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Resumo

Esquizofrenia é uma severa doenga neurobioldgica com fatores genéticos e ambientais desempenhando um papel na fisiopatologia. Diversas regides cerebrais
tém sido implicadas no processo da doenga e estdo conectadas em complexos circuitos neuronais. Nos niveis molecular e celular, a conectividade afetada entre
essas regioes, envolvendo mielinizagdo disfuncional dos ax6nios neuronais, bem como as alteragdes no nivel sinaptico e metabolismo energético levando a
disttrbios na plasticidade sinéptica, sdo os maiores achados em estudos post-mortem. Estudos de microarranjos investigando a expressao génica contribuiram
para os achados de alteragdes em vias complexas em regides cerebrais relevantes na esquizofrenia. Além disso, estudos utilizando microdissec¢do e captura a
laser permitiram a investigagdo da expressdo génica em grupos especificos de neurdnios. Entretanto, deve ser mantido em mente que em estudos post-mortem,
confusos efeitos de medicagdo, qualidade de RNAm, bem como capacidade de mecanismos regenerativos neuroplésticos do cérebro em individuos com historia
de vida de esquizofrenia, podem influenciar o complexo padrio de alteragdes no nivel molecular. Apesar dessas limitagdes, estudos transcriptomicos livres de
hipéteses em tecido cerebral de pacientes esquizofrénicos oferecem uma possibilidade tnica para aprender mais sobre os mecanismos subjacentes, levando a
novas dpticas da fisiopatologia da doenga.
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Abstract

Schizophrenia is a severe neurobiological disease with genetic and environmental factors playing a role in the pathophysiology. Several brain regions have been
implicated in the disease process and are connected in complex neuronal circuits. On the cellular and molecular level, affected connectivity between these regions,
involving dysfunctional myelination of neuronal axons, as well as alterations on the synaptic level and energy metabolism of neurons leading to disturbances in
synaptic plasticity are major findings in post-mortem studies. Microarray studies investigating genome-wide gene expression have contributed to the findings of
alterations in complex pathways in relevant brain regions in schizophrenia. Moreover, first Laser-capture Microdissection studies allowed the investigation of
gene expression in specific groups of neurons. However, it must be kept in mind that in post-mortem studies confounding effects of medication, mRNA quality
as well as the capability of the brain for neuroplastic regenerative mechanisms in individuals with a lifetime history of schizophrenia may influence the complex
pattern of alterations on the molecular level. Despite these limitations, hypothesis-free transcriptome studies in brain tissue from schizophrenia patients offer a
unique possibility to learn more about underlying mechanisms, leading to new insights in the pathophysiology of the disease.
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farmacolégicos sdo baseados empiricamente. A identificagdo da
fisiopatologia, associada com pardmetros biolégicos utilizados para
diagnosticar de maneira inequivoca ou avaliar o curso e tratamento,
permanece um desafio.

Até esta data, a hipotese da esquizofrenia esta baseada em inte-
ragdes multifatoriais, as quais impactam o desenvolvimento cerebral
inicial e tardio prevalece. Diversas linhas de evidéncia suportam essa

Introducao

A esquizofrenia é uma debilitante desordem cronica neurocognitiva
que afeta principalmente jovens adultos. Sua prevaléncia é de 1%
ao redor do mundo, independentemente de identidade cultural ou
etnicidade. A desordem é caracterizada por diversas caracteristicas
comportamentais motora, afetiva e cognitiva anormais. A maioria dos

individuos afetados (> 80%) é incapaz de manter uma vida profissional
autossustentavell, e sua expectativa de vida é encurtada em uma média
de 10 anos2. Juntamente com frequentes hospitalizagoes, a progres-
siva piora neurocognitiva impacta profundamente as vidas daqueles
afligidos e de suas familias. A carga financeira acumulada ao sistema
social e de saude europeu é alta (€ 35.229.000.000 anualmente)3.
Apesar de tremendos avangos na ciéncia e na medicina, a desor-
dem permanece um mistério. Na auséncia de consistentes marcadores
neurobioldgicos para esquizofrenia, o diagnostico ainda depende,
em avaliagdes subjetivas, de um conjunto de sinais e sintomas, ba-
seados nos critérios ICD-10 ou DSM-IV-R, e os atuais tratamentos

hipétese do neurodesenvolvimento; entre elas estd a associagdo entre
complicag¢des obstétricas, tais como o comum fator hipéxia e esquizo-
frenia#s. Ha forte evidéncia de uma base genética para a esquizofrenia
com um polimorfismo funcional na regido promotora de um gene,
resultando em mudangas quantitativas da expressao génica, ou poli-
morfismo na regido codificante, resultando em alteragoes qualitativas
do produto génico. Entretanto, interagdes anormais entre gene-am-
biente durante o desenvolvimento poderiam ser devidas também a
mecanismos epigenéticos no remodelamento de cromatina, os quais
regulam a transcrigdo de genes em vias neuronais complexas, e tais
mecanismos tém sido demonstrados em esquizofrenias’.
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Circuitos neuronais envolvidos em esquizofrenia

Investigacdes recentes sugerem que nao somente um déficit em uma
regido circunscrita estd envolvendo sintomas cognitivos ou positi-
vos-negativos em esquizofrenia, mas alteragées em redes neurais
controlam cogni¢do e processos sensitivos superiores.

Metanalise de estudos de imagem por ressonancia magnética
estrutural revela déficit de volume de massa cinzenta em um nd-
mero de diferentes regides cerebrais em pacientes esquizofrénicos.
As regides afetadas sdao o lobo medial temporal, incluindo o hipo-
campo e o cOrtex entorrinal, e o cortex de associacdo heteromodal,
incluindo o cértex pré-frontal, parietal e temporal superior. O grau
da redugdo da massa cinzenta ¢ da faixa de 5%-10% na rede fronto-
temporo-limbicass.

MRI estrutural e estudos post-mortem mostraram perda do vo-
lume no lobo temporal medial, especialmente no hipocampo, como
uma das mais consistentes anormalidades estruturais, bem como
déficits na memoria verbal e espaciall®. Adicionalmente, estudos
post-mortem mostraram perda do volume em sub-regides hipo-
campais, as quais estdo relacionadas a sintomas positivos!112. Novos
desenvolvimentos em técnicas de neuroimagem como imagem de
tensor de difusdo (DTI) permitiram a investigagdo de distirbios em
conectividade e redes neurais. Estudos de DTI de tratos de substancia
branca do férnix e hipocampo em esquizofrenia mostram diminuida
anisotropia fracional e suportam a hipétese de desconectividade fun-
cional e estrutural’>-16, a qual estd correlacionada a déficit em funcéo
cognitiva, por exemplo, memoria declarativa verbal'’.

O cortex pré-frontal tem sido reconhecido como uma regido-
chave para a fisiopatologia da doenga, por causa do seu envolvimento
em fung¢io executiva e memoria de trabalho, as quais sdo afetadas na
esquizofreniats. Investigagdes por MRI descobriram redugoes prin-
cipalmente no cortex pré-frontal dorsolateral em 70% dos estudos,
reportando volumes diminuidos!*20. Um sinal posterior de déficit no
desenvolvimento inicial consiste no indice de girifica¢io perturbado
como uma medida de enovelamento cortical perturbado?!-2s. Uma
absor¢édo pré-frontal e hipofrontalmente diminuida de glicose tem
sido relacionada a sintomas negativos e disfun¢do cognitiva6.27.
O cortex anterior cingulado é parte do cértex pré-frontal medial
e recebe informagédo sensorial da associacdo dos cdrtices insular,
temporal e parietal mais a informagao emocional da amigdala e
cortex orbitofrontal. Essa regido cerebral ¢ moduladora do cértex
pré-frontal dorsolateral2s2? e tem mostrado mediar urbanidade como
um fator de risco ambiental em esquizofrenia3?. O cértex pré-frontal,
bem como o giro temporal superior, o cértex anterior cingulado e o
crtex parietal inferior, pertence ao cortex de associagdo heteromo-
dal, o qual é responsével pelo processamento cognitivo e influencia
o comportamento complexo3'. Uma disfun¢io em um desses cortices
tem sido descrita em pacientes com esquizofrenia cronica que moram
em lares tempordrios, uma populagdo que serve como base para a
maioria das investigagdes post-mortem?. Uma metandlise de estudos
de fMRI de fungéo executiva em esquizofrenia revelou reduzida ativa-
¢ao do cortex pré-frontal, do cdrtex cingulado anterior e do tdlamo3.

Uma redugio do volume talaimico em esquizofrenia foi mostrada
em estudos estruturais utilizando MRI343. O talamo atua como uma
estagdo central de repasse, transferindo informacéo sensorial perifé-
rica de entrada ao cortex. Ele possui um papel critico na filtragem de
informagdo sensorial, na regulagdo de entrada cognitiva ao cortex,
e mediando conexdes corticocorticais entre areas particularmente
implicadas na esquizofrenia, tais como as regides frontal e temporal.
Em pacientes esquizofrénicos, estudos de tomografia de emissao posi-
tronica (PET) mostram uma disfun¢io do circuito neuronal cértico-
cerebelar-talamico-cortical, contribuindo para a dismetria cognitiva,
i.e., cognic¢do prejudicada e outros sintomas da doenga6+”. Em adicéo,
uma perturbada rede pré-fronto-parietal-talamica foi mostrada estar
envolvida em déficits de memdria de trabalho relacionados a doenga
em esquizofrenia®. Em resumo, alteragdes da conectividade estdo
presentes em circuitos neuronais complexos, causando nio somente
uma disfungdo em regides especificas do cérebro, mas também esta-
belecendo déficits em complexas vias em nivel molecular.

Principios de métodos de expressao génica em tecidos
post-mortem

Para revelar os distirbios neuroldgicos por tras da ativagdo alterada
da perda de volume de regides cerebrais, durante os ultimos anos,
estudos transcriptomicos usando uma abordagem livre de hipdtese
com investigagdo por microarranjo de milhdes de genes e estudos
dirigidos por hipétese usando reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real quantitativa (QRT-PCR) ou hibridizagao in situ foram
conduzidos. Cada um desses métodos prové vantagens em biologia
molecular: a alta quantidade de genes detectados com estudos de mi-
croarranjos e a alta sensibilidade na detec¢ido de um limitado niimero
de genes em estudos por qRT-PCR, o que faz desse método adequado
para a verificagdo da expressdo génica alterada em experimentos de
microarranjo. A resolugao espacial de sub-regides, camadas corticais
ou populagdes celulares ¢ a vantagem da investigacao utilizando a
hibridizagdo in situ. O desenvolvimento de tecnologias de aquisi¢ao
de dados massiva como microarranjos genome-wide, protedmica ou,
recentemente, sequenciamento de nova geragao tem aumentado a
compreensdo do envolvimento de vias moleculares complexas na
fisiopatologia da doen¢a, aumentando, assim, o conhecimento sobre
a disfuncio de certas moléculas em particular®. Novas técnicas mi-
croscdpicas como microdissecgio e captura a laser (LCM), usada para
a coleta de populagdes celulares de neurdnios ou sub-regides com
integridade de RNAm preservada em sec¢des histoldgicas coradas,
permitem novas perspectivas na compreensio das interagdes entre
redes celulares e moleculares#41,

Entretanto, muitas amostras derivadas de autdpsias humanas
estdo em condigdes subdtimas para estudos de expressdo génica,
e multiplos fatores influenciam a qualidade do RNAm extraido de
tecido cerebral. Eles incluem principalmente o estado agonal com
hipéxia, causa de morte e atraso post-mortem. O pH do tecido é
influenciado por esses fatores e pode servir como um marcador
subsequente da qualidade do RNA. Adicionalmente, transcritos
individuais de RNAm podem exibir taxas de decaimento e meia-vi-
das diferentes. Dessa forma, o atraso post-mortem e o pH deveriam
ser documentados, e a qualidade do RNAm do tecido deveria ser
sempre determinada usando, por exemplo, o Agilent 2100 BioA-
nalyzer (Agilent, Palo Alto, CA)+43. Adicionalmente, a maioria dos
pacientes esquizofrénicos cronicos foi tratada com antipsicéticos
por décadas, assim os efeitos de doses de antipsicéticos calculados
em equivalentes de clorpromazina deveriam ser correlacionados aos
niveis individuais de RNAm#.

Macroconectividade perturbada: evidéncia de estudos
celulares e moleculares

Conectividade perturbada em esquizofrenia estd associada a déficits
de mielinizagdo de ax6nios neuronais. A mieliniza¢do possui um
papel importante na propagagdo em células nervosas e também
integra a sincronia estrutural do cérebro, resultando em conectivi-
dade estrutural e funcional. Oligodendrécitos sdo as células da glia
construtoras de mielina no cérebro. Outras fun¢des dos oligoden-
drdcitos sdo sinalizagdo tréfica a neurdnios adjacentes, sintese de
fatores de crescimento, sobrevivéncia e desenvolvimento neuronal,
neurotransmissio e func¢io sinaptica#. Reduzido niimero, disfun-
¢do ou morte de oligodendrdcitos podem influenciar a integridade
neuronal. Em diversos estudos estereoldgicos, um diminuido nd-
mero de oligodendrdcitos tem sido reportado no cértex pré-frontal
e na sub-regido CA4 do hipocampo#-4; mapas de densidade de
oligodendrdcitos mostram um menor agrupamento no cértex
pré-frontal¥. Anormalidades estruturais da camada de mielina e
mudangas regressivas nos oligodendrdcitos no cortex pré-frontal
e hipocampo podem estar baseadas em disturbios do neurodesen-
volvimento ou morte celular por apoptose#-5.. Interessantemente,
o cortex de associagdo heteromodal tem seu principal periodo na
vida adulta jovem com os primeiros sintomas da esquizofrenia
aparecendos2. Ao nivel molecular, evidéncia de uma mielinizacdo
desordenada foi fornecida por diversos estudos de microarranjo
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em regides cerebrais de pacientes esquizofrénicoss:-57. Estudos de
RT-PCR quantitativoss8 confirmam a implica¢do de oligodendré-
citos e mielina na patogénese pela descoberta da expressdo reduzida
de multiplos genes de oligodendrdcitos e/ou mielina-relacionados
em diferentes regides cerebrais. Adicionalmente, estudos proted-
micos reportaram disfungdo de oligodendrécitos e perturbagdes
relacionadas a mieliniza¢do. Proteina basica de mielina (MBP) é o
principal constituinte da camada de mielina produzida pelos oligo-
dendrdcitos, e a glicoproteina da mielina do oligodendrécito (MOG)
foi encontrada menos expressa no cortex pré-frontal e temporal,
hipocampo e cértex entorrinal, onde foi associada a anormalidades
migracionais de células pré-alfase-s3. Adicionalmente, o marcador de
oligodendrocito 2*,3"-nucleotideo ciclico-3"-fosfodiesterase (CNP)
foi menos expresso nessas regioes, e reduzido numero de neurdnios
CNPase-corados foi relatado no cértex pré-frontal””. Outros genes
mielina-relacionados comumente alterados sdo a proteina periférica
de mielina 22 (PMP22), glicoproteina associada a mielina (MAG),
proteina de mielina e leucdcito (MAL), transferrina (TF), claudina
1, claudina 5, proteina de proteolipideo (PLP), gelsolina (GSN),
plasmolipina (PLLP, TM4SF11) e quaking (QKI)5¢575, a qual promo-
ve um importante papel no neurodesenvolvimento, crescimento e
manutenc¢do da mielina em axdnioss+. Essas proteinas poderiam ser
também potenciais biomarcadores para a esquizofreniass. A protei-
na de oligodendrécito ermina também foi encontrada sendo mais
expressa no cortex pré-frontal e menos expressa no cortex temporal
em dois estudos protedmicos por abordagem shotgun utilizadossss7.
Brockschnieder et al.¢¢ concluiram que a ermina provavelmente
contribui para a manutengéo e a estabilizacdo da camada de mielina
no cérebro adulto.

Esquizofrenia como uma desordem de plasticidade
sinaptica perturbada

Sinapses estdo localizadas nos espinhos dendriticos, os quais foram
relatados como reduzidos no cértex pré-frontal de pacientes esqui-
zofrénicos®. Possivelmente, uma hipofun¢iao do receptor NMDA
glutamatérgico agindo em potenciagdo em longo prazo perturba
a plasticidade sindptica’. Em nivel molecular, ha forte evidéncia
para uma diminuida plasticidade sindptica, principalmente afetan-
do a expressao de proteinas de vesicula pré-sinapticas, incluindo
a proteina associada a sinaptossoma 25 e sintaxina, formando o
complexo receptor proteico de fixagdo de fator sensivel & N-etil-
maleimida soliivel (SNARE)71-7. O complexo trimérico SNARE esté
envolvido na fusdo de membrana e exocitose de neurotransmissores.
Niveis de RNAm, como tém sido relatado, estio aumentados no
cortex temporal superior do grupo mais jovem de pacientes es-
quizofrénicos”. Um estudo de microarranjo no cortex pré-frontal
mostrou expressdo alterada de genes associados com a reciclagem
de vesiculas sindpticas em esquizofreniast. Em conformidade com
isso, no nivel proteico reduzida imunorreatividade de sinaptofisina
e SNAP-25 foi detectada no cortex pré-frontalses9si-s3, Entretanto,
os resultados nio sdo consistentes e variam bastante entre dife-
rentes regides cerebraiss3s4. Nas areas terminais das projecoes do
cortex entorrinal, a expressio de SNAP-25 foi diminuidas. No
hipocampo, foi mostrado que populagdes de neurdnios possufam
menos espinhos dendriticos e arborizagdes dendriticas reduzidasss.
Essa observagao foi suportada por estudos detectando marcadores
moleculares a proteina microtibulo-associada 2 (MAP2) e espi-
nofilinas”ss. Evidéncia de redugdo de marcadores pré-sinapticos
também foi reportada. Um achado mais consistente dentro do
hipocampo ¢ a anormal conectividade sindptica, como mostrado
pela diminuida expressdo de proteinas pré-sinapticas sinapsina,
sinaptofisina e SNAP-2573. Em adi¢éo, perturbagdes de complexinas
no hipocampo foram associadas a severidade do dano cognitivo
ante-mortem’s. Posteriores perspectivas em plasticidade sinaptica
perturbada foram apoiadas por um estudo de microarranjo do
cortex temporal superior, mostrando que uma diminuida expres-
sdo de genes imunorrelacionados pode afetar a for¢a sindptica e
a transmissdo. De modo geral, quando combinados os achados

no nivel proteico e os RNAm, isso suporta fortemente a nogao de
expressdo de genes sindpticos regionalmente distinta.

Expressdo alterada de proteinas de citoesqueleto em regides ce-
rebrais relacionadas a esquizofrenia pode influenciar a plasticidade
sindptica durante o neurodesenvolvimento e na vida adulta, com con-
sequéncias na neurotransmissao. Em nervos terminais, o cristalino
mu modula proteinas de citoesqueletos*. Em um estudo protedmico,
proteinas de citoesqueleto foram relatadas como mais expressas
no cortex pré-frontal em esquizofreniass. Expressdao aumentada de
cristalino mu em esquizofrenia também foi relatada em estudos
transcriptomicoss3#. Entretanto, uma investigagao mais detalhada de
genes de citoesqueleto em regides cerebrais post-mortem é necessaria.
Interessantemente, um estudo de microdissecgdo e captura a laser em
neuro6nios granulares dentados isolados reportou diminuida expres-
sao de genes relacionados a proteinas de citoesqueleto, plasticidade
sindptica e metabolismo energético?!, entdo suportando a hipdtese
de microconectividade perturbada.

Metabolismo energético perturbado: evidéncia de estudos
transcriptomicos

Em esquizofrenia, diversos genes alterados estao envolvidos em pro-
cessos relacionados ao metabolismo energético de glicose. Por exem-
plo, hexoquinase foi encontrada mais expressa no cortex temporal
superior e pré-frontal. Ela participa de diferentes processos celulares,
seja ele a glicolise ou metabolismo de frutose, galactose, sacarose e
manosess. Algumas outras proteinas reportadas alteradas em nivel
proteico também estdo descritas como diferencialmente expressas
em estudos transcriptomicos. Elas estao envolvidas no metabolismo
energético, tais como o precursor mitocondrial da cadeia alfa de ATP
sintase, transferrina e aldolase C5392. Mitocdndrias neuronais sao co-
nhecidas por produzir a maior parte da energia celular. Sendo assim,
alteragdes nas proteinas mitocondriais, causadas por fatores exégenos
ou enddgenos, podem resultar em desregulagdo da produgio de ener-
gia. Vias envolvidas no metabolismo energético envolvem processos
internos como a glicdlise, ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa.
Mudangas na fosforilagdo oxidativa mitocondrial no cérebro®: e em
plaquetas® de pacientes esquizofrénicos ja foram relatadas. Genes
associados a fun¢des mitocondriais essenciais ao desenvolvimento
normal do cérebro e fungao sindptica tém se mostrado anormais®s9s.
Ben-Shachar e Karry®s acharam uma liga¢do fisiopatoldgica entre
a fun¢do mitocondrial e a esquizofrenia. Isso foi demonstrado no
nivel da fun¢do mitocondrial, respiragdo mitocondrial e atividade do
complexo I e no nivel da expressao génica e proteica. A doenga exibe
também uma interagdo anormal entre dopamina e a mitocéndria%”.
Levantou-se a hipé6tese de que alteragdes em proibitina estdo envolvi-
das na plasticidade sinaptica perturbadass. E conhecido controle da
desacetilagdo de histona%, que pode estar localizada na membrana
interior da mitocondria.

Conclusao

Estudos transcriptomicos indicam forte evidéncia para uma sinap-
topatia, e déficits na fun¢do de oligodendrdcitos e metabolismo
energético fundamentam déficits cognitivos e dominios de sintomas
na esquizofrenia. Estes podem ser fundamentais para déficits de
volume em circuitos neuronais distintos, bem como para ativagao
cerebral alterada durante tarefas cognitivas. Entretanto, apesar dessas
perspectivas fisiopatologicas, em estudos post-mortem efeitos confu-
sos de medicagdo, qualidade de RNAm, causa da morte bem como
capacidade do cérebro por mecanismos regenerativos neuroplasticos
em individuos com um histérico de vida de mecanismos de intera-
¢do por processos proprios da doenga, mas também por ativagao
fisica e cognitiva, podem levar a um complexo padrio de alteragoes
cerebrais. Apesar dessas limitagdes, estudos transcriptomicos e
protedmicos de tecido post-mortem oferecem a possibilidade tnica
de identificagdo em vias complexas para revelar o cendrio complexo
da fisiopatologia da esquizofrenia e desenvolver novas estratégias de
tratamento neuroprotetor.
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