos foram estabelecidas a partir de biopsias de
pele de pacientes esquizofrénicos e individuos
do grupo-controle. Foram cultivadas até cinco
passagens proximo da confluéncia de 100% e, na
quinta passagem, concentracoes iguais de 6x10°
fibroblastos foram distribuidas em varias placas e
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estas tratadas durante 18 horas com 50 uM TBHQ
0,05% (agente pro-oxidante) em dimetilsulféxido
(DMSO) ou 0,05% de DMSO (veiculo).

Figura 1 - Cultura de fibroblastos vistos a microscopia
optica, mostrando confluéncia de 100%.

= extracdo de RNA: O mRNA foi extraido a par-
tir de fibroblastos de esquizofrénicos cronicos e
controles com um Rit (Perfect pure RNA extraction
from 5PRIME) e convertido em cDNA pelo méto-
do de PCR em tempo real com sonda TagMan®.

= andlise proteica: as proteinas foram extraidas com
tampao de lise (100 mM Tris-HCI pH 6,8; NaCl 150
mM; SDS a 2%; 1 mM EDTA; PMSF 1 mM; DTT 1 mM,;
30 mM NaF e inibidores da protease). As amostras fo-
ram sonicadas e centrifugadas a 13,000 g por 10min
a temperatura ambiente. Os sobrenadantes resultan-
tes foram recolhidos. A concentracao de proteinas
foi determinada utilizando o ensaio bicullinic acid
(BCA) protein assay (Pierce). Em seguida, as amos-
tras foram colocadas para correr em gel de poliacri-
lamida pela técnica de western blot. A deteccao foi
feita utilizando reagente de quimioluminescéncia
(ECL-plus, GE Healthcare) e a quantificagao foi reali-
zada empregando-se o Image J Software.

= andlise estatistica: os dados foram analisados
pelo software estatistico R Versao 2.15.2 (www.1-
-project.org). Os dados de RT-PCR foram analisa-
dos por modelo de efeito linear misto (LME) com
bootstrapping. Os dados da quantificacao de wes-
tern blot foram analisados por LME. Para todos os
testes estatisticos, considerou-se significativo va-
lor de p inferior a 0,05.
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RESULTADOS

As amostras foram divididas em duas condicoes:
estresse oxidativo e condicao basal (Tabela 1). Para
isso, os fibroblastos foram submetidos a tratamento
com terc-butylhidroquinone (TBHQ), um compos-
to conhecido pela producao de espécies reativas
de oxigénio e, consequentemente, por aumentar a
expressao de genes antioxidantes. No estado ba-
sal, as células foram tratadas com dimetilsulféxido
(DMSO), o veiculo.

Tabela 1 - Amostras em condicdes de estresse oxi-
dativo

Basal TBHQ
MMP16 (MT3-MMP) -1,3(0,005) -1,2(0,029)
GALNT6 -1,4(0,011) -1,5(0,001)
SULF1 1,6 (0,001) Nao significativo
ADAMTS1 1,2 (0,045) Nao significativo
ACSL1 1,4(0,015) 1,3(0,030)
IMC Abaixo do peso 1,5%

Nao houve diferenca significativa nos niveis de
mRNA de SULF1, ADAMTSI1 e ACSLI entre pacientes
e controles em amostras de fibroblastos sob DMSO
ou tratamento TBHQ.

Em resposta ao tratamento com o pré-oxidante,
houve aumento da expressao génica de GALNT6 em
ambos os grupos (controles e pacientes), indicando
que o estresse oxidativo induz uma resposta das
células. No entanto, os pacientes mostraram menor
expressao desse gene tanto na presenca do veiculo
quanto do pré-oxidante, dando margem para hipo-
tetizar uma resposta deficiente ou ineficaz desses
pacientes frente ao estresse. Quando quantificado o
produto desse gene, observou-se apenas tendéncia
(provavelmente devido ao tamanho amostral reduzi-
do) a diminui¢ao na quantidade de proteina apos o
tratamento. A diferenca entre controles e pacientes
manteve-se em ambos os casos (veiculo e tratamen-
to). Aqui se pode supor que o estresse oxidativo in-
terfere na quantidade dessa proteina, diminuindo-a,
fazendo com que as células respondam aumentando
a expressao do seu gene. Considerando que essa €
uma proteina responsavel pela glicosilacao da MEC,
isso seria uma resposta plausivel das células na tenta-
tiva de tornar a MEC mais resistente aos efeitos deleté-
rios do estresse oxidativo. E os pacientes nao seriam
capazes de responder de maneira eficaz.
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Figura 2 - Niveis de mRNA de SULF1, ADAMTSI e ACSL1 entre pacientes e controles em amostras de fibroblastos

sob DMSO ou tratamento TBHQ.

DISCUSSAQ

Estudos evidenciam o papel fundamental de pro-
cessos inflamatorios e estresse oxidativo na fisiopa-
tologia de doencas psiquiatricas como a esquizofre-
nia.> Outras pesquisas mostram polimorfismos nos
genes relacionados a sintese da GSH* resultando em
producao menor ou alterada de suas proteinas em
esquizofrénicos. Diante disso, a sintese da GSH e a
resposta ao estresse oxidativo seriam diferentes com-
parada aos controles. Observou-se que pacientes es-
quizofrénicos respondem de maneira diferente ao es-
tresse oxidativo no nivel da estruturacao da MEC pela
expressao deficiente do gene GALNT®, que codifica
uma proteina que tornaria a MEC mais resistente aos
efeitos do estresse oxidativo. Relacionando todos es-
ses achados, tém-se evidéncias de que pacientes es-
quizofrénicos possuem resposta deficiente ou altera-
da ao estresse oxidativo, e este traria consequéncias
deletérias a MEC. Esses trabalhos podem servir de
base para novas abordagens terapéuticas da esquizo-
frenia. Estudos clinicos tém mostrado resultados pro-
missores com o uso da N-acetilcisteina (NAC)? — pre-
cursor da GSH que alcanga boa biodisponibilidade
no sangue e é capaz de atravessar a barreira hema-
toencefalica — como adjuvante no tratamento de dis-
tarbios psiquiatricos. Em pacientes esquizofrénicos,

a adicao de NAC melhorou os sintomas negativos, o
insight, a interacao social, a motivagao, a volicao e a
estabilizagao psicomotora e do humor se compara-
dos ao grupo-controle.

CONCLUSAO

O indicio de que pacientes esquizofrénicos tém a
expressao génica dessa enzima afetada pelo estres-
se oxidativo revela a grande instabilidade da MEC, o
que poderia contribuir para a disfungao da ativida-
de neuronal e para a explicacao fisiopatologica da
doenca, contribuindo com evidéncias para novas
abordagens terapéuticas.

REFERENCIAS

1. Tamminga CA, Holcomb HH. Phenotype of schizophrenia: a re-
view and formulation. Mol Psychiatry. 2005; 10:27-39.

2. Dean O,Giorlando EBerk M. N-acetylcysteine in psychiatry: cur-
rent therapeutic evidence and potential mechanisms of action.
JPN.2011; 36(2):78-86.

3. Mahadik SP Mukherjee S. Free radical pathology and antioxi-
dant defense in schizophrenia: a review. Schizophrenia Res.
1996; 19:1-17.

Rev Med Minas Gerais 2015;25 (Supl 5): S30-S34

33



Papel do estresse oxidativo na fisiopatologia da esquizofrenia

4. Gysin R, Kraftsik R, Sandell J, Bovet E Chappuis C, Conus Ret al. 6. Cabungcal JH, Steullet EMorishita H, Kraftsik R, Cuenod M. Peri-
Impaired glutathione synthesis in schizophrenia: Convergent ge- neuronal nets protect fast-spiking interneurons against oxidative
netic and functional evidence.Proc Natl Acad Sci USA.2007 Oct stress. Proc Natl Acad Sci USA.2013;110(22):9130-5.
16;104(42):16621-6.

5. Thalhammer A, Cingolani LA. Cell adhesion and homeostatic
synaptic plasticity Neuropharmacology. 2014 Mar; 78:23-30.

34 Rev Med Minas Gerais 2015;25 (Supl 5): S30-S34



