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RESUMO

A esquizofrenia € uma sindrome psiquidtrica cronica caracterizada por déficits cognitivos
generalizados e que sdo responsdveis por grande parte das disfuncdes sdcio-ocupacionais
relacionadas a doencga. As opgdes terapéuticas atuais nao melhoram significativamente a fungao
cognitiva dos pacientes. A compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos com os
déficits cognitivos podera contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. O
sistema endocanabindide exerce papel modulatério importante sobre a neurotransmissao e
plasticidade neuronal que, sdo importantes para o funcionamento cognitivo normal. Diversas linhas
de evidéncia apontam para a participacdo de alteracdes deste sistema neurotransmissor na
fisiopatologia da esquizofrenia e que alteracdes de elementos do SEC em linfécitos periféricos
poderiam refletir as alteracdes centrais. O objetivo deste trabalho foi buscar evidéncias da
participacdo de alteracdes do SEC na fisiopatologia dos déficits cognitivos da esquizofrenia.
Pacientes e controles foram submetidos a avaliacdo clinica e a uma bateria de testes cognitivos
(potencial evocado P300, BACS e SCoRS) e a expressao de receptores endocanabindides foi
medida na superficie de linfécitos e células NK periféricas por imunofenotipagem e citometria de
fluxo. Os resultados mostraram que o aumento de receptores CB2 em linfocitos foi associado ao
pior desempenho cognitivo nos pacientes. Portanto, os déficits cognitivos nos pacientes com
esquizofrenia podem estar associados com os niveis de expressdo de receptores CB2 em linfécitos
periféricos e estas células podem refletir as alteragdes de receptores endocanabindides centrais em
areas cerebrais envolvidas com os processos cognitivos ou em células microgliais, que quando
ativadas podem contribuir para a piora da fungdo cognitiva. Estes dados fornecem evidéncias
adicionais da participagdo de alteragcdes do SEC na fisiopatologia dos déficits cognitivos na
esquizofrenia.
PALAVRAS-CHAVE: Esquizofrenia; Cogni¢do; Déficits cognitivos; Sistema endocanabindide;

Cannabis; Sistema imune; Fisiopatologia.



ABSTRACT

Schizophrenia is a chronic psychiatric syndrome characterized by generalized cognitive
deficits that are responsible for much of the functional impairment associated with the disease.
Current treatment options cannot significantly improve cognitive function. Understanding of the
pathophysiological mechanisms involved in the cognitive deficits may contribute to the
development of better therapeutic strategies. The endocannabinoid system modulates
neurotransmission and neuronal plasticity and is important for cognitive functioning. Evidence
points to the involvement of this neurotransmitter system in the pathophysiology of schizophrenia
and that alteration of the endocannabinoid system in peripheral lymphocytes could reflect central
changes. The objective of this study was to find evidence of the involvement of the
endocannabinoid system in the pathophysiology of cognitive deficits of schizophrenia. Patients and
controls underwent clinical assessment and a cognitive battery (P300 evoked potential, SCoRS and
BACS) and the expression of cannabinoid receptors on the surface of peripheral blood lymphocytes
and NK cells was assessed by flow cytometry immunophenotyping. The results showed that
increase of CB2 receptors on lymphocytes was correlated with impaired cognitive performance in
patients. Therefore, the cognitive deficits in schizophrenia may be associated with the expression
levels of CB2 receptors on peripheral lymphocytes, and these cells may reflect changes of central
cannabinoid receptors in brain areas involved in cognitive processes or in microglial cells, which
when activated can contribute to the worsening of cognitive function. These data provide additional
evidence of the involvement of the endocannabinoid system in the pathophysiology of cognitive
deficits in schizophrenia.
KEY WORDS: Schizophrenia; Cognition; Cognitive deficits; Endocannabinoid system; Cannabis;

Immune system; Pathophysiology.
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1. INTRODUCAO

A esquizofrenia € uma sindrome psiquidtrica cronica e incapacitante, responsavel por graus
varidveis de prejuizo funcional e social e relacionada a altos custos sociais (TANDON et al., 2009).
Apesar do conhecimento crescente a respeito de seus fatores etioldgicos e substratos
neurobioldgicos, seus mecanismos etiolégicos e fisiopatogé€nicos ainda ndo estdo completamente
compreendidos.

Os déficits cognitivos sdo centrais na doenca, pois estdo presentes em graus variados na
grande maioria dos pacientes e sdo fortemente relacionados com os prejuizos funcionais. Os
tratamentos atuais nao sdo efetivos para o tratamento da dimensao cognitiva. A maior compreensao
de seus determinantes neurobioldgicos poderd contribuir para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais efetivas e que melhorem a funcionalidade dos pacientes (GREEN et al., 2000;
GOLDBERG e GREEN, 2002; PALMER et al., 2009; TANDON et al., 2009).

O sistema endocanabindéide (SEC) é um sistema neurotransmissor enddégeno com
propriedades modulatérias de diversas funcdes fisioldgicas, dentre elas as cognitivas (KANO et al.,
2009). Diversas linhas de evidéncia apontam para a relacdo entre o SEC e a esquizofrenia.
Alteragdes do SEC foram descritas em pacientes com esquizofrenia e podem contribuir para a
fisiopatologia dos déficits cognitivos (FERNANDEZ-ESPEJO et al., 2009).

Portanto, o melhor entendimento das relagdes entre alteracdes do SEC e as alteracdes
cognitivas na esquizofrenia poderd contribuir para a compreensdo dos aspectos fisiopatolégicos
destes déficits e auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Com este objetivo, o
presente trabalho avalia associagdes entre expressdo de receptores endocanabindides periféricos e
desempenho cognitivo nos pacientes com esquizofrenia e controles sauddaveis buscando evidéncias

da participacgdo de alteragdes do SEC na fisiopatologia dos déficits cognitivos da esquizofrenia.
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2. ANTECEDENTES CINTIFICOS

2.1. Esquizofrenia

A esquizofrenia é uma doenca psiquidtrica cronica, recidivante, heterogenia em relagdo aos
seus aspectos etiologicos, neurobioldgicos e clinicos, € que leva a graus variados de prejuizo
funcional e social, o que a caracteriza como uma das principais causas de incapacidade no mundo
(TANDON et al.,, 2009). Considerada o protétipo da “loucura”, talvez seja a doenga mais
importante da psiquiatria e uma das mais relevantes em toda a medicina.

O conceito atual de esquizofrenia como uma entidade nosoldgica unica deriva
principalmente dos trabalhos de Kraepelin, Bleuler e Schneider do final do século XIX e inicio do
século XX. Kraepelin enfatizava o quadro clinico geral como definidor da doenca: inicio na
adolescéncia, curso cronico e deteriorante e desfecho invariavelmente negativo, com prejuizos
pervasivos e permanentes nas fun¢des mentais. Bleuler, quando usou o termo “esquizofrenias”, ja
prenunciava que a doenca talvez ndo fosse uma entidade tnica, mas sim um grupo de doengas com
manifestacdes semelhantes. Ele acreditava que a alteracdo fundamental era a desintegracdo das
fungdes mentais (afrouxamento de associa¢Oes, embotamento afetivo, ambivaléncia e autismo).
Schneider, operacionalizando conceitos de Jaspers, considerava que os sintomas de primeira-ordem
eram o fundamento da esquizofrenia (TANDON et al., 2009).

Estes conceitos continuam atuais, pois formam a base de nossos sistemas diagndsticos
contemporaneos (CID-10 e DSM-IV), que se fundamentam nas caracteristicas clinicas consideradas
“fundamentais’ por estes trés autores: curso e desfecho (Kraepelin), sintomas positivos (Schneider)
e negativos (Bleuler) (OMS, 1993; APA, 2004). Para o diagnéstico da doenga, os critérios do DSM-
IV requerem a presenca de sintomas positivos e negativos por um periodo minimo de um mes,
disfun¢do sécio-ocupacional por mais de 6 meses, € a exclusdo de transtornos de humor, uso de
substancias, condi¢des médicas gerais ou transtorno invasivo do desenvolvimento (APA, 2004;

TANDON et al., 2009).
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O volume crescente de pesquisas de sua etiologia, patogénese, fisiopatologia e tratamento
nas ultimas cinco décadas ampliou nossa base de conhecimento sobre esta entidade, mas ainda nao
modificou fundamentalmente nossa compreensdao sobre a doenga. Apesar disso, um conceito
fundamental e inconteste emerge deste grande volume de pesquisas: a esquizofrenia € uma doenga
de base cerebral, com uma etiologia especifica (mesmo que ainda ndo completamente
compreendida) e uma patologia identificdvel (mesmo que ainda descrita de forma incompleta). Na
verdade, entende-se a esquizofrenia atualmente ndo como uma doenca unica, mas como uma
sindrome composta provavelmente por diversas doencas diferentes que se manifestam clinicamente
de forma similar (TANDON et al., 2008a). Por estas razdes, os termos doenca(s) ou sindrome serao
usados para designar a esquizofrenia neste trabalho.

Serdo apresentados brevemente os dados mais consistentes da pesquisa em esquizofrenia em

relagc@o aos seus aspectos etioldgicos, epidemioldgicos, neurobioldgicos e clinicos.

2.1.1. Epidemiologia e Etiologia

A epidemiologia da esquizofrenia nao parece variar muito entre populacdes e culturas
diferentes. Apresenta uma prevaléncia de aproximadamente 4,5/1000 e incidéncia anual de 8-
40/100.000 e o risco ao longo da vida de desenvolver a doenca € de aproximadamente 0,7%
(TANDON et al., 2008b).

As causas da esquizofrenia ainda ndo sdo totalmente compreendidas. Sabe-se que diversos
fatores genéticos e ambientais interagem entre si € com os mecanismos de desenvolvimento
cerebral para causar a doenca (INSEL, 2010).

A esquizofrenia € fortemente relacionada a fatores genéticos, com uma herdabilidade —
propor¢do da variancia na predisposicdo a uma doenga que é devido a efeitos genéticos — de
aproximadamente 80%. Apesar da grande quantidade de pesquisas nesta drea, até 0 momento nao se

conseguiu delimitar especificamente suas bases genéticas. Sabe-se que € uma doenga poligénica,
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com multiplos polimorfismos comuns, cada um contribuindo com um pequeno tamanho de efeito,
mas nenhum sendo necessdrio ou suficiente para seu desenvolvimento (TANDON et al., 2008b).

Além dos fatores genéticos, diversos fatores etioldgicos ambientais foram reconhecidos.
Exposicdes pré/perinatais (infeccdes, defici€ncias nutricionais, eventos psicossociais estressores
maternos), durante a infancia (trauma infantil, traumatismo craniano, urbanicidade, migra¢ao) ou
adolescéncia (uso de maconha) estdo associados a maior predisposi¢dao a esquizofrenia, apesar de
assim como em relagdo aos fatores genéticos, nenhum fator de risco ambiental ser necessario ou
suficiente para causar a sindrome (TANDON et al., 2008b; VAN OS et al., 2010).

O conhecimento sobre os fatores genéticos e ambientais relacionados a esquizofrenia
(fatores etioldgicos) tem crescido muito, mas quais exposi¢des especificas e como estes fatores

interagem para causar a(s) doenca(s) (etiologia) ainda nao estd completamente compreendido.

2.1.2. Alteracoes Neurobiologicas

Diversas alteracdes neurobioldgicas cerebrais foram identificadas em pacientes com
esquizofrenia, o que provavelmente reflete diversos mecanismos fisiopatolégicos diferentes que
fazem parte da sindrome. Alteracdes estruturais (redugdes volumétricas globais, redugdao de
substancia cinzenta de regides especificas, alargamento de ventriculos, alteracdes de substancia
branca), funcionais (reducdo da ativacdo do cortex pré-frontal dorso-lateral), neurofisiolégicas
(alteragdes de medidas de potenciais evocados cerebrais — P300, mismatch negativity (MMN),
inibicdo de pré-pulso —, anormalidades de movimentos oculares, de arquitetura do sono e de
sincronia neural), neuroquimicas (alteragdes dopaminérgicas — hiperatividade mesolimbica e
hipoatividade mesocortical —, glutamatérgicas — hipofuncdo NMDA - e gabaérgicas, além de outros
sistemas de neurotransmissores — serotonina, acetilcolina, endocanabindides), neuroenddcrinas
(hiperativacdo do eixo HPA) e neuropatoldgicas (desorganizacdo neuronal cortical e limbica,

alteracdo na integridade das sinapses, auséncia de gliose) foram extensivamente replicadas na
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esquizofrenia (ROSS et al., 2006; KESHAVAN et al., 2008). A semelhanga dos fatores etioldgicos,
sabe-se muito a respeito dos substratos neurobioldgicos, mas pouco sobre como eles interagem para

causar a doencga (modelos fisiopatolégicos).

2.1.3. Aspectos Clinicos

A esquizofrenia € classicamente caracterizada pela combinac¢do de proporcdes varidveis de
quatro dimensdes sintomdticas (positiva, negativa, cognitiva e psicomotora), que variam entre
pacientes ¢ ao longo do tempo em um mesmo paciente (GREEN et al., 2004; LEVINE e
RABINOWITZ, 2007; MORRENS et al., 2007; TANDON et al., 2009; VAN OS e KAPUR, 2009).
Alguns autores acrescentam ainda mais duas dimensdes, afetiva e de desorganizacdo
(ANDREASEN, 1979; NAKAYA et al., 1999; KITAMURA et al., 1995; TANDON et al., 2009).
Apresenta um curso cronico, recidivante, geralmente com remissdes incompletas e € associada a
graus varidveis de prejuizo sécio-ocupacional e reducdo da qualidade e expectativa de vida
(TANDON et al., 2009). A dimensdo positiva se caracteriza por prejuizo no teste de realidade e
inclui delirios e alucinagdes. A dimensdo negativa € representada por um apagamento ou auséncia
de uma gama de fungdes afetivas e motivacionais normais: embotamento afetivo (prejuizo na
experiéncia e expressdo dos afetos), abulia (perda de motiva¢do), alogia (pobreza do
pensamento/discurso), anedonia (perda da capacidade de sentir prazer), avolicio (perda de
iniciativa), apatia (perda de interesse) e reducdo da interacdo social. A dimensdo de desorganizacao
refere-se as anormalidades do pensamento formal (circunstancialidade, afrouxamento de lacos
associativos, descarrilhamento, salada de palavras, neologismos) e ao comportamento
desorganizado ou bizarro. A dimensao afetiva se refere a reatividade emocional elevada e sintomas
depressivos, enquanto que a motora € representada por psicomotricidade reduzida e sintomas

catatonicos. (MUESER e McGURK, 2004; MORRENS et al., 2007; TANDON, et al., 2009; VAN
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OS e KAPUR, 2009). A dimensdo cognitiva, que € o escopo deste trabalho, serd descrita em
detalhes a seguir.

Portanto, o quadro geral que emerge das pesquisas em esquizofrenia € de uma sindrome
caracterizada por grande heterogeneidade etiol6gica, neurobiolégica e clinica, provavelmente
composta por inimeras (talvez centenas) doengas diferentes, com mecanismos etio-fisiopatogénicos
préprios, mas que compartilham uma via fisiopatolégica final comum e tém uma expressao

fenotipica semelhante (KESHAVAN et al., 2011).

2.1.4. Tratamento e prognéstico

Inicialmente baseado em internagdes prolongadas e tratamentos de suporte, o tratamento da
esquizofrenia sofreu uma revolucao no inicio da década de 1950 com a descoberta das propriedades
antipsicoticas da clorpromazina. Esta verdadeira revolu¢do cientifica impulsionou o
desenvolvimento da moderna neuropsicofarmacologia e mudou radicalmente o manejo dos
pacientes com esquizofrenia, permitindo sua desinstitucionaliza¢io e o convivio social. Passados 60
anos, e apesar da extensa pesquisa nesta drea, os antipsicéticos continuam sendo a base do
tratamento farmacoldgico da esquizofrenia. Existem atualmente mais de 60 farmacos desta classe,
mas todos t€m em comum o bloqueio do receptor D2 de dopamina como o tinico mecanismo de
acao efetivo (TANDON et al., 2010).

Todos os antipsicOticos apresentam eficdcia significativa somente contra as dimensdes
positiva e de desorganizacdo da doenca e nao ha diferenca consistente na eficicia entre agentes
individuais, com excecdo da clozapina (TANDON et al., 2010). Os antipsicéticos apresentam
efeitos limitados na melhora da atencio (HARVEY e KEEFE, 2001), mas inconsistentes para os
outros dominios cognitivos afetados pela esquizofrenia (MORTIMER, 1997) podendo até piora-los

(GREEN e BRAFF, 2001). O efeito cognitivo geral se relaciona com o beneficio marginal sobre a
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atencdo e a piora relacionada com os efeitos colaterais extra-piramidais e atividade anticolinérgica
(KEEEFE et al., 2007, DAVIDSON et al., 2009; TANDON et al., 2010).

O prognéstico e desfecho da esquizofrenia ao longo do tempo € muito varidvel e
heterogéneo, mas tem se tornado menos maligno ao longo do dltimo século. O tratamento com
antipsicoticos combinado com terapias psicossociais contribuiu para a melhora do progndstico nas
ultimas décadas (TANDON et al., 2009; TANDON et al., 2010). Apesar disso, a maior parte dos
pacientes com a doengca mantém graus varidveis de perda de funcionalidade e prejuizo social e
vocacional, mantendo-se por muitos anos dependentes de familiares ou institui¢des. Este
prognéstico limitado ¢é fortemente influenciado pela persisténcia dos prejuizos cognitivos

caracteristicos da doenca.

2.1.5. Dimensao Cognitiva

Desde a primeira descricdo da esquizofrenia por Kraepelin no final do século XIX, os
aspectos cognitivos da doenca ja eram relatados. Ao denominar a condicdo como dementia praecox,
Kraepelin valorizava as alteragdes cognitivas, tais como dificuldades de atengdo e memdria, que
acreditava ser uma dimensdo sintomatologica fundamental, ter um inicio precoce € uma piora
progressiva (PALMER et al., 2009; TANDON et al., 2009).

Apesar do reconhecimento inicial, a dimensao cognitiva perdeu interesse da comunidade
cientifica com o crescimento e hegemonia das teorias psicogénicas das doencas psiquidtricas
durante grande parte do século XX. Foi somente no ultimo quarto deste século que os aspectos
neurocognitivos da esquizofrenia retornaram ao centro do interesse cientifico (PALMER et al.,
2009). Esta retomada de um conceito kraepelineano pode ser facilmente percebido pelo aumento
exponencial do nimero de trabalhos sobre a dimensao cognitiva da esquizofrenia. Em uma pesquisa

pelo banco de dados PubMed utilizando os unitermos “schizophrenia” e “cognition”, encontra-se
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que de 1946 a 1989 foram publicados em média 25 artigos por ano e de 1990 a 2012 a média de
publicagdes saltou para 315 artigos anuais.

A extensdo e o padriao dos déficits cognitivos encontrados nos pacientes com esquizofrenia
foi foco de um volume grande de trabalhos que procuravam determinar a diferenca em testes
neuropsicoldgicos entre individuos com esquizofrenia e controles sauddveis. Diversas metandlises
(HEINRICHS e ZACZANIS, 1998; FIORAVANTI et al.,, 2005; DICKINSON et al., 2007;
MESHOLAN-GATELY et al., 2009) agruparam estes resultados e permitiram algumas conclusdes
gerais. Resultados heterogéneos entre pacientes, dominios e estudos dificultam o estabelecimento
de um perfil cognitivo caracteristico dos pacientes com esquizofrenia, mas, de forma geral, a
doenca € caracterizada por déficits neurocognitivos generalizados na maioria dos dominios
cognitivos pesquisados, de intensidade leve a moderada e aproximadamente um desvio-padrdao
abaixo da média normativa (PALMER et al., 2009). Os dominios cognitivos mais consistentemente
afetados sdo: memoria de trabalho, ateng¢do/vigilancia, memoria e aprendizagem verbal, memoria e
aprendizagem visual, raciocinio e resolu¢do de problemas, velocidade de processamento,
compreensdo verbal e cognicdo social (GREEN et al.,, 2004; NUECHTRLEIN et al., 2004;
TANDON et al., 2009).

A heterogeneidade caracteriza a esquizofrenia em relacdo a todos os seus aspectos € no
dominio cognitivo ndo é diferente. A grande maioria dos pacientes apresenta algum grau de
prejuizo cognitivo, mas aproximadamente 20 a 25% deles apresentam perfis neuropsicolégicos
dentro da faixa de normalidade. Entretanto, a normalidade neuropsicoldgica ndo exclui que haja
prejuizo relacionado a doenca. Uma parte destes pacientes realmente ndo apresenta déficits
cognitivos, mas a outra ¢ composta por pessoas que funcionam na faixa de normalidade, mas que
teriam um potencial cognitivo maior se ndo desenvolvessem a doenca. Ou seja, apresentam reducdo
da capacidade cognitiva, mas, provavelmente por terem uma reserva cognitiva maior, ndo cruzam a

faixa de normalidade (KEEFE ¢ FENTON, 2007; PALMER et al., 2009).
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Estudos de anédlise de clusters identificaram que os pacientes podem ser agrupados em
quatro grandes grupos gerais quanto ao seu prejuizo cognitivo: normais; prejuizo global e severo; e
dois grupos intermedidrios com prejuizos de intensidade varidveis e uma ou duas dimensdes
cognitivas mais comprometidas (PALMER et al., 2009).

Quanto ao curso ao longo do tempo, sabe-se que graus varidveis de prejuizo cognitivo
podem ser detectados na fase pré-moérbida, mesmo antes do inicio formal da doenga. Com o inicio
da doenca clinica, parece haver um pequeno declinio adicional no desempenho cognitivo global,
que se situa em média entre 1/3 e 1/2 desvio-padrdo. Depois do desenvolvimento da doencga, o
funcionamento cognitivo mantem-se relativamente estdavel ao longo do seu curso, podendo haver
até uma leve melhora no inicio da fase de estabilizacdo do primeiro episédio psicético
(GOLDBERG e GREEN, 2002; PALMER et al., 2009; TANDON et al., 2009).

O pior desempenho cognitivo também foi demonstrado em parentes de primeiro grau
sauddveis de pacientes com esquizofrenia, o que sugere contribuicdo genética destas alteracoes e
sua possivel utilizagdo como endofenétipos para a doenca. (GOLDBERG e GREEN, 2002;
MONTEIRO e LOUZA, 2007; TANDON et al., 2009).

Os déficits cognitivos, € em menor extensao os sintomas negativos, sao responsaveis por
grande parte do prejuizo funcional relacionado a doenca. As dificuldades que os pacientes
apresentam em aprender novas informacdes, realizar tarefas de forma rapida e eficiente, recordar
informacdes relevantes e resolver problemas do dia-a-dia impactam fortemente sua capacidade de
ter um trabalho competitivo, tomar decisdes, viver de forma independente ou interagir socialmente
de forma adequada (GOLDBERG e GREEN, 2002). Ainda € controverso se dominios cognitivos
especificos, tais como atengdo/vigilancia, fungdes executivas e memoria de trabalho, contribuem
mais ou menos para os desfechos funcionais negativos. Talvez o mais provavel seja que alguns
construtos subjacentes a estes, tais como cognicdo social, que é a capacidade de inferir os estados

mentais das outras pessoas, ou o potencial de aprendizagem dos individuos possam ser os
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mediadores desta relagdo entre déficits cognitivos e a funcionalidade (GOLDBERG e GREEN,
2002; GREEN et al., 2000; BOWIE e HARVEY 2005; MONTEIRO e LOUZA, 2007; PALMER et
al., 2009; LEIFKER et al., 2009).

Nos Estados Unidos da América, o Instituto Nacional de Saide Mental langcou, em 2002, a
iniciativa chamada Pesquisa de Avaliacio e Tratamento para Melhora da Cogni¢do na
Esquizofrenia (Measurement and Treatment Research to Improve Cognition in Schizophrenia —
MATRICS). Um de seus principais objetivos foi formular critérios pelos quais farmacos destinados
a melhora cognitiva na esquizofrenia pudessem ser aprovados (GREEN e NUECHTERLEIN, 2004;
MARDER e FENTON, 2004). Nao havia, até entdo, consenso em relacdo aos dominios cognitivos
mais atingidos na esquizofrenia e a bateria neuropsicoldgica mais adequada para avalid-los. Este
consenso foi uma das prioridades do MATRICS. De acordo com os autores, os critérios para
identificacdo dos dominios cognitivos exigiam que apenas aqueles dominios independentes, ou
fracamente relacionados aos demais, fossem incluidos. A decisdo sobre a independéncia de um
dominio poderia vir de estudos sobre sua base neurobioldgica, sua resposta a medicacdo e sua
presenca na andlise fatorial de estudos neuropsicoldgicos com pacientes. Para ser reconhecido, um
dominio cognitivo também necessitava ser reproduzivel em vérios estudos com portadores de
esquizofrenia e também ser passivel de intervencao. O resultado deste processo foi a identificacao
de sete dimensdes cognitivas separdveis, que estdo acometidas na esquizofrenia. Sao elas:
velocidade de processamento, atencdo sustentada e vigilancia, memoria operativa, aprendizagem e
memoria verbal, aprendizagem e memoria visual, raciocinio e solucdo de problemas e compreensao
de vocabuldrio. Este ultimo dominio, por ser muito resistente a intervencdes, foi retirado do
protocolo do MATRICS (NUECHTERLEIN et al., 2004). A cogni¢do social, por outro lado, foi
posteriormente adicionada como o sétimo dominio cognitivo do MATRICS. Naquele momento, se
tratava de um dominio relativamente novo e pouco pesquisado na esquizofrenia e, por isso, nao

aparecia na andlise fatorial. Por outro lado, ja despertava bastante interesse, tendo sido citada em
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levantamento entre especialistas da drea sobre quais dominios cognitivos estes escolheriam para
entrar no MATRICS. Na realidade, foi o tnico dominio citado nesta pesquisa que ndo poderia ser
encaixado de uma forma ou de outra nos dominios advindos da analise fatorial (KERN et al., 2004).
Assim, embora nao fosse possivel determinar se a cogni¢do social era uma dimensao cognitiva
unitdria e separdvel dos demais dominios reconhecidos, ela foi incluida no MATRICS, inclusive,
em funcdo de seu potencial como mediador entre as medidas cognitivas tradicionais e o

desempenho do paciente na vida real (VAUTH et al., 2004; SALGADO, 2008).

Portanto, o grande volume de pesquisa dos aspectos neurocognitivos da esquizofrenia nos
ultimos anos trouxe avancos na caracterizacdo dos déficits e no reconhecimento de sua repercussao
funcional. Sabe-se que déficits cognitivos estdo presentes na grande maioria dos pacientes (em
graus varidveis), ja4 podem ser detectados nas fases pré-morbidas, sdo persistentes, permanecendo
relativamente estdveis ao longo do curso da doenga, sdo poucos responsivos aos antipsicoticos e sao
fortes preditores de desfechos sociais e vocacionais desfavordveis.

Apesar disso, pouco se avancou na compreensdo dos substratos e mecanismos
neurobioldgicos que causam os déficits cognitivos e isso se expressa na escassez de opgoes
terapéuticas para seu tratamento. A falta de opcdes terapéuticas e o grande impacto dos prejuizos
cognitivos no dia-a-dia dos pacientes com esquizofrenia evidenciam a importancia de novas
pesquisas que visem principalmente a compreensdo dos mecanismos neurobioldgicos responsaveis
pela fisiopatologia desta dimensdo psicopatoldgica, o que podera contribuir para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas e avangos reais no tratamento da esquizofrenia.

Descreveremos com mais detalhes as dimensdes cognitivas que serdo investigadas neste

trabalho além dos métodos mais empregados para a medi¢do dos prejuizos cognitivos.
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2.1.5.1. Dominios cognitivos afetados na esquizofrenia

Dentre os dominios cognitivos afetados na esquizofrenia, a atengdo aparece
consistentemente como um dos mais prejudicados na doenca. A atencdo pode ser definida como a
habilidade mental de selecionar para processamento ativo estimulos, memdrias, pensamentos ou
respostas que sejam comportamentalmente relevantes dentre outras nao relevantes (RAZ, 2004).
Este conceito tem se expandido e hoje entende-se a atencdo como importante para o controle
voluntdrio dos pensamentos, afetos e acdes, o que estd envolvido com mecanismos de controle
emocional e auto-regulacdo do comportamento. Nos ultimos anos, as técnicas de neuroimagem tém
permitido avancos na caracterizacdo dos processos neurais envolvidos com o0s mecanismos
atencionais (RAZ, 2004). Sabe-se hoje que a atencdo nao € um processo Unico e que diferentes
areas cerebrais mediam processos atencionais diferentes e, portanto, é possivel caracterizar a
atencdo como um sistema organico, com sua anatomia funcional, circuitos e estrutura celular
proprias (POSNER e FAN, 2004).

Foram caracterizados trés tipos de sistemas atencionais: alerta, orientacdo e selecdo. O
sistema de alerta, ou vigilancia, é responsavel por manter um estado de alta sensibilidade aos
estimulos. As regides cerebrais envolvidas sdo o locus coeruleus, cortex parietal e frontal direito e o
principal neuromodulador € a noradrenalina. O sistema de orientagdo permite a focalizacdo da
atencdo e a selecdo de informacao do input sensorial. Envolve dreas parieto-temporais e € modulada
pela acetilcolina. J4 o sistema de selecdo, ou atencdo executiva, é o responsavel pelos processos de
monitoramento e resolucao de conflitos entre pensamentos, sentimentos e respostas e € acionado em
situacdes que exijam esforco mental persistente, planejamento, tomada de decisdo, deteccao de
erros, respostas novas ou ndo completamente aprendidas ou situacdes dificeis ou perigosas. As
areas cerebrais envolvidas sdo o cortex cingulado anterior e o cortex pré-frontal lateral e a

neuromodulacdo € exercida pela dopamina (POSNER e FAN, 2004; RAZ, 2004). A atencdo pode
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ser medida por um teste neurofisiolégico, como o potencial evocado P300, ou por um teste
neuropsicoldgico, como a tarefa de codificagdao de simbolos.

Além da atencdo, outras fungdes cognitivas estdo mais frequentemente afetadas nos
pacientes com esquizofrenia e serdo avaliadas neste trabalho. Descreve-se com mais detalhes as
seguintes dimensdes: memoria episddica verbal, memoéria de trabalho, fluéncia verbal,
planejamento e resolucdo de problemas (as ultimas trés relacionadas as fungdes executivas) e
velocidade de processamento de informacdao (NUECHTERLEIN et al., 2004).

A memoria comporta processos complexos pelos quais o individuo codifica, armazena e
resgata informacodes. Assim como a atencdo, a memoria ndo € um processo unico, podendo ser
dividida em componentes distintos determinadas por substratos neurobioldgicos diferentes. Pode ser
classificada em memoria de longa duragao e memoria operacional ou de trabalho. A memoria de
longa duracdo se divide em explicita ou declarativa, que € a capacidade de armazenamento e
recordacdo consciente de experiéncias prévias, e memoria implicita ou procedural, que é a
habilidade para realizar algum ato ou comportamento que originalmente exigiu algum esforco
consciente, mas que, com a pratica, j& ndo mais requer. A memoria explicita € composta pelas
memorias episddica (de eventos) e semantica (de fatos). A memoria episddica refere-se ao sistema
que permite o resgate de eventos pessoais com rétulo temporal, tais como o nascimento de um filho,
o dia da formatura ou uma viagem. A memdria episddica pode ser avaliada em testes tais como o
resgate livre de uma lista de palavras (ABREU e MATOS, 2010).

As fungdes executivas consistem em um conjunto de processos cognitivos que, de forma
integrada, permitem ao individuo direcionar comportamentos a metas, avaliar a eficiéncia e a
adequacdo desses comportamentos, abandonar estratégias ineficazes em prol de outras mais
eficientes e, desse modo, resolver problemas imediatos, de médio e de longo prazo (MALLOY-
DINIZ et al., 2008). Tais funcOes apresentam importante valor adaptativo, facilitando o

gerenciamento e integracdo das outras habilidades cognitivas. Em situacdes em que ha o
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comprometimento das fun¢des executivas, o desempenho dos individuos em atividades complexas,
sejam elas relacionadas ao trabalho, a vida familiar ou a outros dominios do cotidiano, € altamente
prejudicado (MALLOY-DINIZ et al., 2010).

Os déficits das funcdes executivas sdo relacionados ao comprometimento dos circuitos
neurais pré-frontais e se manifestam clinicamente de formas distintas de acordo com os circuitos
que apresentam maior nivel de comprometimento. Os circuitos que envolvem conexdes entre o
cingulo anterior e estruturas subcorticais, quando comprometidos, geralmente acarretam em
manifestacdes comportamentais como apatia, desmotivacao, dificuldades no controle atencional, e
desinibicdo de respostas instintivas. J4 o acometimento no circuito envolvendo a regido pré-frontal
dorso-lateral acarreta dificuldades cognitivas relacionadas ao estabelecimento de metas,
planejamento e solu¢do de problemas, memdria de trabalho, monitoracio da aprendizagem e
atencdo, flexibilidade cognitiva, abstracdo e julgamento. Por fim, os quadros que decorrem de
lesdes envolvendo os circuitos pré-frontais orbitofrontais sdo marcados por alteracdes abruptas da
personalidade e do comportamento, estando presentes dificuldades em inibir comportamentos
impréprios e tomar decisdes que impliquem em postergar tendéncias imediatistas e considerar
consequéncias de longo prazo (MALLOY-DINIZ et al., 2010).

Diversos processos cognitivos tém sido apontados como integrantes das fungdes
executivas, tais como planejamento e resolucdo de problemas, controle inibitério, tomada de
decisdes, memoria de trabalho, flexibilidade cognitiva, atencdo, categorizacdo, fluéncia e
criatividade (MALLOY-DINIZ et al., 2010).

A memoéria de trabalho é o componente das funcdes executivas responsdvel pelo
arquivamento temporario de informagdes, as quais serdo disponibilizadas para outros processos
cognitivos. E importante tanto para a realizacio de tarefas simples do dia-a-dia, tal como guardar
um ndmero de telefone, quanto para aprendizagem na infancia (alfabetizacdo, leitura e matemética)

(ABREU e MATOS, 2010). A avaliacdo da memoria de trabalho pode ser realizada através de
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testes relativamente simples, tais como o teste de sequenciamento de digitos (MALLOY-DINIZ et
al., 2010).

A fluéncia € um processo executivo caracterizado pela capacidade do individuo de emitir
uma série de comportamentos dentro de uma estrutura de regras especifica. A medida mais
tradicional para a avaliacdo da fluéncia verbal é a producdo de palavras sob as categorias
semanticas (ex., animais, partes do corpo, alimentos) e fonoldgicas (producdo de palavras com as
letras F, A e S) (MALLOY-DINIZ et al., 2010).

O planejamento consiste na capacidade de, a partir de um objetivo definido, estabelecer a
melhor maneira de alcanga-lo levando em consideragdo a hierarquizagao de passos e a utilizagcdo de
instrumentos necessdrios para a solu¢do dos problemas. S3do habilidades complexas que estdao
diretamente relacionadas a outras funcdes executivas e sua avaliagdo requer o uso de situagdes em
que, a partir de um problema pré-definido, o sujeito deva elaborar um plano de acdo para obter a sua
solucdo da forma mais eficiente possivel. Um dos instrumentos mais utilizados para sua avaliagdo é
o Teste da Torre de Londres (MALLOY-DINIZ et al., 2010).

A velocidade de processamento de informacdo pode ser definida como a taxa na qual as
operacdes mentais elementares podem ser realizadas, ou a velocidade das fungdes mentais e
motoras (BREBION et al., 2001). Apesar de a velocidade motora ser classificada como fazendo
parte da dimensdo de processamento de informacao, alguns autores a consideram uma dimensao
separada (MORRENS et al., 2007). A velocidade de processamento de informacao pode ser medida
pela tarefa de codificacdo de simbolos, por testes que medem a fluéncia verbal e pela tarefa motora

das fichas (NUECHTERLEIN, 2004).

2.1.5.2. Formas de medicao das alteracoes cognitivas na esquizofrenia
Pode-se avaliar a funcdo cognitiva dos pacientes com esquizofrenia através de trés

estratégias principais: (1) testes neurofisioldgicos; (2) testes neuropsicoldgicos; e (3) medidas co-
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primdrias. Os testes neurofisioldgicos registram os mecanismos neurais relacionados as respostas
cognitivas. Os testes neuropsicoldgicos avaliam dominios cognitivos, tais como memoria, atencao e
velocidade de processamento, por meio de baterias de testes. Enquanto as medidas co-primérias sao
escalas que avaliam os dominios cognitivos indiretamente, através de perguntas a respeito do
desempenho do paciente em tarefas do dia-a-dia. As trés abordagens serdo utilizadas no presente
trabalho. Com isso, pretendemos obter uma avaliacdo mais ampla da fun¢do cognitiva, com
medidas teoricamente mais proximas dos substratos neurobioldgicos, medidas intermedidrias e
medidas mais relacionadas ao funcionamento dos pacientes no mundo real.

Os testes neurofisiologicos avaliam a atividade elétrica cerebral utilizando eletrodos na
superficie do escalpo em repouso ou durante a realizacdo de algum paradigma experimental. A
maior vantagem destas abordagens € a alta resolucdo temporal, permitindo o acompanhamento de
varios estagios do processamento de informacao desde dreas sensoriais primadrias a regides cerebrais
associativas (JAVITT et al., 2008). Diversos testes neurofisioldgicos foram utilizados para avaliar
os déficits cognitivos na esquizofrenia. Dentre os mais frequentemente utilizados, podemos citar o
MMN, potenciais relacionados a eventos P300 e P50, inibicio de pré-pulso da resposta de
sobressalto (PPI) e teste de desempenho continuo (para maiores detalhes, ver revisao de BRAFF e
LIGTH, 2004).

Os potenciais evocados sdo obtidos através do registro das respostas aos estimulos sensoriais
captadas na superficie do cranio (FRANCO, 2001). O potencial evocado cognitivo P300 é uma das
medidas neurofisiolgicas mais estudadas e a reducdo da amplitude da onda em pacientes com
esquizofrenia tem sido demonstrada por diversos estudos desde a década de 1970, sendo um dos
achados neurobioldgicos mais replicados na doenga (JEON e POLICH, 2003; BRAFF e LIGTH,
2004). A pesquisa recente aponta que o P300 seria composto por subcomponentes (P3a e P3b) que
refletiriam uma cascata de processamento de informagdo relacionada a mecanismos de atencdo e

memoria. A amplitude da onda estaria relacionada com a quantidade de recursos atencionais
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disponiveis para a realizacdo do teste, enquanto sua laténcia estaria relacionada a velocidade da
funcdo mental. Mais especificamente, a onda do P300 seria o registro do funcionamento de dois
circuitos neurais distintos. Seu primeiro subcomponente, o P3a, estaria relacionado com a ativacao
de circuitos atencionais frontais, responsaveis pela ateng¢do focal e memoria de trabalho, mediados
pela atividade dopaminérgica. Enquanto que o segundo subcomponente, P3b, indicaria o
funcionamento de circuitos témporo-parietais, relacionados com a ativacdo de recursos atencionais
adicionais que promoveriam processos de memdria nestas regides e seriam modulados pela
atividade noradrenérgica (POLICH, 2007).

A neuropsicologia preocupa-se com a complexa organizagdo cerebral e suas relagdes com o
comportamento e a cognicdo, tanto nas doencas quanto no desenvolvimento normal. A avaliacdo
neuropsicoldgica consiste no método de investigar as fungdes cognitivas e o comportamento. Trata-
se da aplicacdo de técnicas de entrevista, exames quantitativos e qualitativos das fungdes que
compde a cognicdo abrangendo processos de atencdo, percep¢cao, memoria, linguagem e raciocinio
(MADER-JOAQUIM, 2010). Virios estudos tém demonstrado correlagdes especificas de
determinados déficits verificados em testes neuropsicoldgicos com diversas dimensdes da vida dos
pacientes com esquizofrenia, tais como desempenho em atividades didrias em casa e na
comunidade, aquisi¢do de habilidades psicossociais e instrumentais, reinser¢do no trabalho e
independéncia (GREEN et al, 2004). Assim, é cada vez mais aceita a ideia de que a recuperacao
destes pacientes deve ir além do controle de sintomas positivos e negativos. A melhora cognitiva
pode ser o elemento critico para se atingir a recuperagdo. Dai o esfor¢o para conhecer quais sdo os
déficits cognitivos, qual o significado funcional desses déficits e qual o melhor tratamento para os
mesmos. Isso se faz sobretudo por meio de testes neuropsicoldgicos.

A avaliacdo cognitiva por meio de testes neuropsicoldgicos pode ser criticada por sua pouca
validade fenomenolégica e por questionamentos sobre sua generalizacdo para o cotidiano dos

pacientes. Em outras palavras, hd dividas se o desempenho dos pacientes em testes feitos em
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laboratério reflete exatamente as dificuldades cognitivas que estes experimentam no dia-a-dia.
Nesse sentido, o desenvolvimento de medidas cognitivas mais proximas da vida real, as chamadas
medidas co-primadrias, tem sido incentivado. O MATRICS, por indica¢do da Food and Drug
Administration (FDA) tem procurado incluir medidas desse tipo em seu protocolo (GREEN et al,
2008). Uma possibilidade de abordagem de medidas co-primdrias pode ser a avaliagdao de
habilidades cognitivas baseada em entrevista. Essa abordagem, entretanto, € prejudicada por
evidéncias de que os pacientes, e mesmo pessoas sadias, tem dificuldade em estimar o préprio
desempenho cognitivo. Recentemente, contudo, foram propostas algumas escalas que incorporam
além da avaliacdo do paciente, a avaliacdo de um familiar/cuidador e também a avaliacdao do
médico (KEEFE et al, 2006; VENTURA et al, 2008). Estas escalas t€m mostrado boa correlacao
com testes de desempenho cognitivo (inclusive a MCCB e a BACS) e medidas de funcionamento
no mundo real. Assim, as medidas co-primdrias se apresentam como instrumentos promissores na
avaliacdo cognitiva dos pacientes (SALGADO, 2008).

Pode-se distribuir as trés formas de avaliacio da funcdo cognitiva ao longo de um
continuum, com instrumentos que medem os processos cognitivos mais préximos da medicao de
seus substratos neurobioldgicos (ex.: potencial evocado cognitivo P300), instrumentos
intermedidrios (ex.: BACS) e instrumentos que avaliam o desempenho cognitivo em situacdes mais
proximas do mundo real (ex.. SCoRS). Os trés instrumentos citados serdo explicados em mais

detalhes na secdo de métodos. A figura 1 ilustra este conceito.
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FIGURA 01. Os testes neurofisiolégicos, neuropsicologicos e as medidas co-primarias podem
ser localizadas em um continuum.

Funcionamento no
dia-a-dia

Substrato
Neurobiolégico

P300 BACS SCoRS

2.2. Sistema endocanabinéide

O estudo do sistema endocanabindide, um sistema neurotransmissor descoberto e
caracterizado nas ultimas duas décadas do século passado (DE FONSECA et al., 2005), pode
auxiliar no avanco do conhecimento a respeito da neurobiologia dos déficits cognitivos

caracteristicos da esquizofrenia.

2.2.1. Fisiologia

O sistema endocanabindide (SEC) € um sistema neurotransmissor lipidico que exerce
importante funcao moduladora sobre a neurotransmissao sindptica e interage com outros sistemas
de neurotransmissores. E composto por ligantes endégenos (endocanabinéides), dois receptores
principais (CB1 e CB2) e enzimas envolvidas na sintese e degradacdo dos componentes. Os
principais endocanabindides s@o a anandamida (araquidonoil etanolamina, AEA) e o 2-
araquidonoil glicerol (2-AG), que sdo transmissores lipidicos derivados do acido araquidénico da
membrana celular. A AEA é formada pela clivagem de um precursor fosfolipidico, o N-
araquidonoil-fosfatidiletanolamina (NAPE), uma reacdo catalisada pela fosfolipase D especifica

(PLD). A formag¢do do 2-AG, um monoglicerideo, é associada com o metabolismo do

triacilglicerol, via ativacdo da fosfolipase C fosfatidil-inositol especifica. Uma vez formados, os
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endocanabindides ligam-se aos receptores endocanabindides da mesma célula que os produziu ou
podem ser liberados no espaco extracelular onde podem atingir os terminais pré-sindpticos
(PIOMELLI, 2003; DE FONSECA et al., 2005). A acdo dos endocanabindides € limitada por dois
mecanismos complementares. Primeiro, sdao recaptados por um transportador especifico e logo em
seguida sdo degradados por duas enzimas: hidrolase de dcidos graxos (fatty acid amide hydrolase,
FAAH), que degrada a AEA, e a lipase monoacilglicerol (monoacylglyceride lipase, MAGL), que
degrada o 2-AG (DE FONSECA et al., 2005; FERNANDEZ-ESPEJO et al., 2009; KANO et al.,

2009). A figura 2 ilustra estes mecanismos fisiolégicos.

FIGURA 02. Uma visao simplificada do sistema endocanabinoide, seus principais
componentes e mecanismos. Os endocanabinoides anandamida (AEA) e 2-araquidonoil glicerol
(2-AG) sdo sintetizados a partir da membrana dos neurdnios pds-sindpticos apos o influxo de célcio
[1]. Eles se propagam para a fenda sindptica [2] e atuam principalmente por meio do receptor CB1
nos terminais pré-sindpticos [3]. As ac¢des dos endocanabindides sdo limitadas por processos de
recaptacdo [4] para neurdnios pos e pré-sindpticos para AEA e 2-AG, respectivamente. A AEA ¢é
quebrada por uma enzima chamada amida hidrolase de dcido graxo (FAAH), enquanto que o 2-AG
¢ metabolizado pela enzima chamada lipase monoacilglicerol (MAGL) [5]. Adaptado de
FERRETJANS et al., 2012.
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Os receptores endocanabindides pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G.
A maior parte da expressdo do CB1R ocorre no SNC, em neur6nios e células da glia, mas também
foi localizado em tecidos periféricos, tais como testiculos, microcirculacio e sistema endécrino (DE
FONSECA et al., 2005). As areas cerebrais que mais expressao CB1R sdo o hipocampo, cortex
cingulado e entorrinal, giro frontal, complexo amigdaloide, substancia negra e regides do cerebelo.
Em nivel celular, os CBIR estao presentes em neurdnios gabaérgicos e glutamatérgicos (DE
FONSECA et al., 2005; FRIDE, 2005; BREIVOGEL e SIM-SELLEY, 2009). Por outro lado, o
CB2R apresenta maior expressao em tecidos e células imunes periféricas, mas recentemente estudos
em modelos animais também o identificaram, embora em menor quantidade que o CBIR, em dreas
do SNC, tais como 4reas corticais, estriado, hipocampo, amigdala, cerebelo e tronco encefilico (DE
FONSECA et al., 2005; ONAIVI et al., 2008).

O SEC exerce importantes funcdes modulatérias sobre diversos sistemas fisioldégicos. No
SNC, participa de mecanismos de modulacdo da neurotransmissao gabaérgica e glutamatérgica e
plasticidade sindptica. Os processos de plasticidade sindptica de curto prazo sdo importantes para a
coordenagdo do fluxo de informagdes em redes neurais, enquanto as de longo prazo tem papel
importante na consolidagdo e remodelamento das sinapses. De forma geral, o SEC otimiza a
comunicacdo sindptica através da eliminacdo do fluxo de informacdo em sinapses especificas,
garantindo assim um ajuste fino do processamento de informacdo em circuitos neurais. No
hipocampo, os processos de plasticidade sindptica modulados pelo SEC t€ém importante participacdo
nos mecanismos de aprendizagem e consolidacdo e extincdo de memdrias, enquanto que no
cerebelo e nucleos da base regulam circuitos envolvidos com a aprendizagem implicita e rotinas
motoras. No nucleus accumbens, participa da modulacdo do sistema de recompensa e
comportamentos motivados através da modulacio da neurotransmissdo dopaminérgica. Na
amigdala, é importante no processo de extin¢cdo de memdrias aversivas e do medo condicionado

(DE FONSECA et al., 2005; FRIDE, 2005; KANO et al., 2009).
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Além disso, o SEC tem participacdo na modulagdo de mecanismos nociceptivos, de
processamento visual, do controle do apetite, da microcirculagdao, de modulagdo do sistema imune e
¢ importante para os processos de neurodesenvolvimento (DE FONSECA et al., 2005; FRIDE,

2005; DE PETROCELLIS e DI MARZO, 2009; KANO et al., 2009; SAITO et al., 2012).

2.2.2. Evidéncias de relacao entre a esquizofrenia e o sistema endocanabinéide

Quatro linhas de evidéncia apontam para o envolvimento de SEC na fisiopatologia da
esquizofrenia: (1) estudos que avaliaram a relagdo entre consumo de cannabis e esquizofrenia; (2)
estudos que avaliaram polimorfismos genéticos de elementos do SEC; (3) estudos que identificaram
alteracoes de expressdo de CBRs no SNC; e (4) estudos que identificaram alteracdes centrais e
periféricas nos niveis de endocanabindides (UJIKE e MORITA, 2004; COHEN et al., 2008;
MULLER-VAHL e EMRICH, 2008; FERNANDEZ-ESPEJO et al., 2009; SEWELL et al., 2009;
PAROLARO et al., 2010). Uma revisao sistematica sobre as alteragdes do SEC na esquizofrenia foi
publicada recentemente por nosso grupo (FERRETJANS et al., 2012) e estd disponivel no anexo.

A relagdo entre o uso de cannabis e esquizofrenia € conhecida ha décadas. H4 evidéncias
substanciais de que o consumo de cannabis é um fator de risco para o desenvolvimento de psicose
em sujeitos geneticamente predispostos, pode levar a evolucao desfavordvel de pacientes portadores
de esquizofrenia e pode afetar o desenvolvimento cerebral durante a adolescéncia, aumentando o
risco de esquizofrenia na idade adulta (VAN OS et al., 2002; STEFANIS et al. 2004; VERDOUX e
TOURNIER 2004; MOORE et al., 2007). A intoxicac¢do aguda pela cannabis pode levar a sintomas
semelhantes a estados psicéticos: confusdo, delirios parandides, alucinagdes, embotamento afetivo,
ansiedade e agitacdo (D’SOUZA et al. 2004). O consumo cronico pode se associar a efeitos
similares aos sintomas negativos da esquizofrenia, tais como embotamento afetivo, falta de

espontaneidade, retardo psicomotor e retraimento emocional (SEWELL et al., 2009).
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Diversos estudos identificaram polimorfismos de elementos do SEC em pacientes com a
doenca. Polimorfismos do gene do CB1R foram relacionados tanto com predisposi¢cdo ao subtipo
hebefrénico da esquizofrenia, quanto com menor risco de psicose e melhor resposta a antipsicéticos
(UJIKE et al, 2002; CHAVARRIA-SILES et al, 2008; HAMDANI et al, 2008). Dois
polimorfismos do gene que codifica o CB2R também foram associados a esquizofrenia
(ISHIGURO et al., 2010).

Além disso, muitas evidéncias apontam para alteragdes de elementos do SEC em pacientes
com esquizofrenia ou modelos experimentais da doenga. Estudos que avaliaram a expressao de
CBIR em regides cortico-limbicas de pacientes em relacdo aos controles mostraram resultados
contraditdrios, mas sustentam a hipdtese de que existe uma alteracdo da regulacdo da expressao de
CBIR em dreas cerebrais envolvidas com a esquizofrenia (DEAN et al., 2001; ZAVITSANOU et
al., 2004; NEWELL et al., 2006; KOETHE et al., 2007; EGGAN et al., 2008; URIGUEN et al.,
2009; CECCARINI et al., 2010; EGGAN et al., 2010; WONG et al., 2010; DALTON et al., 2011).
Niveis aumentados de anandamida foram identificados no liquor dos pacientes durante o periodo
pré-moérbido (KOETHE et al., 2009) e também na fase sintomdtica da esquizofrenia e foi sugerido
que o aumento do endocanabindide seria um mecanismo compensatdrio e protetor contra o estado
hiperdopaminérgico caracteristico da psicose (GIUFFRIDA et al., 2004). Estudos em modelos
animais demonstraram que a administracdo de canabindides exdgenos altera medidas
neurofisioldgicas de filtragem sensorial (DISSANAYAKE et al. 2008; FERNANDEZ-ESPEJO et
al. 2009).

Um aspecto importante da relacdo entre canabindides e esquizofrenia, e que € central para a
realizacdo do presente trabalho, é a semelhanca entre os prejuizos cognitivos encontrados em
usudrios de cannabis e os déficits cognitivos dos pacientes com esquizofrenia, 0 que aponta na
direcdo de um possivel substrato fisiopatoldgico comum entre os dois fendmenos. O uso agudo de

cannabis estd associado a prejuizos cognitivos transitérios. O consumo cronico e pesado pode estar
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associado com déficits de memoria, atencdo sustentada e func¢des executivas, os quais sdo muito
similares aos encontrados nos pacientes com esquizofrenia. A exposi¢do pré-natal ou na
adolescéncia tem mais chance de ocasionar as alteracdes cognitivas (SOLOWIJ et al., 2002;
SOLOWIJ e MICHIE, 2007; SEWELL et al. 2009). Evidéncia crescente aponta para a estreita
relacdo modulatéria do SEC sobre outros sistemas de neurotransmissores que sabidamente estio
envolvidos nos processos cognitivos, tais como dopaminérgico, glutamatérgico e gabaérgico
(SOLOWL e MICHIE, 2007; SEWELL et al. 2009). Maior densidade do receptor CB1 no cortex
pré-frontal dorso-lateral, drea envolvida nos processos cognitivos, também fortalece a relacao
(SOLOWI e MICHIE, 2007). Como citado anteriormente, polimorfismo do gene do receptor CB1
foi associado a maior risco de esquizofrenia hebefrénica, o subtipo da doenca que estd mais
associado a alteragdes cognitivas. Portanto, evidéncias neuropsicoldgicas, neuroquimicas,
neuropatolégicas e genéticas apontam para a estreita relacdo do SEC com processos cognitivos e
para sua possivel contribui¢do para o desenvolvimento dos déficits cognitivos na esquizofrenia.
Deste modo, o entendimento das alteragdes do SEC em pacientes com esquizofrenia é
relevante para o conhecimento dos determinantes fisiopatoldgicos dos déficits cognitivos presentes

na doenga e pode contribuir para o futuro desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes.

2.3. O sistema endocanabindide em linfécitos periféricos como espelho das alteracoes centrais
Um volume crescente de evidéncias aponta para as relagdes estreitas entre o sistema nervoso
central e o sistema imune (ADER, 2000; ALVES e PALERMO-NETO, 2005), com os linfécitos
exercendo papel central nesta interagdo. Numerosos estudos mostraram similaridades entre
expressao de receptores e outros mecanismos fisioldgicos celulares entre as células nervosas
(neurdnios e células da glia) e linfécitos. Em diversas doencas neuropsiquidtricas, alteracdes de

metabolismo e fung¢des celulares no SNC, como também alteracdes em sistemas enddcrinos e de
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neurotransmissdo sdo concomitantes com alteracdes de fungcdo e metabolismo de linfécitos
periféricos (GLADKEVICH et al., 2004).

Os linfécitos sao um grupo celular com papel central na resposta imune. Dividem-se em
linfécitos B e linfécitos T, que sdo responsdveis pela resposta imune adaptativa e utilizam
receptores de antigenos em sua superficie para executar uma resposta imune direcionada e
especifica. Os linfécitos T sdo compostos pelos linfocitos T auxiliares ou T “helper” (que
apresentam o marcador de superficie CD4 e se subdividem em tipo 1 e tipo2) e T citotoxicos (que
apresentam o marcador de superficie CDS8). Os linfécitos T totais (representados pelas populagdes
de linfécitos Th e Tc) podem ser distinguidos por apresentam o marcador de superficie CD3. Os
linfécitos B secretam imunoglobulinas, os anticorpos antigeno-especificos responsdveis pela
eliminacdo de microrganismos extracelulares. Os linfécitos T auxiliam as células B a produzirem
anticorpos e também erradicam patégenos intracelulares pela ativacdo de macrdéfagos e acdo
citotoxica direta em células infectadas por virus. Além destes dois subgrupos, as células “natural
killers” (NK) t€m propriedades citotoxicas e participam da imunidade inata (DELVES e ROITT,
2000; PARKIN e COHEN, 2001).

Como citado anteriormente, o SEC é um sistema neurotransmissor com propriedades
moduladoras que estd presente em diversos sistemas fisioldgicos, dentre eles o sistema imune. Os
linfécitos periféricos possuem os mecanismos enzimdticos capazes de produzir, transportar e
degradar a AEA, além de expressarem os receptores canabindides CB1 e CB2, ou seja, todos os
componentes que formam o SEC (CENTONZE et al., 2008).

H4 evidéncias de que alteracdes de elementos do SEC periféricos espelhariam alteragcdes
centrais deste sistema em diversas doencas neuropsiquidtricas, dentre as quais a esquizofrenia.
Neste contexto, elementos do SEC periférico foram dosados no soro de pacientes com esquizofrenia
na fase aguda e apds estabilizacdo com antipsicéticos. Foi identificada a redugcdo do nivel de

anandamida e dos RNAm que codificam o receptor CB2 e a FAAH (enzima responsavel pela
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degradacdo da anandamida) apds estabilizagdo. Estes achados indicam que o SEC pode estar
alterado na esquizofrenia nao sé no sistema nervoso central, mas também no sangue periférico (DE
MARCHI et al.; 2003; CENTONZE et al., 2008). Assim, elementos do SEC nas células imunes
periféricas podem servir como elementos diagndsticos ndo invasivos das alteragdes centrais desse

sistema na esquizofrenia.
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3. OBJETIVOS E HIPOTESES
3.1. Objetivo geral
Avaliar a relagdo entre desempenho cognitivo e marcadores periféricos do SEC em pacientes

com esquizofrenia estabilizados e controles.

3.2. Objetivos especificos

(1) Avaliar o desempenho cognitivo dos pacientes por meio da aplicacdo de um teste
neurofisiolégico (potencial evocado cognitivo P300), de uma bateria neuropsicolégica (BACS) e de
uma medida co-priméria (SCoRS).

(2) Avaliar o desempenho cognitivo dos controles por meio da aplicagdo de uma bateria
neuropsicoldgica (BACS) e de uma medida co-primdria (SCoRS).

(3) Avaliar a expressao de receptores endocanabindides (CB1R e CB2R) na superficie de linfécitos
e células NK do sangue periférico dos pacientes e controles.

(4) Comparar pacientes e controles em relacdo aos aspectos socio-demograficos, desempenho
cognitivo (BACS e SCoRS) e expressao de receptores endocanabindides (CB1R e CB2R).

(5) Correlacionar o desempenho cognitivo dos pacientes (P300, BACS e SCoRS) com a expressao
de receptores endocanabindides (CB1R e CB2R) na superficie de linfécitos e células NK.

(6) Correlacionar as varidveis clinicas (sintomas positivos, negativos, depressivos, sintomas extra-
piramidais e quantidade de medicacdo antipsicOtica) com a expressdo de receptores
endocanabindides (CB1R e CB2R) na superficie de linfécitos e células NK.

(7) Correlacionar o desempenho cognitivo dos controles (BACS e SCoRS) com a expressdo de

receptores endocanabindides (CB1R e CB2R) na superficie de linfécitos e células NK.
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3.3. Hipéteses

Com base nos resultados esperados, podemos aventar as seguintes hipoteses:
(1) O desempenho cognitivo dos pacientes com esquizofrenia serd inferior do que o dos controles.
(2) Havera diferenca significativa entre os niveis de expressdo de receptores endocanabindides
(CBIR e CB2R) na superficie de linfécitos e células NK entre pacientes com esquizofrenia e
controles.
(3) Havera correlacdo significativa entre o desempenho cognitivo dos pacientes e os niveis de

expressao de receptores endocanabindides (CB1R e CB2R) na superficie de linfécitos e células NK.
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4. METODOS
4.1. Delineamento e amostra

Realizou-se um estudo observacional transversal com uma amostra de 53 pacientes com
esquizofrenia ou transtorno correlato (transtorno delirante) estabilizados provenientes do
Ambulatério de Esquizofrenia do Hospital de Ensino Instituto Raul Soares/FHEMIG e ambulatorios
de psiquiatria geral, assim como 22 controles sauddveis da comunidade. O diagnéstico de
esquizofrenia ou transtorno delirante foi confirmado pelos critérios do DSM-IV TR (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000) e aplicagdo do MINI-Plus (AMORIM, 2000). A auséncia
de transtorno psiquidtrico nos controles foi confirmada pela aplica¢ao da versao resumida da mesma
entrevista.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da FHEMIG (COEP: 034-B/2010) e os testes
foram iniciados somente apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos

sujeitos.

4.2. Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo dos pacientes no estudo foram: (1) idade entre 18-65 anos; (2)
diagnostico de esquizofrenia ou transtornos correlatos; e (3) estabilidade clinica, confirmada por
uma pontuagdo menor que 19 na escala de sintomas positivos da PANSS (e menor que 4 em
qualquer item dessa escala).

Os critérios de exclusdo dos pacientes foram: (1) histéria de epilepsia, deméncia, trauma,
tumor encefdlico ou outras doencgas neuroldgicas primdrias; (2) diagndstico de infeccdo pelo
HIV/AIDS; e (3) preencher critérios para uso nocivo ou dependéncia de psicotropicos ou
diagnostico atual de transtorno por uso de substincias, exceto canabindides.

O tnico critério de inclusdo dos controles foi idade entre 18-65 anos Os critérios de exclusdo

foram: (1) transtorno psiquidtrico atual; (2) histéria de epilepsia, deméncia, trauma, tumor
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encefdlico ou outras doencas neuroldgicas primdrias; (3) diagnéstico de infeccao pelo HIV/AIDS;
(4) preencher critérios para uso nocivo ou dependéncia de psicotrépicos ou diagndstico atual de

transtorno por uso de substancias, exceto canabindides.

4.3. Instrumentos de avaliacao
Os instrumentos utilizados para avaliacdo dos sujeitos foram: questiondrio sdcio-
demografico e clinico; escalas clinicas; instrumentos de avaliacdo cognitiva; e instrumentos para

andlise do material bioldgico.

4.3.1. Questionario sécio-demografico e clinico

O questiondrio foi desenvolvido pelos pesquisadores para a coleta de forma estruturada dos
seguintes dados sécio-demogréficos: nome; endereco; data da entrevista; data de nascimento; idade;
naturalidade; procedéncia; género; filhos; situagdo conjugal; cor da pele; alfabetizacdo; nivel de
escolaridade; anos de estudo; repeténcia escolar; com quem reside; renda familiar; nimero de
dependentes desta renda; ocupacao atual; situacdo previdencidria; e religido.

Além disso, coletamos os seguintes dados clinicos: diagndstico psiquidtrico; idade de inicio
da doenca; idade de inicio do tratamento; nimero de internagdes; histéria de uso de substancias
psicoativas (tabaco, dlcool, maconha, cocaina/crack e outras); medicamentos em uso; histéria de
realizacdo de eletroconvulsoterapia; co-morbidades clinicas e neuroldgicas; histdria psiquidtrica
familiar; e dados antropométricos (peso, altura, circunferéncia abdominal, indice de massa corporal

e pressao arterial).
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4.3.2. Entrevista diagnostica e escalas clinicas
4.3.2.1. Mini-International Neuropsychiatry Interview (MINI-Plus)

O MINI € uma entrevista diagndstica padronizada breve (15-30 minutos), compativel com
os critérios do DSM-III-R/IV e da CID-10, que é destinada a utilizacdo na prética clinica e na
pesquisa em psiquiatria, e pode ser utilizada por clinicos apds um treinamento rdpido (de 1 a 3
horas). A versao Plus do MINI, mais detalhada, gera diagndsticos positivos dos principais

transtornos psicéticos e do humor do DSM-IV (SHEEHAN et al., 1998; AMORIM, 2000).

4.3.2.2. Escala da Sindrome Positiva e Negativa (PANSS)

A PANSS € um instrumento padronizado para avaliacdo dos sintomas positivos € negativos,
além de aspectos psicopatoldgicos gerais de pacientes com esquizofrenia. Pode ser aplicada de
forma relativamente breve em contextos clinicos e de pesquisa, tanto para acompanhamento
longitudinal, como para avaliagdes pontuais (KAY et al., 1987). E constituida por 30 itens e é
dividida em escala positiva, negativa e geral, que avaliam, respectivamente, sintomas positivos (7
itens), negativos (7 itens) e psicopatologia geral (16 itens), com pontuacdes que variam de 1 a 7. A
gravidade do sintoma € avaliada de acordo com sua proeminéncia, sua extensio e, acima de tudo
com seu impacto no cotidiano e no funcionamento do paciente. A avaliacdo € feita através das
informacdes do corpo clinico e da familia e de uma entrevista clinica que dura entre 30 e 40
minutos (VESSONI, 1993; CHAVES E SHIRAKAWA, 1998). Neste trabalho, definiu-se
estabilidade clinica como uma pontuag@o menor que 19 na escala de sintomas positivos da PANSS

(e menor que 4 em qualquer item dessa escala).

4.3.2.3. Escala Calgary de Depressao para Esquizofrenia
A Escala Calgary de Depressdo para Esquizofrenia € projetada para avaliar o nivel de

depressdo em pessoas com esquizofrenia. A confiabilidade e validade da escala foram
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posteriormente testadas em amostra separada com utilizacdo de técnicas de andlise fatorial
confirmatoria e andlise discriminatdria. A escala € projetada para revelar a presenca de depressao,
independentemente das outras dimensdes psicopatolégicas da esquizofrenia, tanto na fase aguda
quanto na fase residual da patologia. E sensivel a mudanca, e pode ser utilizada em diferentes
intervalos de tempo. E composta por 9 itens e varia de zero (ausente) a 3 (grave) (ADDINGTON et

al., 1990; BRESSAN et al, 1998).

4.3.2.4. Escala de efeitos extra-piramidais Simpson-Angus

A escala Simpson-Angus (SIMPSON e ANGUS, 1970) avalia os sintomas extra-piramidais,
tais como rigidez, tremor e bradicinesia, comumente associados ao uso de antipsicéticos. E
composta de 10 itens com uma classificagdo de gravidade de zero (ausente) a 4 (grave). Cada item
traz a instruc¢do para avaliacdo do sintoma, bem como a especificacdo para avaliacdo da gravidade.

O escore final é obtido pela soma dos itens, indicando a gravidade dos sintomas extrapiramidais

(LOUZA NETO, 1998).

4.3.2.5. Escala de Movimentos Involuntarios Anormais (AIMS)

A Escala de Movimentos Involuntarios Anormais (GUY, 1976) é composta de 10 itens com
gradacdo de zero (ausente) a 4 (grave) e tem por objetivo quantificar os movimentos anormais
relacionados a discinesia tardia, um possivel efeito colateral dos antipsicéticos . O escore total €

obtido pela soma dos itens (LOUZA NETO, 1998; TONELLI et al., 2003).

4.3.3. Instrumentos de avaliacao cognitiva
4.3.3.1. Potencial evocado cognitivo P300
Para a realizacdo do teste, os individuos foram posicionados confortavelmente em uma

cadeira reclindvel com orientagdo para manter a cabeca voltada para frente e os olhos abertos.
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Previamente a aplicac@o do teste, propds-se aos pacientes que o considerassem como uma espécie
de jogo onde eles precisariam apertar um botdo para sinalizar o aparecimento do “barulho diferente”
(estimulo-alvo) ignorando os estimulos frequentes. Orientou-se que, quando sinalizassem
corretamente o estimulo-alvo, estariam “ganhando pontos”. Em todos os sujeitos foi realizado um
rapido pré-teste para certificacdo de que podiam ouvir e distinguir, sem dificuldades, os sons
apresentados.

Foram aplicados estimulos auditivos biauriculares, por meio de um fone de ouvido com
intensidade de 70 — 80 decibéis, com tempo “rise-fall”’=10 ms, platé=100 ms e frequéncia de
estimulo=0,3 Hz. Os estimulos frequentes, com intensidade de 1000 Hz, ocorrem 80% das vezes e
os estimulos raros (estimulos-alvo), com intensidade de 2000 Hz, ocorrem em 20%, em uma
sequéncia aleatdria, técnica conhecida como paradigma auditivo “oddball” com discriminacdo de
duas frequéncias tonais.

Utilizamos um aparelho NIHON - Neuropack (four mini) de 4 canais. Nos dois primeiros
canais foram obtidos os registros dos estimulos frequentes e, nos dois ultimos, os registros dos
estimulos-alvo. Foram utilizados eletrodos de superficie posicionados nas regides centroparietal
(Cz) e frontal (Fz), de acordo com o Sistema Internacional 10-20 e seguindo as normas técnicas
gerais estabelecidas pela Sociedade Americana de Eletroencefalografia, 1994. A montagem
utilizada foi: Canal 1: Fz - mastéides ligados (M12) - estimulos frequentes; Canal 2: Cz - M12 -
estimulos frequentes; Canal 3: Fz - M12 - estimulos raros; Canal 4: Cz - M12 - estimulos raros. A
impedancia maxima aceita foi 5 ohms. Utilizamos largura de banda de 1-50 Hz e o filtro de incisura
de 60 Hz. O exame incluiu a média de dez registros obtidos pela apresentagdo do estimulo raro
sendo repetido uma vez para assegurar a confiabilidade dos achados. Para andlise final foi
considerada a média geral dos vinte registros calculada pelo préprio programa do aparelho. O
programa registra apenas a resposta ao primeiro estimulo-alvo, quando mais de um estimulo raro

ocorre em sequéncia e nao considera os estimulos-alvo quando estes inauguram o exame. Para
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marcacao do P300 foi considerado o terceiro pico do complexo de potenciais de longa laténcia ou o
maior pico positivo situado entre 250-600 ms. Foram consideradas as laténcias de pico e todos os
valores de amplitude foram medidos em relagdo a linha de base tendo como referéncia o tragado
pré-estimulo. O tempo total médio de aplicacdo do teste foi de cerca de 30 minutos (BRAYNER,

2003).

4.3.3.2. Escala Breve de Avaliaciao da Cognicao na Esquizofrenia (BACS)

A Escala Breve de Avaliacao da Cognicdo na Esquizofrenia (Brief Assessment of Cognition
in Schizophrenia, BACS) foi proposta por Keefe e colaboradores (2004) como uma bateria que
cobre os principais dominios cognitivos afetados na esquizofrenia, com boas propriedades
psicométricas, portatil, de curta duracdo e facil de administrar. Constitui-se, portanto, em uma boa
opg¢ao para avaliagdo cognitiva rapida dos pacientes. Foi utilizada a versao brasileira da BACS, cuja
sensibilidade e aplicabilidade foram recentemente validadas em nosso meio (SALGADO et al,
2007). Seu tempo total médio de aplicacdo é de cerca de 40 minutos. Os dominios cognitivos
avaliados e as respectivas tarefas aplicadas sdo:

(1) Memoria verbal e aprendizagem: lista de palavras

Sao apresentadas 15 palavras aos pacientes e a seguir € solicitado aos mesmos para dizer o

maximo possivel de palavras que puderem lembrar. Este procedimento € repetido 5 vezes.

Medida: rememoracdo verbal (nimero de palavras).

(2) Memoria de trabalho: tarefa de sequenciamento de digitos

Sdo apresentados oralmente aos pacientes agrupamentos de algarismos de comprimento
crescente (por exemplo, 936). E entdo solicitado aos mesmos que digam ao examinador os
algarismos apresentados em ordem crescente, do menor para o maior. Medida: nimero de

respostas corretas.
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(3) Velocidade motora: tarefa motora com fichas
Sao fornecidas aos pacientes 100 fichas plasticas e lhes é pedido para colocd-las o mais
rapido possivel em um recipiente, ao longo de 60 segundos. Medida: nimero de objetos

colocados no recipiente durante os 60 segundos.

(4) Fluéncia verbal: fluéncia semantica ou categorial e fluéncia fonética ou por letra
Fluéncia semantica: ¢ dado aos pacientes o tempo de 60 segundos para que os mesmos
nomeiem tantas palavras quanto possivel dentro de uma dada categoria (ex., nome de
animais). Medida: nimero de palavras geradas.

Fluéncia de Palavras por Letra Inicial: em duas tentativas separadas, é dado aos pacientes o
tempo de 60 segundos para que gerem o maior numero de palavras possiveis com uma letra

especifica. Medida: nimero de palavras geradas.

(5) Atencdo e velocidade de processamento da informacdo: tarefa de codificacdo de
simbolos

E apresentado aos pacientes um conjunto de simbolos e explicado como cada um dos
simbolos individualmente corresponde a um dos algarismos de 1 a 9. A seguir, solicita-se
aos mesmos que preencham o nimero correspondente abaixo de uma série de simbolos, o

mais rapido possivel. O limite de tempo para esta tarefa é de 90 segundos. Medida: nimero

de itens corretos.

(6) Raciocinio e resolu¢@o de problemas: tarefa da Torre de Londres
Os pacientes devem olhar simultaneamente para duas gravuras. Cada gravura mostrard trés
bolas de cores diferentes organizadas em trés pinos, mas as bolas estdo dispostas de forma

diferente em cada uma das gravuras. O paciente deve responder, entdo, o nimero minimo de
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vezes em que as bolas de uma gravura teriam que ser movidas para tornar o arranjo de bolas

idéntico ao da outra gravura. Medida: nimero de respostas corretas.

A tabela 1 resume as tarefas e os dominios cognitivos que cada uma avalia.

TABELA 01. Tarefas da BACS e dominios cognitivos avaliados

Tarefa

Dominio

Lista de palavras

Tarefa de sequenciamento de digitos
Tarefa motora com fichas

Tarefa de fluéncia seméantica e fonética
Tarefa de codificagdo de simbolos

Torre de Londres

Memoria verbal e aprendizagem
Memoria de trabalho

Velocidade motora

Fluéncia verbal

Atencdo e velocidade de processamento

Raciocinio e resolug¢do de problemas

4.3.3.3. Escala de Avaliacao da Cognicao na Esquizofrenia (SCoRS)

A SCoRS € uma entrevista de avaliacdo da fungdo cognitiva composta por 18 itens. Estes
itens foram desenvolvidos para avaliar os dominios cognitivos da aten¢do, memoria, raciocinio e
solu¢do de problemas, memoria de trabalho, linguagem e habilidades motoras. Estas dreas foram
escolhidas devido a severidade do prejuizo destes dominios em muitos pacientes com esquizofrenia
e a demonstrada relagdo destas dreas com prejuizos em aspectos do funcionamento social. Cada
item € dividido em uma escala de quatro pontos. Pontuacdes maiores refletem maior grau de
prejuizo. A administracdo completa da SCoRS inclui duas fontes de informagdes distintas que
originam trés diferentes avaliacdes: uma entrevista com o paciente, uma entrevista com um
informante préximo do paciente (membro da familia, amigo, assistente social, etc..) e uma avaliacao
do entrevistador que aplicou a escala ao paciente e ao informante. A avaliacdo do entrevistador
reflete a combinagdo das duas entrevistas incorporadas as suas observacdes sobre o paciente. Uma

avaliacdo global € determinada apds a avaliacdo dos 18 itens (KEEFE et al., 2006). Utilizou-se uma
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versao feita por processo de tradugdo e retro-traducdo para o Portugués do Brasil por Fabio Lopes

Rocha, com a aprovagao do autor original (FERREIRA et al., 2010).

4.3.4. Instrumentos para analise do material biologico
4.3.4.1. Amostras de sangue

Para a andlise de marcadores de superficie de leucdcitos (perfil fenotipico), a amostra
biologica constituiu-se de SmL de sangue total, utilizando-se EDTA como anticoagulante. As
amostras foram colhidas por profissional treinado e capacitado da equipe de pesquisa, apds
requisicdo médica especifica. As amostras de sangue foram encaminhadas ao Laboratério de
Biomarcadores de Diagndstico e Monitoracao do Centro de Pesquisas René Rachou — Fiocruz, onde

foi realizado a imunofenotipagem.

4.3.4.2. Analise da expressao de CBRs em linfécitos do sangue periférico por citometria de
fluxo e imunofluorescéncia

A andlise da expressdo dos receptores canabindides em linfécitos e células NK circulantes
no contexto ex vivo foi realizada segundo o método recomendado pela Becton Dickinson-BD
(USA), modificado como a seguir: 300ul de sangue total em EDTA foram incubados (por trinta
minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz) na presenca de 3ul de anticorpos
monoclonais (mAbs) especificos anti-receptores canabindides de superficie celular. Posteriormente
realizou-se a lavagem com 3ml de tampao fosfato (PBS) 0,015 M, pH 7,2 contendo 0,01% de azida
sodica. Apds esta primeira incubagdo, houve a marcacdo dos anticorpos anti-CBs com anti-IgG
FITC, seguida de mais uma lavagem com 3ml de tampao fosfato (PBS). A terceira marcagao foi
com anticorpos (anti-CD3, anti-CD4, anti-CDS8, anti-CD19 e anti-CD16) conjugados com
fluorocromos distintos (PE, PERCP, PECYY5) referente a cada populagdo celular (tabela 2). Apés a

terceira incubacdo, os eritrdcitos foram lisados usando-se 3ml de solucdo de lise comercial, seguido
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por incubagdo de 10 minutos. Em seguida, a suspensao de leucdcitos foi lavada duas vezes com 3ml
de tampao fosfato (PBS). A suspensdo celular foi fixada com 200ul de solugao fixadora (10g/1 de
paraformaldeido, 1% de cacodilato sédico, 6,65 g/l cloreto de sédio e 0,01% de azida sédica) para
posterior leitura no citdmetro. As quantidades e dilui¢cdes dos anticorpos utilizados foram: PE=1 uL;
PECY5=1,0 uL; PERCP=2,0 uL; Conjugado FITC=1:200; Anti-CB1R e CB2R=1:100. A aquisi¢cdo
dos dados foi feita no citometro de fluxo FACScalibur (BD, USA). A identificacdo das populacdes
celulares de interesse, bem como a determinacdo do valor de intensidade média de fluorescéncia
(IMF) das populacdes e subpopulagdes celulares foi realizada utilizando-se o programa Cell Quest.
A estratégia de andlise utilizada € ilustrada na figura 1. Para a obten¢do da IMF da populacao
celular de interesse marcada com anticorpos, foram utilizadas as seguintes férmulas:

(1) Linfécitos totais: IMF = (%Quadrantel x Ymeanl) + (%Quadrante3 x Ymean3)/2

(2) Outras populacdes celulares: IMF = (%Quadrante2 x Ymean2) + (%Quadrante4 x

Ymean4)/2

TABELA 02. Anticorpos especificos de superficie celular utilizados para identificacao de
populacoes e de subpopulacoes celulares

Anticorpos Populacoes celulares
Anti-CD3 PE Linfécitos T
Anti-CD3 PECYS5 Linfécitos T
Anti-CD8 PERCP Linfécitos T citotoxicos
Anti-CD4 PE Linfécitos T helper
Anti-CD19 PE Linfécitos B
Anti-CD16 PECY5 Células NK
Anti-CB1R (anticorpo primério) Linfécitos
Anti-CB2R (anticorpo primério) Linfécitos

Anti-IgG de coelho marcado com FITC -

(anticorpo secundério)
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FIGURA 03. Estratégia de analise utilizada para avaliacio da expressao de receptores
canabinéides na populacio de linfcitos totais. Graficos morfolégicos (SSCxFSC) de distribuigio
puntual foram construidos para sele¢ao da populagdo de interesse (R3) de linfocitos totais (A).
Graficos de distribui¢do puntual para avaliacio das fluorescéncias foram construidos a partir de R3.

Controle de Isotipo (B). Gréficos de distribuicdo puntual representando a expressdo de receptores
canabindides CB1 e CB2 em linfécitos totais (C).
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4.4. Desenho experimental

Os pacientes foram avaliados em dois dias de testes, com intervalo ndo maior que duas
semanas entre si. No primeiro dia de testes (semana 1), os pacientes realizaram os seguintes
procedimentos: (1) Questiondrio sécio-demografico; (2) MINI-Plus; (3) Escalas clinicas (PANSS,
Calgary, AIMS e Simpson-Angus); (4) Avaliagdo cognitiva (P300 e SCoRS); e (5) Coleta de
sangue. No segundo dia de testes (semana 2), os pacientes realizaram somente a BACS.

Os controles realizaram todos os testes em um unico dia: (1) Questiondrio sécio-
demografico; (2) MINT; (3) Avaliagdo cognitiva (BACS e SCoRS); e (4) Coleta de sangue.

Apesar de originalmente desenvolvidas para uso com pacientes com esquizofrenia (KEEFE
et al, 2004 e KEEFE et al.,, 2006), por serem de facil aplicagdo, composta por testes
neuropsicoldgicos que podem ser utilizados em pessoas normais (BACS) e por ser baseada em

situacdes do cotidiano (SCoRS), aplicou-se os testes cognitivos também nos controles.

4.5. Anélise estatistica

Os resultados de varidveis continuas foram expressos como média, desvio-padrao, mediana
e faixa de variagdo. As varidveis categoriais foram expressas como proporcdes. Testes de Pearson e
Spearman foram usados na andlise de correlacdo para dados de distribui¢do normal e nao-normal,
respectivamente. A comparagao de grupos e subgrupos foi realizada por Teste t ou Teste de Mann-
Whitney para dados de distribuicdo normal e ndo-normal, respectivamente. Para comparacdo de
duas ou mais varidveis categoriais entre os grupos foi realizado o teste Chi-quadrado de Pearson ou
Teste exato de Fisher. Alfa foi fixado em 0,05.

Como citado anteriormente, a BACS € uma bateria de testes cognitivos que visam avaliar os
dominios mais afetados na esquizofrenia. Cada tarefa conta com uma pontuagdo individual e ndo ha
um escore Unico. Com o objetivo de obter um escore cognitivo tnico da BACS, realizou-se a

andlise de componentes principais da bateria e observou-se que a primeira componente explicava
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65,3% da variancia. Utilizando-se a primeira componente, obteve-se um conjunto de pesos relativos
a cada teste individual (lista de palavras, sequenciamento de digitos, tarefa motora com fichas,
fluéncia, codificacdo de simbolos e Torre de Londres). Para se chegar ao escore tinico, multiplicou-
se o peso relativo ao teste individual pelo resultado obtido por cada paciente no respectivo teste. Em
seguida, somaram-se os resultados das multiplicacdes e obteve-se um valor tnico de cada paciente.
Todas as andlises foram realizadas por meio do Statistical Package for Social Sciences

(SPSS), versao 19.
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5. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em quatro secdes. Na primeira, a amostra serd
caracterizada, com a descri¢do dos dados sécio-demograficos e clinicos dos sujeitos da pesquisa
(pacientes com esquizofrenia e controles) e os grupos serdo comparados em relacdo a estas
varidveis. Um subgrupo de pacientes (N=13) foi submetido ao teste de potencial evocado cognitivo
P300 e suas varidveis clinicas foram comparadas com o grupo de pacientes totais para garantir a
homogeneidade das duas amostras.

Na segunda secdo, serdo descritos os resultados da testagem cognitiva (BACS, SCoRS e
P300) e dos niveis de expressdo de receptores endocanabindides em linfocitos e células NK
periféricas, além da comparacdo dos grupos em relacdo a estas varidveis.

Na terceira secao, serao descritas as andlises de correlacdo entre as varidveis cognitivas e a
expressao de receptores endocanabindides em linfécitos e células NK periféricas.

Na quarta secdo, serdo descritas as andlises de correlacdo entre as varidveis clinicas e a

expressao de receptores endocanabindides em linfécitos e células NK periféricas.

5.1. Anélise descritiva da amostra

As caracteristicas sécio-demogréficas dos pacientes e controles sdo apresentadas na Tabela
3. A idade média da populagdo estudada foi de 42 anos para os pacientes e 41 anos para os
controles. Pacientes ndo diferiram dos controles em relacdo a idade, género, cor, repeténcia escolar,
situacdo conjugal e renda familiar. Entre os pacientes, somente 17,6% estavam empregados,
enquanto 54,9% estavam desempregados e 25,5% aposentados. Todos os controles estavam
empregados e ndo recebiam beneficio previdencidrio. Quanto a situagdo conjugal, a maior parte dos
pacientes era solteira (68,8%), enquanto que nos controles esta proporcao foi de 33,3%. Nao foi
possivel utilizar o teste Chi-quadrado para calcular a diferenga estatistica das varidveis ocupacao,

situacdo previdencidria e situacdo conjugal devido ao tamanho reduzido do grupo controle.
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Pacientes e controles diferiram significativamente em relacio aos anos de estudo, que foi em média
de 6 anos e meio para os pacientes e de 10 anos para os controles (p=0,001).

A descri¢ao dos aspectos clinicos dos pacientes € apresentada na Tabela 4. Em média, os
pacientes desenvolveram a doenga aos 28 anos e meio, permaneceram aproximadamente 2 anos sem
tratamento (inicio do tratamento aos 30 anos) e foram internados 2 vezes. O tempo médio de
doenca foi de 13 anos e meio. Apresentavam poucos sintomas positivos (PANSS positiva=10,7),
depressivos (Calgary=2,2) e sintomas extrapiramidais (Simpson-Angus=3,8 e AIMS=0,8), mas
sintomas negativos moderados (PANSS negativa=19). Mais da metade dos pacientes estavam em
uso de AP tipicos (61,2%) e aproximadamente um terc¢o (32,7%) em uso de AP atipicos. Somente
4,1% estavam em uso de clozapina. A dose média de AP, convertido em equivalentes de
clorpromazina (GARDNER et al., 2010), foi de 344,2 mg/dia. Aproximadamente metade dos
pacientes fazia uso de benzodiazepinicos (49%) e biperideno (46,9%), enquanto aproximadamente
um terco estava em uso de algum antidepressivo (AD triciclico, 10,2%; outros AD, 20,4%). Dos 53
pacientes, 51 preencheram critério para esquizofrenia e 2 para transtorno delirante, segundo os
critérios do DSM-IV (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000). Como o transtorno
delirante faz parte dos chamados transtornos do espectro da esquizofrenia, no presente trabalho
utiliza-se o termo “‘pacientes com esquizofrenia” para designar o grupo geral de pacientes. Nenhum
paciente fazia uso atual de cannabis ou apresentava padrao de abuso ou dependéncia para outra
substancia psicoativa.

O subgrupo de pacientes que foi submetido ao teste de potencial evocado cognitivo P300
ndo diferiu do grupo total de pacientes em nenhuma varidvel clinica, exceto quanto ao uso de

biperideno, que foi maior no grupo total (46,9% x 9,1%, p=0,048).
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TABELA 03

. Caracterizacao sécio-demografica da populacao estudada

Pacientes (N=53) Controles (N=21) Valor p

Caracteristica N ou Propor¢ao (%) ou N ou Proporc¢iao (%) ou

Média (= DP) Mediana (FV) Média (= DP) Mediana (FV)
Género 0,50
Masculino 29 54,7 9 42,9
Feminino 24 45,3 12 57,1
Idade 42,2 (£11,8) 43 (18-62) 41 (10,9) 42 (21-58) 0,68
Cor da pele 0,07"
Branca 20 40,8 3 14,3
Negra 14 28,6 10 47,6
Parda 15 30,6 7 33,3
Amarela 0 0 1 4,8
Anos de estudo 6,4 (#4,3) 5(0-21) 10 (£3,6) 11 (4-16) 0,007
Repeténcia 31 60,8 8 38,1 0,137
Situacao Conjugal
Solteiro 31 60,8 7 33,3
Casado/UE 15 29.4 7 33,3
Separado 4 7,8 7 33,3
Vitvo 1 2 0 0
Ocupacao
Empregado 9 17,6 21 100
Desempregado 28 54,9 0 0
Estudante 1 2 0 0
Aposentado 13 25,5 0 0
Renda familiar (SM) 2,6 (£1,6) 2 (0,5-7) 2,8 (£1,8) 2 (1-8) 0817
Situacdo previdenciaria
Sem beneficio 30 60 21 100
Com beneficio 8 16 0 0
Aposentado 11 22 0 0
Pensionista 1 2 0 0

Abreviacdes: N = nimero de sujeitos; DP = desvio padrdo; FV = faixa de variacdo; UE = unido estdvel; SM = salario-

minimo

Teste(s) utilizado: T Mann-Whitney U; i Chi-quadrado de Pearson; T Teste t
Valore(s) significativo(s): * p<0,05 e ** p<0,01
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TABELA 04. Caracteristicas clinicas dos pacientes com esquizofrenia

Caracteristica

Inicio da doenca (anos)
Tempo de doenca (anos)
Inicio do tratamento (anos)
Internacoes

PANSS

Positiva

Negativa

Geral

Total

Calgary

AIMS

Simpson-Angus
Medicacoes

AP tipicos

AP tipicos
sedativos/prometazina
AP atipicos

Clozapina

Biperideno
Benzodiazepinicos
Estabilizadores do humor
AD triciclicos

Outros AD

Dose de AP (em equivalente

de clorpromazina)

Pacientes (N=53) Pacientes com P300 (N=13) Valor p
N ou Propor¢ao (%) ou N ou Proporcao (%) ou
Média (+DP) Mediana (FV) Média (= DP) Mediana (FV)
28,6 (+13,2) 28 (8-59) 26,9 (£8,0) 28 (15-40) 0,85
13,6 (£9,7) 13 (0,5-30) 15 (£9,6) 18 (0,5-29) 0,747
30,3 (¢13,2) 29 (8-60) 30,5 (+9.4) 30 (16-48) 0,79
2 (£3,1) 1 (0-15) 2,4 (+4.2) 1 (0-15) 0,37"
10,7 (£2.8) 10 (7-18) 10,8 (¥2,9) 10 (7-16) 0,82
19 (£6,6) 18 (9-35) 19,3 (£8,3) 18,5 (10-35) 0,96'
27,3 (£6,3) 28 (18-46) 25,7 (+4,7) 26,5 (19-33) 0,40
56,9 (+12,1) 58 (37-80) 56,3 (+13,3) 58 (37-78) 0,88
2,2 (+2,6) 2 (0-9) 1,8 (£2,4) 1,5 (0-8) 0,70
0,8 (1,5) 0 (0-6) 0,7 (£1,3) 0 (0-4) 0,90
3,8 (4,7) 2,5 (0-24) 3.2 (#3) 3(0-9) 1,00
30 61,2 5 45,5 0,53
21 42,9 6 54,5 0,71
16 32,7 3 27,3 1,0
2 4,1 2 18,2 0,15
23 46,9 1 9,1 0,048+
24 49 3 27,2 0,33
6 12,2 1 9,1 1,0
5 10,2 0 0 0,57"
10 20,4 2 18,2 1,0
3442 275 3943 350 0,17"
(+237.,9) (50-1150) (£202,32) (50-769,2)

Abreviagées: N = nimero de sujeitos; DP = desvio padrido; FV = faixa de variagdo; PANSS = Escala da Sindrome

Positiva e Negativa; AIMS

Escala de Movimentos

antidepressivos; ECT = eletroconvulsoterapia

Valore(s) significativo(s): * p<0,05 e ** p<0,01

Involuntarios Anormais ;

antipsicéticos; AD =
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5.2. Resultados da testagem cognitiva e dos niveis de expressdo de receptores
endocanabinéides em linfécitos periféricos

Os valores dos testes cognitivos dos pacientes e controles sao apresentados na Tabela 5. Na
BACS, os pacientes obtiveram resultados significativamente inferiores em relagdo aos controles em
todos os dominios avaliados, com excecdo de raciocinio e resolu¢do de problemas (tarefa da Torre
de Londres). No teste de lista de palavras, os pacientes acertaram em média 27 palavras na soma
das cinco repeticdes, enquanto os controles acertaram 36 palavras (p=0,004). Na tarefa de
sequenciamento de digitos, os pacientes acertaram 10,3 sequéncias e os controles 14,6 (p=0,005).
Na tarefa motora com fichas, os pacientes colocaram corretamente no recipiente em média 49,1
fichas, enquanto os controles colocaram 68,3 fichas (p<0,001). Na tarefa de fluéncia fonética ou por
letra, os pacientes geraram uma média de 7,7 palavras com a letra “F” e 7 com a letra “S” e os
controles 11,2 e 10,8, respectivamente (p=0,007 e 0,001). Na tarefa de fluéncia semantica, os
pacientes geraram em média 13,2 nomes de animais, enquanto os controles geraram 18,2 (p<0,001).
Na tarefa de codificagdo de simbolos, os pacientes acertaram em média 19 itens e os controles 34
(p=0,001). Na Torre de Londres, os pacientes obtiveram uma média de 9,8 respostas corretas e os
controles 10,8 (p=0,61).

Na avalia¢do cognitiva por entrevista com o paciente e uma pessoa de sua convivéncia
(informante), SCoRS, pontuagdes maiores indicam pior desempenho cognitivo. Os pacientes
obtiveram pontuacdes totais médias de 39 (resposta do paciente), 39,3 (resposta do informante) e 43
(resposta do entrevistador). Os controles obtiveram pontuacdo média de 25,9 (resposta do controle).
Assim como na BACS, na SCoRS os pacientes apresentaram desempenho cognitivo
significativamente inferior ao dos controles (p<0,001).

Um subgrupo de 13 pacientes foi avaliado pelo teste de potencial evocado P300, que se

relaciona com a capacidade atencional (amplitude) e velocidade de processamento da informagdo
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(laténcia) (POLICH, 2007). Apresentaram amplitude média da onda de 6,2 microV em Fz e 4,6
microV em Cz. As laténcias foram de 344,6 milissegundos em Fz e 340,1 milissegundos em Cz.

A expressdo de receptores endocanabindides em linfocitos periféricos € descrita na Tabela 6.
Pacientes e controles nao diferiram na quantidade de expressao de receptores endocanabindides em
linfécitos periféricos, exceto na expressdo de CB2 em linfocitos T toais (mediana e faixa de
variagdo: 126,89 (39-591,34) x 156,79 (102,71-255,67), p=0,007, em pacientes e controles,
respectivamente).

Quanto a ordem de expressdo em relacdo aos tipos celulares, pacientes e controles nao
diferiram com relacdo a expressdo de receptor CB1: linfécitos B > células NK > linfécitos Th >
linfécitos Tc. A ordem de expressdo de receptor CB2 foi diferente entre os dois grupos. Nos
pacientes foi a seguinte: células NK > linfécitos B > linfécitos Th > linfocitos Tc. Enquanto que nos

controles foi a seguinte: linfocitos B > células NK > linf6citos Th > linfécitos Tc.
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TABELA 05. Caracterizacao do desempenho cognitivo

Teste

BACS

Lista de palavras
Digito

Fichas

FV-A

FV-F

FV-S

Simbolo

TOL

SCoRS
Total do paciente
Total do informante

Total do entrevistador

P300
Amplitude (Fz)
Amplitude (Cz)
Laténcia (Fz)

Laténcia (Cz)

Pacientes Controles Valor p
Média (+ DP) Mediana (FV) Média (+ DP) Mediana (FV)
(N=41) (N=20)
27,4 (£11,6) 27 (4-63) 36 (¥9.4) 36,5 (22-56) 0,004%*
10,3 (#5.5) 11 (0-20) 14,6 (£5,4) 15 (3-23) 0,005%*
49,1 (£18,9) 50 (0-94) 68,3 (£17.,3) 69 (34-100) <0,001%**
13,2 (+4,9) 13 (2-25) 18,2 (+4,3) 19 (10-24) <0,001%*
7,7 (£4,6) 7 (0-18) 11,2 (#3.,9) 11 (5-20) 0,007%*
7 (¢4,2) 7 (0-18) 10,8 (£2,9) 10,5 (4-17) 0,001%*
19 (%13,7) 19 (0-64) 34 (£16,9) 36 (6-67) 0,001%*
9,8 (¢6,1) 9,5 (0-22) 10,8 (£7) 10,5 (1-22) 0,61
(N=50) (N=20)
39 (#11,3) 35,5 (22-62) 25,9 (+4,4) 25,5 (20-36) <0,001%*
39,3 (x11,1) 38 (22-60) -- --
43 (¢11,2) 39 (28-68) -- --
(N=13)
6,2 (£5,2) 5 (0,4-19,6) - -- --
4,6 (+3.,8) 4 (0,5-13,9) - -- --

344,6 (£23,3)
340,1 (£22,7)

340 (304-394)
336 (314-392)

Abreviacgdes: N = nimero de sujeitos; DP = desvio padrdo; FV = faixa de variagdo; Digito = Tarefa de sequenciamento
de digitos; Token = Tarefa motora das fichas; FV-A = Fluéncia verbal - nome de animais; FV-F = Fluéncia verbal -
letra F; FV-S = Fluéncia verbal - letra S; Simbolo = Tarefa de codificagdo de simbolos; TOL = Torre de Londres; Fz =
regido frontal; Cz = regido centroparietal
Teste(s) utilizado: Mann-Whitney U

Valore(s) significativo(s): * p<0,05 e ** p<0,01
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TABELA 06. Expressao de CBRs em linfécitos periféricos (em intensidade média de

fluorescéncia)

Tipos celulares

Linfécitos totais

CB1R

CB2R

Linfécitos T totais

CBI1R

CB2R

Linfécitos Th
CBI1R

CB2R

Linfécitos Tc

CBI1R

CB2R

Linfécitos B

CBI1R

CB2R

Células NK
CBI1R

CB2R

Pacientes (N=53) Controles (N=20) Valor p
Média (= DP) Mediana (FV) Média (= DP) Mediana (FV)
998,96 786,00 1014,80 905,50
(+764,89) (174,83-3776,86) (+470,09) (524,90-2300,17) 0,25
1061,79 834,83 1096,48 1028,28 0.11
(2920,88) (179,73-5200,10) (+441,23) (492,63-2189,90)
160,97 131,16 142,36 125,49
(+119,09) (55,15-661,32) (£50,03) (86,49-296,31) 0,69
146,83 126,89 165,99 156,79 0,007
(292,25) (39-591,34) (+40,81) (102,71-255,67)
160,57 119,42 132,67 108,46
(+125,96) (44,59-598,86) (261,56) (57,79-282,22) 0,92
175,15 118,53 160,49 157,69 0,06
(+166,34) (44,08-848,82) (+46,21) (78,47-255,72)
74.41 45,07 64,21 41,53
(£72,26) (16,57-337,43) (£59,55) (15,49-290,78) 0,51
69,55 45,07 63,33 65,20 0,22
(£65,62) (17,24-331,76) (+24.,64) (21,49-109,12)
679,87 574,19 722,68 586,71
(+603,08) (13,39-2885,94) (+498,16) (160,17-2519,72) 0,39
689,52 552,53 799,35 757,62 0,12
(2614,19) (26,57-3536,13) (+435,95) (249,05-1915,77)
644,23 334,08 447,87 395,18
(£706,08) (139,79-3663,01) (£238,80) (213,12-1181,40) 0,70
729,15 413,44 489,72 426,67 0.85
(+823,39) (148,28-4040,09) (2283,43) (159,90-1490,08)

Abreviaces: N = nimero de sujeitos; DP = desvio padrio; FV = faixa de varia¢do; Th = linfécitos T auxiliares; Tc =
linfécitos T citotéxicos; NK = “natural killer”; CB1R = receptor endocanabonéide CB1 = receptor endocanabondide

CB1; CB2R = receptor endocanabonéide CB2

Teste(s) utilizado: Mann-Whitney U
Valore(s) significativo(s): * p<0,05 e ** p<0,01
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5.3. Andlise de correlacdo entre expressio de receptores endocanabindides em linfécitos
periféricos e variaveis cognitivas

Com o objetivo de avaliar evidéncias da participacdo do SEC na fisiopatologia dos déficits
cognitivos na esquizofrenia, foram realizadas correlagdes entre o desempenho cognitivo dos sujeitos
e a expressdo de receptores endocanabindides (CB1R e CB2R) em linfécitos e células NK
periféricas. O desempenho cognitivo foi avaliado através de uma medida neurofisioldgica (P300),
de uma bateria neuropsicoldgica (BACS) e uma medida co-priméria (SCoRS). Os resultados da
avaliacdo cognitiva serdo apresentados para os pacientes e controles, exceto para o teste de

potencial evocado cognitivo P300, que foi realizado somente nos pacientes.

5.3.1. Correlacao entre expressao de receptores endocanabindides e desempenho cognitivo
medido pelo potencial evocado cognitivo P300

A correlagdo entre a expressdo de CB1R e CB2R em linfécitos e a amplitude e a laténcia da
onda P300 em Cz e Fz é descria na tabela 7. Houve correlagdo significativa entre os niveis de
expressdo de CB2R em linfécitos Tc e a amplitude da onda P300 medida em Cz nos pacientes (rho=
- 0,71 e p=0,006). No gréfico 1, observa-se que o aumento da expressao de CB2R se correlacionou
com a reducdo da amplitude da onda do P300 nos pacientes. Como citado anteriormente, a reducao
da amplitude da onda P300 indica pior capacidade atencional. A mesma andlise foi refeita sem os
dois valores mais altos de expressdo de CB2R (outliers) e a correlagdo manteve-se significativa

(rho=- 0,67 e p=0,02), como demonstrado no grafico 2.
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TABELA 07. Correlacao entre expressao de CBRs em linfocitos periféricos e P300 nos
pacientes (valores de rho e p)

P300
(N=13)
Tipos celulares ] ] . .
Amplitude (Fz) Amplitude (Cz) Laténcia (Fz) Laténcia (Cz)

Linfécitos totais

-0,22 -0,49 0,36 0,37
CB1R 0,46 0,09 0,22 0,22
CB2R -0,03 -0,39 0,26 0,06

0,93 0,19 0,39 0,84
Linfocitos T totais

-0,04 -0,33 0,53 0,32
CBIR 0,90 0,27 0,06 0,28
CB2R 0,007 -0,19 0,33 0,17

0,98 0,56 0,30 0,60
Linfécitos Th

-0,16 -0,46 0,38 0,33
CBIR 0,62 0,134 0,22 0,29
CB2R -0,12 -0,45 0,41 0,33

0,69 0,13 0,16 0,30
Linfécitos Tc

-0,15 -0,45 0,50 0,33
CBIR 0,63 0,12 0,08 0,26
CB2R -0,48 -0,71 0,66 0,49

0,10 0,006+ 0,01+ 0,08
Linfécitos B

0,06 -0,18 0,13 0,33
CBIR 0,84 0,55 0,67 0,27
CB2R 20,03 20,30 0,18 0,36

0,93 0,31 0,55 0,22
Células NK

-0,29 -0,38 0,25 0,23
CBIR 0,34 0,20 0,41 0,46
CB2R -0,30 -0,44 0,27 0,14

0,32 0,13 0,37 0,65

Abreviacoes: N = nimero de sujeitos; Fz = eletrodo da regido frontal; Cz = eletrodo da regidio centroparietal; Th =
linfécitos T auxiliares; Tc = linfécitos T citotéxicos; NK = “natural killer”; CB1R = receptor endocanabonéide CB1 =
receptor endocanabonéide CB1; CB2R = receptor endocanabonéide CB2

Teste(s) utilizado: Correlacido de Spearman

Valore(s) significativo(s): * p<0,05 e ** p<0,01
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GRAFICO 01. Correlacao entre expressao de CB2R em linf6citos Tc e amplitude do P300
(N=13) (rho =- 0,71, p = 0,006)
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GRAFICO 02. Correlacao entre expressao de CB2R em linfécitos Tc e amplitude do P300 —
sem outliers (N=11) (rho = - 0,67, p = 0,02)
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Da mesma forma que com a amplitude, houve correlacdo significativa entre a expressao de
CB2R em linfécitos Tc e a laténcia da onda P300 (rho=0,66 e p=0,014). O aumento da laténcia esta
relacionado a menor velocidade de processamento de informacgdo. O grafico 3 demonstra que

quanto maior a expressdo de CB2R, maior a laténcia da onda. A andlise sem os outliers também foi

realizada e a correlagdo se manteve significativa (rho=0,62 e p=0,04), como demonstrado no gréafico

4.
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GRAFICO 03. Correlacao entre expressao de CB2R em linfocitos Tc e laténcia do P300
(N=13) (rho = 0,66, p = 0,01)
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GRAFICO 04. Correlacio entre expressio de CB2R em linfécitos Tc e laténcia do P300 — sem
outliers (N=11) (rho = 0,62, p = 0,04)
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5.3.2. Correlacao entre expressao de receptores endocanabindides e desempenho cognitivo
medido pela BACS

A correlacdo entre expressao de CBR e o desempenho cognitivo dos pacientes medido pela
BACS (escore geral) € demonstrado na tabela 8. Optou-se por utilizar o escore geral, e ndo os
resultados das tarefas individuais, para evitar a ocorréncia de associa¢des ao acaso, o que pode ser
um problema quando se realiza correlacdes multiplas.

Nao houve correlacdo significativa entre a expressao de CBR em linfécitos e o desempenho

cognitivo medido pela BACS (escore geral) tanto nos pacientes, quanto nos controles.
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TABELA 08. Correlacio entre expressao de CBRs em linfécitos periféricos e BACS (escore

geral) nos pacientes e controles (valores de rho e p)

BACS (escore geral)

Tipos celulares Pacientes Controles

Linfécitos totais

CBIR -0,03 0,27
0,85 0,25

CB2R -1,0 0,36
0,55 0,12

Linfécitos T totais

CBI1R - 0,06 0,01
0,72 0,96

CB2R 0,04 0,17
0,82 0,46

Linfécitos Th

CBI1R -0,19 0,32
0,26 0,17

CB2R 0,03 0,12
0,87 0,61

Linfocitos Tc

CBI1R 0,08 -0,12
0,64 0,64

CB2R 0,08 -0,31
0,61 0,20

Linfécitos B

CBI1R -0,01 0,10
0,93 0,66

CB2R 0,03 0,15
0,85 0,54

Células NK

CBI1R 0,04 0,006
0,79 0,98

CB2R 0,04 0,17
0,80 0,47

Abreviacoes: N = niimero de sujeitos; BACS = Brief Assessment of Cognition in Schizophrenia; Th = T auxiliares;

Tc =T citotéxicos; NK = “natural killer”; CBIR = receptor endocanabondide CB1 = receptor endocanabonéide CB1;

CB2R = receptor endocanabondide CB2
Teste(s) utilizado: Correlagdo de Spearman
Valore(s) significativo(s): * p<0,05 e ** p<0,01
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5.3.3. Correlacao entre expressao de receptores endocanabindides e desempenho
cognitivo medido pela SCoRS

Os valores da correlacio entre expressdao de CBR e escores totais da SCoRS dos
pacientes sdo apresentados na tabela 9. Houve correlacio significativa entre expressao
de CB2R em linfécitos Th e Tc e desempenho cognitivo dos pacientes na entrevista
com um informante (rho=0,39 e p=0,01). Na SCoRS, quanto maior a pontuacio, pior o
desempenho cognitivo, portanto, maior expressdo de CB2R associou-se com pior
desempenho cognitivo geral (graficos 5 e 6). A andlise foi refeita apds a retirada dos
valores extremos de expressdo de CB2R e as correlagdes mantiveram-se significativas
para linfécitos Th (rho=0,37 e p=0,02) e Tc (rho=0,38 e p=0,01), como pode ser
visualizado nos gréficos 7 e 8.

Também houve associacdo significativa, mas de forma inversa, entre os niveis
de expressdo de CBR e pontuagdo na SCoRS nos controles (tabela 10). Diferentemente
dos pacientes, a entrevista foi realizada somente com os controles, pois em teoria estes
sujeitos ndo apresentariam as dificuldades cognitivas que poderiam influenciar as
respostas e justificar a necessidade da opinido de um informante e do entrevistador
como € o caso dos pacientes com esquizofrenia. Os niveis de expressdo de CBIR em
linfécitos Th se associaram de forma significativa ao escore total da SCoRS (rho=- 0,51
e p=0,02), ou seja, quanto maior a expressdo de CB1R, melhor o desempenho cognitivo

(grafico 9).



TABELA 09. Correlacao entre expressao de CBRs em linfécitos periféricos e SCoRS nos
pacientes (valores de rho e p)

SCoRS
Tipos celulares Total paciente Total informante Total entrevistador
(N=50) (N=42) (N=41)

Linfocitos totais

0,12 0,29 0,17
CBIR 0,42 0,07 0,31
CB2R 0,13 0,25 0,12

0,36 0,13 0,45
Linfécitos T totais

0,03 0,22 0,21
CBIR 0,85 0,18 0,22
CB2R -0,09 0,13 0,07

0,56 0,43 0,65
Linfécitos Th

0,11 0,28 0,16
CBIR 0,47 0,08 0,36
CB2R 0,007 0,39 0,20

0,96 0,01* 0,21
Linfécitos Tc

- 0,03 0,30 0,21
CBIR 0,82 0,05 0,20
CB2R -0,07 0,39 0,23

0,64 0,01* 0,15
Linfécitos B

0,03 0,26 0,20
CBIR 0,82 0,11 0,22
CB2R 0,08 0,22 0,16

0,59 0,18 0,34
Células NK

0,13 0,26 0,25
CBI1R 0,37 0,10 0,12
CB2R 0,08 0,22 0,21

0,56 0,16 0,19

Abreviacées: N = nimero de sujeitos; SCoRS = Schizophrenia Cognition Rating Scale; Th = linfécitos T
auxiliares; Tc = linfécitos T citotéxicos; NK = “natural killer”’; CBIR = receptor endocanabondide CB1 =
receptor endocanabonéide CB1; CB2R = receptor endocanabondide CB2

Teste(s) utilizado: Correlacdo de Spearman

Valore(s) significativo(s): * p<0,05 e ** p<0,01

71



TABELA 10. Correlacao entre expressao de CBRs em linfécitos periféricos e SCoRS nos
controles (valores de rho e p)

SCoRS
Tipos celulares Total controle Total informante Total entrevistador
(N=20)
Linfécitos totais
0,28 - -
CB1R 0,24
CB2R 0,17 - -
0,46
Linfécitos T totais
-0,25 - -
CB1R 0,28
CB2R -0,27 - -
0,25
Linfécitos Th
- 0,51 -- --
CB1R 0,02
CB2R -0,39 - -
0,10
Linfécitos Tc
0,26 - -
CB1R 0,29
CB2R -0,08 - -
0,75
Linfécitos B
0,28 -- --
CBI1R 0,23
CB2R 0,28 - -
0,23
Células NK
-0,02 -- --
CBI1R 0,93
CB2R 0,10 - -
0,66

Abreviacoes: N = nimero de sujeitos; Th = linfécitos T auxiliares; Tc = linfécitos T citotéxicos; NK =
“natural killer”; CB1R = receptor endocanabondide CB1 = receptor endocanabonéide CB1; CB2R = receptor
endocanabondide CB2

Teste(s) utilizado: Correlagdo de Spearman

Valore(s) significativo(s): * p<0,05 e ** p<0,01

72



GRAFICO 05. Correlacio entre expressio de CB2R em linfécitos Th e
desempenho cognitivo dos pacientes medido pela SCoRS (N=42) (rho = 0,39, p =
0,01)
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GRAFICO 06. Correlacio entre expressio de CB2R em linfécitos Tc e
desempenho cognitivo dos pacientes medido pela SCoRS (N=42) (rho = 0,39, p =
0,01)

70

60 » e *
2
g so LN » i ——
E 40 7 L 2 *»
™

30 R
:
g2 * ¥
Q
vy

10

0

0 50 100 150 200 250 300 350
Expressdo de CB2R

73



GRAFICO 07. Correlacio entre expressio de CB2R em linfécitos Th e
desempenho cognitivo dos pacientes medido pela SCoRS - sem outlier (N=41)

(rho= 0,37, p = 0,02)
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GRAFICO 08. Correlacio entre expressio de CB2R em linfécitos Tc e
desempenho cognitivo dos pacientes medido pela SCoRS - sem outlier (N=41)

(rho= 0,38, p = 0,01)
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GRAFICO 09. Correlacio entre expressio de CBIR em linfcitos Th e
desempenho cognitivo dos controles medido pela SCoRS (N=20) (rho = - 0,51, p =
0,02)
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5.4. Anadlise de correlacio entre expressio de receptores endocanabindides em
linfocitos periféricos e variaveis clinicas

Nao houve correlacdo significativa entre expressio de CBRs e sintomas
positivos, negativos, depressivos, quantidade de medicacdo antipsicética ou efeitos
colaterais extra-piramidais (AIMS e Simpson-Angus) nos pacientes com esquizofrenia.

Estes resultados sdo descritos na tabela 11.
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TABELA 11. Correlacao entre expressao de CBRs em linfécitos periféricos e
variaveis clinicas (valores de rho e p)

Variaveis clinicas

Tipos celulares (N=53)
PANSS PANSS Simpson-
Positiva Negativa Calgary AIMS Angus Dose AP

Linfdécitos totais

20,26 20,02 -0,05 0,04 0,10 0,07
CBIR 0,70 0,88 0,76 0,79 0,54 0,66
CB2R 0,15 0,01 0,08 0,09 0,06 0,02

0,29 0,93 0,63 0,59 0,70 0,89
Linfocitos T totais

0,16 20,04 - 0,004 20,03 0,23 -0,05
CBIR 0,27 0,79 0,98 0,84 0,18 0,77
CB2R 0,14 0,05 20,10 20,04 0,03 0,007

0,33 0,74 0,54 0,82 0,86 0,96
Linfécitos Th

20,23 0,05 20,22 0,17 0,20 0,02
CBIR 0,11 0,74 0,19 0,33 0,23 0,92
CB2R 0,008 0,08 0,16 0,01 0,07 -0,01

0,95 0,55 0,31 0,94 0,65 0,92
Linfocitos Tc

0,02 0,02 0,09 0,02 0,20 0,15
CBIR 0,89 0,90 0,57 0,89 0,22 0,31
CB2R 0,13 0,002 -0,01 0,11 0,28 0,10

0,36 0,99 0,95 0,51 0,08 0,50
Linfécitos B

0,16 -0,02 0,21 - 0,002 0,20 0,15
CBIR 0,26 0,86 0,19 0,99 0,21 0,31
CB2R 0,19 -0,06 0,13 -0,02 0,21 0,13

0,18 0,67 0,44 0,89 0,20 0,39
Células NK

- 0,08 0,16 - 0,04 0,05 0,13 0,11
CBIR 0,59 0,26 0,80 0,75 0,44 0,45
CB2R - 0,08 0,18 0,005 0,001 0,13 0,05

0,57 0,20 0,97 0,98 0,42 0,71

Abreviacoes: N = nimero de sujeitos; Th = T auxiliares; Tc = T citotéxicos; NK = “natural killer”;
CB1R = receptor endocanabondéide CB1 = receptor endocanabondide CB1l; CB2R = receptor
endocanabondide CB2; PANSS = Positive and Negative Syndrome Scale; Calgary = Escala Calgary de
Depressao para Esquizofrenia AIMS = Abnormal Involuntary Movement Scale; Simpson-Angus = Escala
de efeitos extrapiramidais Simpson-Angus; Dose AP = dose de antipsicéticos (em equivalentes de
clorpromazina)

Teste(s) utilizado: Correlagdo de Spearman

Valore(s) significativo(s): * p<0,05 e ** p<0,01
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6. DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que a amostra de pacientes com esquizofrenia
apresentou desempenho cognitivo significativamente inferior ao dos controles. Na
BACS, os pacientes apresentaram desempenho pior nos seguintes dominios: memoria
verbal e aprendizado, memoria de trabalho, velocidade psicomotora, fluéncia verbal,
atencdo e velocidade de processamento de informacgdo. Nao houve diferenca entre os
dois grupos em relacio ao desempenho no dominio de raciocinio e resolucdo de
problemas. Na avaliacdo cognitiva pela SCoRS, os pacientes obtiveram escores, seja
pela avaliacdo dos informantes, do experimentador ou deles préprios, que foram
superiores aos dos controles em sua auto-avaliacdo, o que nesta escala indica um
desempenho cognitivo global pior.

Estes resultados sdo condizentes com a literatura sobre déficits cognitivos em
pacientes com esquizofrenia, que mostram que o déficit cognitivo médio associado a
doenca é de aproximadamente um desvio-padrdo abaixo dos sujeitos saudaveis
(DICKINSON et al., 2007). Metandalises apontam para um padrdo generalizado de
déficits nos pacientes, com os maiores tamanhos de efeito encontrados nos dominios de
memoria episddica, atencdo e processamento de informagcdo (HEINRICHS e
ZAKZANIS, 1998; FIORAVANTI et al, 2005; DICKINSON et al, 2007,
MESHOLAN-GATELY et al., 2009). A falta de diferenca entre os dois grupos em
relagcdo ao desempenho no teste da Torre de Londres foi provavelmente devido ao baixo
desempenho dos controles neste teste. No estudo de validagao da BACS (KEEFE et al.,
2004), os pacientes obtiveram em média 12 acertos, o que foi semelhante ao valor
médio de 9,8 acertos em nossa amostra. Por outro lado, os controles obtiveram uma
média de 15 acertos, desempenho muito superior ao da nossa amostra, que foi de 10,8

acertos. Como os controles obtiveram desempenho cognitivo superior aos pacientes em
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todos os outros dominios, é muito pouco provavel que seu baixo desempenho no teste
da Torre de Londres deva-se a déficits de funcdo executiva, mas sim que possa estar
relacionado com alguma dificuldade na compreensao do teste.

O subgrupo de pacientes que foi avaliado pelo teste de potencial evocado
cognitivo P300 apresentou amplitude média da onda de 6,2 microV em Fz e 4,6 microV
em Cz e laténcias de 344,6 milissegundos em Fz e 340,1 milissegundos em Cz. Franco
avaliou com o mesmo teste 25 sujeitos sauddveis e encontrou valores de amplitude
maiores (Fz:14,8 e Cz: 16,5) e de laténcia pouco menores (Fz: 321,24 e Cz: 315,08)
(FRANCO, 2001). Os resultados estdo condizentes com a extensa literatura que aponta
para reducdo da amplitude e aumento da laténcia da onda P300 na esquizofrenia
(FORD, 1999; JEON e POLICH, 2003).

Pacientes e controles ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo a
expressdo de CBRs em linfécitos e células NK periféricas, exceto nos valores de
expressdao de CB2R em linfécitos T totais, que foi levemente maior nos controles. Estes
dados contrariam a hipdtese de que haveria diferencas mais marcantes de expressao
entre os dois grupos. De Marchi e colaboradores avaliaram marcadores do SEC
periférico (niveis de AEA no plasma e de RNAm de CBIR, CB2R ¢ FAAH em
leucdcitos) em 12 pacientes com esquizofrenia (5 antes e depois do tratamento com AP)
e 20 controles. Apds o tratamento com olanzapina e remissdo clinica, encontraram
reducdo dos niveis de AEA (para valores similares ao dos controles) e de expressdo de
CB2R e FAAH, mas ndo de CBI1R, nos pacientes (DE MARCHI et al., 2003). Como
nossa amostra foi composta somente por pacientes estdveis clinicamente, pode-se supor
com base nos achados destes autores que o tratamento com AP pode ter reduzido os
niveis de expressdo de CBR periféricos para valores proximos ao dos controles. Outra

hipétese para a falta de diferenca na expressdo pode ter sido o pequeno tamanho da
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amostra, o que pode ter reduzido o poder do estudo de encontrar diferenca entre os
grupos.

Pacientes e controles apresentaram a mesma ordem de expressdao de CBIR em
relac@o aos tipos celulares: linfécitos B > células NK > linfécitos Th > linfécitos Tc.
Com relacdo aos CB2R, os controles apresentaram a mesma ordem de expressao,
enquanto os pacientes apresentaram uma pequena diferenca (células NK > linfécitos B).
A literatura descreve resultados semelhantes. Galiegue e colaboradores mediram os
niveis de RNAm de receptores CB1 e CB2 em leucdcitos periféricos de pessoas
sauddveis e encontraram a seguinte ordem de expressdo: linfécitos B > células NK >
linfécitos Te > linfécitos Th. Estes autores encontraram valores de expressdao de CB2R
10 a 100 vezes maiores do que de CBIR nas células periféricas (GALIEGUE et al.,
1995), o que ndo foi confirmado por nossos dados.

Os resultados das andlises de correlacio demonstram que nos pacientes com
esquizofrenia o aumento da expressdo de CBRs em linfdcitos associou-se com pior
desempenho cognitivo medido por dois instrumentos diferentes (P300 e SCoRS). O
aumento da expressdo de CB2R (em linfécitos Tc e Th) associou-se a pior atengdo e
velocidade de processamento de informacdo medido pelo P300 e pior desempenho
cognitivo global medido pela SCoRS.

Nos sujeitos sauddveis evidenciou-se a inversdao do padrdo de correlagdo entre
expressdo de receptores endocanabindides e desempenho cognitivo observado nos
pacientes. Maior expressdo de CB1R (em linfécitos Th) se correlacionou com melhor
desempenho cognitivo global na SCoRS. A tabela 11 sumariza os resultados das
andlises de correlagdo.

E possivel que a auséncia de associacio entre expressio de CBRs e desempenho

cognitivo medido pela BACS possa estar relacionado ao desempenho dos dois grupos
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nas tarefas da bateria. A maior parte dos pacientes apresentou desempenho muito baixo
(“efeito ch@o”), ja os controles apresentaram, na maior parte, um bom desempenho
(“efeito teto”), o que pode ter levado a reducdo da variabilidade dos resultados e

contribuido para a auséncia de correlacio.

TABELA 12. Correlacdes entre niveis de expressao de CBRs em linfocitos
periféricos e desempenho cognitivo de pacientes com esquizofrenia e controles

Sujeitos  CBR em linfécitos Desempenho cognitivo
Pacientes T1CB2R Pior atencdo e velocidade de processamento
(P300)
1CB2R Pior desempenho cognitivo global (SCoRS)
Controles TCB1R Melhor desempenho cognitivo global (SCoRS)

Os resultados das andlises de correlacdo serdo interpretados de duas formas. Na
primeira abordagem, discutem-se os resultados da associacdo entre expressdo de CBRs
e desempenho cognitivo tracando um paralelo com os estudos que avaliaram os niveis
de expressdo de CBRs no SNC (com enfoque no receptor CB2). Posteriormente, uma
abordagem alternativa dos resultados serd formulada através da confrontacio com
estudos que apontam para a participagdo do SEC nas alteragdes imunes da

esquizofrenia.

6.1 Associacao de CB2R com desempenho cognitivo refletiria as alteracoes de
CB2R centrais na esquizofrenia
No presente estudo, o aumento de expressdo de CB2R nos pacientes com

esquizofrenia associou-se ao pior desempenho atencional e cognitivo global.
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Diversos trabalhos apontam para alteracdes de receptores endocanabindides no
SNC dos pacientes com esquizofrenia. O receptor CB2 foi considerado por muito tempo
o receptor endocanabindide periférico, pois foi inicialmente encontrado em grande
quantidade no sistema imune e os primeiros estudos que avaliaram sua presenca no
SNC encontraram resultados negativos. Entretanto, diversos trabalhos atuais contestam
estes primeiros achados (ATWOOD e MACKIE, 2010). Apesar de ainda preliminares e
devendo ser interpretadas com cautela, diversas evidéncias anatomicas e funcionais
apontam para a expressdo de CB2R no SNC e sugerem que este receptor poderia atuar
isoladamente ou em conjunto com o CB1R em diferentes populagdes de neurdnios na
regulacdo de importantes processos neurais (ONAIVI et al., 2006; ORTEGA-ALVARO
et al.,, 2011). A expressdao de CB2R foi identificada em diversas regides cerebrais de
mamiferos, inclusive em dreas envolvidas com 0s processos cognitivos, tais como
hipocampo e cértex cingulado, em quantidades muito inferiores das de CB1R (VAN
SICKLE et al., 2005; ONAIVI et al., 2006; RACZ et al., 2008; GARCIA-GUTIERREZ
et al.,, 2010; ORTEGA-ALVARO et al., 2011).

Além de estarem presentes em dreas cerebrais relacionadas a esquizofrenia,
evidéncias de estudos com modelos animais € em seres humanos sugerem a participagao
do CB2R na fisiopatologia da doenca. O j4 citado estudo de De Marchi e colaboradores
encontrou reducdo da expressdo de CB2R em células mononucleares periféricas em um
subgrupo de pacientes com esquizofrenia apds remissdo clinica (DE MARCHI et al.,
2003). Ishiguro e colaboradores identificaram a associacdo de dois polimorfismos
funcionais do gene que codifica o0 CB2R com risco de esquizofrenia em uma populagdo
japonesa. No polimorfismo rs12744386, a homozigose do alelo de risco para a doenga
(alelo C) foi associado com menores niveis de expressio de CB2R tanto em

linfoblastos, quanto em amostras post-mortem de tecido cerebral do CPFdI (area 9 de
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Brodman) de pacientes com esquizofrenia. No polimorfismo rs2501432 (R63Q), o alelo
de risco (R63) codificou um receptor com funcdo reduzida. Ou seja, os dois
polimorfismos do gene de CB2R que conferem maior risco para esquizofrenia se
associaram a menor funcionalidade do receptor. Os autores complementaram estes
achados demonstrando em um modelo animal que um agonista inverso de CB2R é
capaz de diminuir ainda mais a redu¢do do PPI (uma medida do mecanismo de filtragem
sensorio-motora) induzida por drogas dopaminérgicas, mas nao exerce o mesmo efeito
se administrado isoladamente, o que sugere que as alteracoes de CB2R confeririam
susceptibilidade a doenga quando associadas a outros fatores de risco (ISHIGURO et
al., 2010). Em modelos animais com dele¢do do gene que codifica o CB2R, Ortega-
Alvaro e colaboradores evidenciaram alteracdes cognitivas semelhantes as encontradas
na esquizofrenia, tais como disfuncdo de memoria de curto e longo prazo e reducio do
PPI (ORTEGA-ALVARO et al., 2011). Portanto, alteracdes do CB2R central muito
provavelmente participam da fisiopatologia de, pelo menos um subgrupo de pacientes
com esquizofrenia e estudos em modelos animais sugerem que alteracdes funcionais do
receptor poderiam estar associadas a alteragdes cognitivas.

As evidéncias de que alteracoes funcionais do CB2R poderiam estar associadas a
alteracoes de processamento cognitivo pré-atencional (filtragem sensorial) e a
identificacdo do CB2R em areas do SNC envolvidas com os processos cognitivos, onde
o CBIR ja foi identificado em grande quantidade, permitem supor que os dois
receptores atuariam em conjunto na modulag@o de fungdes sindpticas importantes para o
funcionamento cognitivo, tais como na plasticidade sindptica ou na otimizacao do fluxo
de informacdes em redes neurais (DE FONSECA et al., 2005; ONAIVI et al., 2006;
KANO ET AL., 2009; ORTEGA-ALVARO et al., 2011). Como os estudos de

caracterizacdo da presenca de CB2R no SNC ainda estdo em fase inicial, serdo
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discutidos os trabalhos que apontam para alteracdes da expressdo de CBIR em dareas
envolvidas na esquizofrenia, em especial as envolvidas com o0s processos cognitivos.

Os estudos que avaliaram os niveis de expressdo de CBIR centrais em pacientes
com esquizofrenia apresentaram resultados contraditérios. Trés estudos, que utilizaram
radioligantes para a identificacdo do receptor em amostras de tecido cerebral,
encontraram aumento da expressao do receptor no CPFdl e CCA (DEAN et al., 2001;
ZAVITSANOU et al., 2004; CECCARINI et al., 2010; DALTON et al., 2011) e um no
CCP (NEWELL et al., 2006) nos pacientes em relacdo a controles saudaveis. Outros
trés estudos, que utilizaram imunohistoquimica para identificar o receptor, encontraram
reducdo dos niveis de CBIR nos pacientes nas mesmas regides (EGGAN et al., 2008;
URIGUEN et al., 2009; EGGAN et al., 2010), enquanto dois estudos ndo encontraram
diferenga de expressdo em relacio aos controles (KOETHE et al., 2007; WONG et al.,
2010). A tabela 12 sumariza estes resultados.

Estas discrepancias podem ser decorrentes de diferencas metodolégicas. Dalton
e colaboradores afirmam que os estudos que usam radioligantes t€m maiores chances de
refletir quantitativamente a expressao de receptores do que os estudos que empregam
imunohistoquimica em amostras de tecido cerebral. Eles argumentam que os anticorpos
podem ndo ser capazes de se ligar aos receptores em todos os tipos ou compartimentos
celulares, o que os tornariam menos efetivos que os radioligantes na deteccdo da
expressdo de CBRs. Além disso, diversos estudos post-mortem e um in vivo, que
utilizaram radioligantes diferentes, sdo consistentes em apontar para o aumento da
expressao de CBRs na esquizofrenia (DALTON et al.,, 2011). Estes argumentos
sugerem que ha um aumento na expressdo de CB1R em &reas cerebrais responsaveis
pelas funcdes cognitivas na esquizofrenia e que esta alteracdo poderia contribuir para a

fisiopatologia dos déficits cognitivos da doenga.
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TABELA 13. Trabalhos que avaliaram a expressdo de CBIR no SNC (areas
envolvidas com processos cognitivos) de pacientes com esquizofrenia e controles

Autor Método Area Resultado
Dean et al., 2001 Radioligante CPFdI (4rea 9) Eqz > Ct
Hipocampo Eqz = Ct
Dalton et al., 2011 Radioligante CPFdI (area 46) Eqz parandide > Ct.
Zavitsanou et al., 2004  Radioligante CCA Eqz > Ct
Newell et al., 2006 Radioligante CCP Eqz > Ct
Koethe et al., 2007 Imunohistoquimica CCA Eqz =Ct
Eggan et al., 2008 Imunohistoquimica CPFdl (area 9) Eqz < Ct
Urigiien et al., 2009 Imunohistoquimica CPFdI (area 9) Eqz com AP < Ct
Eggan et al., 2010 Imunohistoquimica CPFdl (area 46) Eqz < Ct
Wong et al., 2010 PET scan Coértex frotal Eqz =Ct
Cortex cingulado
Hipocampo
Ceccarini et al., 2010 PET scan CCA Eqz com AP > Ct

Abreviacoes: CPFdl = cortex pré-frontal dorso-lateral; CCA = cértex cingulado
anterior; CCP = cortex cingulado posterior; Eqz = pacientes com esquizofrenia; Ct =
controles; AP = antipsicoticos.

Como descrito anteriormente, o CCA e o CPFdl sdo regides cerebrais

importantes para o funcionamento adequado de um dos circuitos atencionais, o sistema

de selecdo, responsdvel pela atencdo executiva. Este tipo de processo atencional €

responsavel pelo monitoramento e resolucdo de conflitos

entre pensamentos,

84



z

sentimentos e respostas e € acionado em situagdes que exijam esforco mental
persistente, planejamento, tomada de decisdo, detec¢do de erros, respostas novas ou nao
completamente aprendidas ou situacdes dificeis ou perigosas (POSNER e FAN, 2004;
RAZ, 2004). A amplitude da onda do potencial evocado cognitivo P300 registra o
funcionamento destes circuitos atencionais fronto-limbicos (subcomponente P3a) e sua
redugdo nos pacientes com esquizofrenia provavelmente indica a disfuncdo destas redes
neurais (POLICH, 2007).

Pacientes com esquizofrenia provavelmente t€ém aumento de expressdo de CB1R
em areas do SNC criticas ao funcionamento cognitivo. Evidéncias atuais indicam que
alteracoes do SNC poderiam ser acessadas de forma ndo invasiva. Diversos autores
sustentam que os linfécitos periféricos refletiriam as alteracdes neurobioldgicas
encontradas no SNC nas doencas neuroldgicas e psiquidtricas e poderiam ser usados
como sondas neurais na investigacdo destas patologias. Gladkevich e colaboradores
defendem esta posi¢dao baseados em 4 argumentos principais. Primeiro, o SNC e o SI se
inter-relacionam de forma estreita através de uma complexa rede que envolve
mecanismos neurais, endocrinos e imunes. Segundo, o SI, mais especificamente os
linfécitos, apresenta alteracdes de seu funcionamento nas doengcas do SNC. Na
esquizofrenia, diversas alteragdes imunes foram descritas, tais como uma mudancga da
reatividade imune de um padrdo Thl para um padrdao Th2, caracterizado pelo aumento
de IL-6, em um subgrupo de pacientes com a doenga (STROUS e SHOENFELD, 2006).
Terceiro, os linfécitos expressam receptores, neurotrofinas e elementos de sistemas de
neurotransmissao idénticos aos encontrados nos neuronios, tais como BDNF, receptores
dopaminérgicos, muscarinicos e o0s ja citados receptores canabindides. Ilani e
colaboradores demonstraram um aumento dos niveis de RNAm do receptor D3 da

dopamina em linfécitos periféricos de pacientes com esquizofrenia, o que foi condizente
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com resultados prévios que evidenciaram aumento deste receptor no SNC (ILANTI et al.,
2001). Quarto, alteracdes na expressdao génica de elementos envolvidos nas doencgas
psiquidtricas e neuroldgicas foram encontradas em linf6citos e poderiam ser o elo de
ligacdo entre o componente imune e¢ o neural (GLADKEVICH et al., 2004). Com
relacdo ao SEC, Centonze e colaboradores sugerem que elementos do SEC periférico
espelham as disfuncdes da sinalizacdo endocanabindide central na esquizofrenia e em
outras doengas psiquidtricas e neuroldgicas (CENTONZE et al., 2008).

Com isso, pode-se supor que as alteracdes de expressdo de receptores
endocanabindides centrais poderiam ser refletidas por alteracdes na expressao destes
receptores em linfdcitos periféricos. Este fato, associado as evidéncias de que o CB2R
(1) provavelmente estd presente em diversas dareas do SNC importantes para o
funcionamento cognitivo, tais como hipocampo e cortex cingulado; (2) pode atuar em
conjunto com o CBIR na modulagdo da fun¢do e plasticidade sindptica; (3) pode
apresentar alteracdes de funcionalidade em pacientes com esquizofrenia; e (4) pode
participar da fisiopatologia das alteracdes dos processos cognitivos pré-atencionais
(filtragem sensorio-motora) que estdo presentes na doenga, sugerem que a associacao
entre expressdo de CB2R periférica e desempenho cognitivo dos pacientes encontrada
no presente estudo possa refletir alteracdes de expressao de CB2R centrais.

Assim, o aumento de CB2R em linfécitos poderia refletir o aumento de
expressdao de CB2R em dreas envolvidas nos processos cognitivos, tais como CPFdl e
CCA. Segundo o trabalho de Ishiguro e colaboradores, os pacientes com esquizofrenia
expressariam receptores CB2 disfuncionais (ISHIGURO et al., 2010), que poderiam
contribuir para alteracOes nas redes neurais cognitivas e levar a déficits cognitivos. O
aumento da expressdo do receptor poderia representar um mecanismo regulatério, que

tentaria compensar a diminui¢do da fun¢do do receptor. Portanto, a correlacdo entre
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expressdo de CB2R periférico e prejuizo cognitivo poderia ser um indicativo das
alteracOes de funcionalidade de CB2Rs centrais.

Mesmo ndo havendo estudos de expressdo de CB2R em humanos, a associacao
entre maior expressdo de CB2R e pior desempenho cognitivo encontrada no presente
estudo pode ser interpretada como condizente com a literatura que aponta para o
aumento da expressio de CBIR em dreas cerebrais envolvidas com as funcdes
cognitivas dos pacientes com esquizofrenia. Mais especificamente, corroboram os
resultados da andlise de correlagdo realizada no trabalho de Ceccarini e colaboradores,
que encontraram maiores niveis de expressdo de CBIR central associada a pior a
atencao e velocidade psicomotora (CECCARINI et al., 2010).

Interessante salientar que a correlacdo mais forte encontrada foi entre expressao
de CB2R e pior desempenho atencional medido pelo potencial evocado cognitivo P300
(rho= - 0,71 e p=0,006), que mede o funcionamento de circuitos atencionais que
envolvem o CPF e o CCA, justamente as dreas onde foram encontradas alteragdes de
expressdao de CBRs na esquizofrenia.

Nos controles, houve correlacio somente entre expressio de CBIR e
desempenho cognitivo, o que poderia apontar para a participagdo deste receptor na
cognicdo normal e para a especificidade do envolvimento das alteracdes de CB2R na
esquizofrenia.

Nao houve correlacdo significativa entre expressdo de CBRs e possiveis
confundidores, tais como sintomas positivos, negativos, depressivos, quantidade de
medicagdo antipsicltica ou efeitos colaterais extra-piramidais, o que fortalece ainda
mais a associacdo entre expressdao de CBR e desempenho cognitivo.

Portanto, os resultados contribuem para a hipétese de que a expressdo de CBR

nos linfécitos periférico refletiria a expressdo do receptor no SNC e sugerem que as
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alteracoes do SEC no CPF e CCA participam da fisiopatologia dos déficits cognitivos
nos pacientes com esquizofrenia. A figura 4 representa de forma esquematica esta
possivel interpretacdo da associacdo entre expressdo de CB2R periférico e desempenho

cognitivo nos pacientes.

FIGURA 04. Aumento de CB2R periférico refletindo alteracio de expressao de
CB2R central

CB2R
/I\em Déficits
Linfécitos 0 cognitivos

6.2 Associacao de CB2R com desempenho cognitivo refletiria as alteracoes da
microglia ativada na esquizofrenia

Considerando o papel do SEC na regulacdo da fun¢do imune, uma interpretagcdo
alternativa dos resultados pode ser feita. O SEC tem func¢do fisiologica importante na
modulagdo do sistema imunolégico, tendo papel na limitacdo da resposta imune local e
no controle da hiperativacdo imunolégica. Os ECBs exercem estes efeitos moduladores
principalmente via ativagdo de CB2R nas células imunes. Em mondcitos/macréfagos,
por exemplo, os ECBs tém efeito inibitdrio sobre a liberacdo de citocinas inflamatdrias
(KLEGERIS et al., 2003; CROXFORD e YAMAMURA, 2005; MASSI et al., 2006;
WOLF e ULLRICH, 2008). Mais especificamente, diversos estudos apontam para a

participacdo do CB2R nas fungdes da microglia, as células inflamatorias derivados de
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macréfagos que sdo residentes no SNC. A ativa¢do inflamatéria da microglia esta
associada ao aumento da expressao de CB2R por estas células (CARLISLE et al., 2002;
CABRAL et al., 2008). Por outro lado, ha evidéncias de que a ativacdo deste receptor
tem efeito inibitdrio sobre a micréglia (BENITO et al., 2008).

Sabe-se que a esquizofrenia estd associada a neuroinflamacdo, que € a ativacdo
das células microgliais, e que este processo pode contribuir para a fisiopatologia da
doenca, em especial de seus déficits cognitivos. Monji e colaboradores propdem que
eventos estressores pré-natais podem levar a ativacdo inflamatéria anormal da
micréglia. A neuroinflamagdo resultante pode prejudicar a neurogénese e o
neurodesenvolvimento, alterar a funcdo dos oligodendrécitos e o processo de
mielinizag¢do, além de favorecer a apoptose e a neurodegeneragdo. Estes trés processos
estdo envolvidos na fisiopatologia da esquizofrenia. (MONII et al., 2009). Evidéncias
neuropatoldgicas e de neuroimagem funcional apontam para a ativacdo microglial em
dreas importantes para os processos cognitivos, tais como o CPF, na esquizofrenia
(BANATI e HICHIE, 2009; URANOVA et al, 2010). Recentemente, surgiram
evidéncias de que a micrdglia contribui para os mecanismos de modulagdo sindptica,
memoria e aprendizagem. A microglia ativada, agindo através de citocinas e outros
sistemas de sinalizacdo, e a micrdglia ndo ativada, através do contato celular direto, t€m
a capacidade de interferir com o turnover sindptico e assim, com o tempo, alterar a
estrutura e funcdo sindptica (HANISCH e KETTENMANN, 2007). Além disso, existem
evidéncias de que a micréglia participa de fun¢des neuronais importantes para a fungao
cognitiva normal: (1) plasticidade sindptica (LTP e remodelamento e eliminacdo das
espinhas dendriticas); (2) regulacdo da concentracdo de neurotransmissores na fenda
sindptica; (3) modulacdo na neurogénese durante a vida adulta; e (4) libera citocinas

(IL-1B) que influenciam os processos de aprendizado e memoria dependentes do
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hipocampo. Portanto, a ativacdo microglial presente nos pacientes com esquizofrenia,
principalmente no CPF e em outras dreas importantes para 0s processos cognitivos,
pode alterar o funcionamento neural e contribuir para a fisiopatologia dos déficits
cognitivos da doenga (BLANK e PRINZ 2013).

Em um interessante estudo de neuroimagem, Banati e Hickie (2009) observaram
correlagdo entre MMN, uma medida de potencial evocado cognitivo que avalia o
processamento neural pré-atencional, e evidéncias de ativacdo microglial in vivo em
pacientes com esquizofrenia. Eles encontraram evidéncias de ativacdo microglial em
diversas regides cerebrais dos pacientes e maiores graus de neuroinflamacio associados
ao maior o prejuizo no MMN, o que pode sugerir a participacdo da ativagdo microglial
na fisiopatologia dos déficits cognitivos da esquizofrenia (BANATI e HICKIE, 2009).

Portanto, os resultados da correlacio do presente estudo, que indicam que o
aumento de expressdo de CB2R em linfécitos se associa com pior desempenho
cognitivo nos pacientes com esquizofrenia, poderia ndo necessariamente refletir os
niveis de expressdo de CB2R neuronal, mas sim um aumento do receptor na micréglia
ativada, que por sua vez afetaria a funcado das redes neurais responsaveis por processos
cognitivos, € assim contribuiria para o pior desempenho cognitivo observado nestes
pacientes. A disfuncdo das redes neurais cognitivas pela neuroinflamacdo pode ter sido
identificada pelas alteracdes do P300 encontradas nos pacientes. A auséncia de
correlacdo entre expressdo de CB1R (presente em muito maior quantidade no SNC do
que o CB2R) com P300 nos pacientes e a auséncia de correlagdo entre expressdo de
CB2R e cognic¢do nos controles favorece a hipdtese de que a expressao periférica estaria
refletindo a expressdo na micrdglia ativada e ndo nos neurénios.

Como o SEC, via ativacdo de CB2R nas células imunes, parece exercer fungdo

modulatdria negativa sobre a atividade inflamatdria, pode-se supor que o aumento da
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expressao de CB2R na micréglia ativada poderia representar um mecanismo protetor,
que teria a funcdo de limitar a neuroinflamacdo. Na esquizofrenia, que estd associada a
expressdo de receptores CB2 disfuncionais (ISHIGURO et al., 2010), pode haver a
perda deste mecanismo protetor, o que contribuiria para o descontrole da
neuroinflamacdo e poderia levar aos déficits cognitivos.

A figura 5 representa de forma esquemadtica a segunda interpretacio possivel da

associacdo entre expressao de CB2R periférico e desempenho cognitivo nos pacientes.

FIGURA 05. Aumento de CB2R periférico refletindo ativacao microglial
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Algumas limitacOes do presente trabalho devem ser ressaltadas. Primeiro, o
pequeno nimero de sujeitos da amostra pode ter reduzido a capacidade de encontrar
diferencas significativas entre os grupos. Segundo, a selecdo dos pacientes nao levou em
conta caracteristicas clinicas ou bioldgicas que poderiam reduzir a heterogeneidade dos
pacientes, o que também pode ter contribuido para reduzir o poder do estudo de
encontrar associacoes entre expressdo de CBR e cognicdo. Terceiro, nossa amostra de

pacientes foi composta por sujeitos estabilizados, portanto todos estavam em uso de AP
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e hd evidéncias de que estas medicagdes poderiam influenciar nos niveis de expressao
de CBR em células imunes periféricas (DE MARCHI et al., 2003). O fato de ndo ter
havido correlagdo entre a dose de antipsicético e a expressdo de CBR em linfécitos
sugere que ndo houve tal influéncia em nossa amostra. Por fim, o sentido da relagcdo
causal entre expressio de CBR e desempenho cognitivo encontrada deve ser
interpretada com cautela devido as limitacdes dos estudos transversais e de correlacdo,
que podem no maximo sugerir causalidade, mas nunca comprova-la.

Apesar destas limitacdes, nosso estudo traz algumas contribuicdes para o
melhor entendimento dos determinantes bioldgicos dos déficits cognitivos na
esquizofrenia. A afericdo do desempenho cognitivo dos sujeitos de forma ampla,
utilizando instrumentos préximos dos substratos neurais (potencial evocado P300),
intermedidrios (BACS) e mais préximos do desempenho dos pacientes no mundo real
(SCoRS) € um ponto positivo deste estudo. A avaliacdo da expressdo de CBR em
linfécitos periféricos por imunofenotipagem e sua comparacao com controles saudédveis
ainda ndo havia sido feita até o momento. Além disso, poucos trabalhos haviam
correlacionado os niveis de expressdo de CBR com varidveis cognitivas.

Dessa forma, mais estudos sdo necessdrios para esclarecer completamente os
substratos neurobioldgicos dos déficits cognitivos na esquizofrenia, em especial a
participacdo das alteracdes de expressdo de CBR central e periférica na sua
fisiopatologia. Talvez um melhor entendimento dos determinantes genéticos dos

componentes do SEC possa representar uma estratégia promissora.
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7. CONCLUSAO

A investigacdo dos determinantes neurobioldgicos da esquizofrenia e, em
especial de seus déficits cognitivos, tem avancado muito, mas apesar do grande volume
de dados gerados at¢é o momento, ainda ndo somos capazes de formular uma
compreensdo completa dos determinantes etiopatogénicos e dos mecanismos
fisiopatoldgicos desta dimensdo sintomatica.

Nossos resultados sugerem que as alteragdes atencionais € o desempenho
cognitivo geral dos pacientes com a doenga estido associados com os niveis de expressao
de receptores endocanabindides tipo 2 em linfécitos periféricos e que estas células
podem refletir as alteracdes de receptores endocanabindides centrais em dreas cerebrais
envolvidos com o0s processos cognitivos ou em células microgliais, que quando ativadas
podem contribuir para a piora da funcdo cognitiva. Estes dados fornecem evidéncias
adicionais da participacdo de alteragdes do SEC na fisiopatologia dos déficits cognitivos

na esquizofrenia.
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DESCRIPTORS Abstract

Schizophrenia; Objective: Schizophrenia is a psychiatric disorder whose mechanisms have remained only partially
Cannabis; elucidated. The current proposals regarding its biological basis, such as the dopaminergic
Endocannabinoids; hypothesis, do not fully explain the diversity of its symptoms, indicating that other processes
Antipsychotics. may be involved. This paper aims to review evidence supporting the involvement of the

endocannabinoid system (ECS), a neurotransmitter group that is the target of Cannabis sativa
compounds, in this disorder. Methods: A systematic review of original papers, published in English,
indexed in PubMed up to April, 2012. Results: Most studies employed genetics and histological,
neuroimaging or neurochemical methods - either in vivo or post-mortem - to investigate
whether components of the ECS are compromised in patients. Overall, the data show changes
in cannabinoid receptors in certain brain regions as well as altered levels in endocannabinoid
levels in cerebrospinal fluid and/or blood. Conclusions: Although a dysfunction of the ECS has
been described, results are not entirely consistent across studies. Further data are warrant to
better define a role of this system in schizophrenia.
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Introduction

Schizophrenia is a major psychiatric disorder consisting of
a diversity of clinical features, which have been grouped
as positive, negative and cognitive symptoms."? The phar-
macological approach for its treatment is quite limited and
consists mainly of antipsychotic compounds, which are not
effective in all the dimensions of this disorder . Almost all
of these drugs share a common mechanism of action, which
is the antagonism of dopamine receptors.?

The biological basis of schizophrenia has been exten-
sively studied and discussed. Based on the mechanisms of
antipsychotic medications and other pieces of evidence,
the prevalent view is that its symptoms could result from a
dysfunction in the dopaminergic neurotransmission, the so
called dopaminergic hypothesis.*> There are, however, clear
limitations for this hypothesis, as it does not properly explain
the complexity of symptoms and its clinical heterogeneity.
Apart from dopamine, there are other neurotransmitters
that are also in focus, such as serotonin and glutamate.®’

More recently, there has been investigation as to whether
the endocannabinoid system (ECS) might be involved in
schizophrenia. This neurotransmitter system is named after
the herb Cannabis sativa (“marijuana”), known as one of the
most consumed drugs of abuse. Its main active compound
is delta-9-tetrahydrocannabinol (THC), the prototype of a
class of compounds called cannabinoids. Other major natural
cannabinoids are cannabidiol (CBD) and cannabinol. The ECS
comprises the receptors for the cannabinoids, thus termed
cannabinoid type-1 and type-2 receptors (CB1-R and CB2-R);
their endogenous ligands, such as arachydonoyl ethanol-
amide (AEA, also known as anandamide), 2-arachydonoyl
glycerol (2-AG), palmitoyl ethanolamide (PEA) and oleoyl
ethanolamida (OEA), collectively termed endocannabinoids
(eCBs); and the enzymes responsible for their synthesis and
catabolism. Anandamide and 2-AG are metabolized by the
enzymes fatty acid amide hydrolase (FAAH) and monoacyl
glycerol lipase (MAGL), respectively.®® A schematic view of
the proposed functioning of the ECS is depicted in Figure 1.

The chronic use of cannabis has been pointed as a pos-
sible factor leading to psychosis, more specifically schizo-
phrenia. Other comprehensive reviews have focused on this
possible link.'®'2 The aim of the present paper is to review
the literature addressing a putative role of the ECS in the
pathophysiology of schizophrenia.

Method

Asearch in PubMed database was performed with the terms:
“genetic”, “central nervous system”, “cerebrospinal fluid”
(CSF), “serum”, “plasma”, “blood”, “neuroimaging”, “PET
scan”, “fMRI”, “post-mortem”, individually crossed with
“endocannabinoid system”, “endocannabinoids”, “anan-
damide”, “2-AG”, “2-arachidonoyl-glycerol”, “cannabinoid
receptors”, “CNR1”, “CB1R”, “cannabinoid receptor 2”,
“CNR2”, “CB2R” and “schizophrenia”.

The inclusion criteria were: original papers; English
language; studying changes of the ECS in schizophrenia (ge-
netic variations in the components of the ECS, changes in
cannabinoid receptors in the brain and changes in eCB levels
in liquor or blood). Abstracts from scientific meetings were

also included. There was no limit for the year of publication,
and the search included papers until April, 2012.

The search retrieved 90 articles, from which 22 were
included. An Additional 9 articles were included based
on references from these articles, totalling 31 articles on
which the review was based. The remaining 68 articles were
excluded for the following reasons: review papers (n = 19);
studies with new radioligands for the cannabinoid receptor
(n = 15); studies in animals (n = 7); studies investigating the
effects of cannabis in healthy volunteers or schizophrenic pa-
tients (n = 10); studies evaluating the link between Cannabis
sativa use and schizophrenia (n = 3); studies evaluating other
outcomes from therapeutic interventions (n = 2); case report
(n = 1); comment on an original paper (n = 1); and studies
focusing on other disorders and conditions (n = 10).

Results

The studies were divided according to three main strate-
gies to approach the ECS in schizophrenia: investigation of
polymorphisms, detection of cannabinoid receptors in brain
regions and measurement of eCB levels in CSF or blood.

Genetic variations in the components of the ECS

Genetic variations related to the components of the ECS have
been investigated in several studies. Most of them focused on
the relationship between polymorphisms of the CNR1 gene,
which encodes for CB1-R, and schizophrenia. This gene is
located in the 6q14-q15 chromossomic region, which has
been identified as a locus for schizophrenia susceptibility. '

The first studies evaluating the relationship between
CNR1 variations and schizophrenia obtained negative re-
sults (Table 1). Tsai et al.™ did not find any link between
the (AAT)n triple repeat (AL136096) polymorphism and

Figure 1 A simplified view of the endocannabinoid system,
its main components and mechanisms.

Endocannabinoids (eCBs), anandamide (arachdonoyl ethanolamide, AEA) and
2-arachydonoyl glycerol (2-AG) are synthesized from the membrane of post-
synaptic neurons after calcium influx [1]. They diffuse to the synaptic cleft
[2] and exert their effect mainly through the CB1 receptor at pre-synaptic
terminals [3]. eCBs action are limited by uptake processes [4] to post- or
pre-synaptic neurons for AEA and 2-AG, respectively. AEA is broken down
to by an enzyme called fatty acid amide hydrolase (FAAH), whereas 2-AG is
metabolized by monoacyl glycerol lipase (MAGL) [5].
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schizophrenia in a study comparing 127 Chinese patients
with schizophrenia and 146 healthy controls. Leroy et al."
evaluated a distinct polymorphism from the same gene,
1359 G/A (rs1049353). These authors also did not find any
difference in the allele frequency or genotypic distribution
between 102 patients with schizophrenia or schizoaffective
disorder and 63 controls in a French Caucasian population.
Likewise, Zammit et al.'® did not find any relation between
this same polymorphism and schizophrenia in 750 patients
as compared to 688 controls in a British population. Seifert
et al.” evaluated the association of three polymorphisms
from the CNR1 (1359 G/A (rs1049353), (AAT)n triple repeat
(AL136096) and rs6454674) with schizophrenia in 104 patients
and 140 controls in a German population, but did not find
differences between these groups. There was a tendency

towards a lower frequency of the (AAT),, allele in patients,
although the result did not reach statistical significance, pos-
sibly due to the low sample size. Hamdani et al.™ also studied
the 1359 G/A (rs1049353) polymorphism and, again, did not
find any association with schizophrenia in 133 patients as
compared to 141 controls in a French population. Despite the
negative result, this work did find a higher frequency of the G
allele in patients with refractory schizophrenia, which could
mean that the 1359 G/A polymorphism would not be related
to vulnerability for this disorder, but rather to a response to
antipsychotic drugs. In addition, the differences between
three other polymorphisms (rs806368, rs806379 and rs806380)
were analysed between patients refractory or responsive
to antipsychotic treatment, but no association was found.
Finally, Morita et al." investigated a possible relationship

Table 1 Genetic variations in the components of the ECS in schizophrenia

Authors

Purpose

Design

Subjects

Polymorphisms

Results

Conclusions

Tsai et al.™

Assess the
involvement of
CNR1 gene in the

pathogenesis of Scz.

Genetic association
study.

= 127 patients with
Scz

= 146 controls

= Chinese population

= Triple repeat (AAT)
n (AL136096)

There was not

a significant
association between
CNR1 genotypes and
Scz.

Does not support the
hypothesis that the
triple repeat (AAT)

n polymorphism is
associated with the

pathophysiology
of Scz.
Leroy et al."™ Assess the Genetic association = 102 patients = 1359 G/A = There was no = Does not support
involvement of study. with Scz or (rs1049353) difference in the hypothesis
CNR1 gene in the Schizoaffective allelic frequency that the 1359 G/A
pathogenesis of Scz. disorder or genotypic polymorphism is
63 distribution between associated with the
= 63 controls . . .
patients with Scz pathophysiology
= French population and controls. of Scz.
= gg genotype = Suggests that CNR1
was less frequent genetic variations
in schizophrenic are related to the
patients that did not risk to use drugs
use drugs. in Scz.
Ujike et al.?® Assess the Genetic association 1359 G/A = 1359 G/A = Allelic frequency Supports the
involvement of study. polymorphism: (rs1049353) of (AAT)n repeat hypothesis that the

CNR1 gene in the

pathogenesis of Scz.

= 116 patients with
Scz (paranoid: 55;
hebephrenic: 61)

= 137 controls

(AAT)n
polymorphism:

= 242 patients with
Scz (paranoid: 110;
hebephrenic: 128)

=296 controls

= Japanese
population

= Triple repeat (AAT)
n (AL136096)

was different
between
hebephrenics and
controls (higher
frequency of (AAT),
allele and lower of
(AAT),, allele).

= Genotypic
distribution of 1359
G/A did not differ
between patients
and controls.

triple repeat (AAT)

n polymorphism, but
not the 1359 G/A
polymorphism, is
associated with the
pathophysiology of
hebephrenic Scz.

Morita et al."

Assess the
involvement of
FAAH gene in the

pathogenesis of Scz.

Genetic association
study.

= 260 patients with
Scz (paranoid: 127;
hebephrenic: 127;

not classified: 6)

= 63 controls

= Japanese
population

= Pro129Thr
(rs324420)

There was no
difference in

allelic frequency
or genotypic
distribution
between patients
with Scz and
controls (regardless
the disorder
subtype).

Does not support
the hypothesis
that the Pro129Thr
polymorphism is
associated with the
pathophysiology

of Scz.
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v

Martinez-Gras
et al.”

Assess the
involvement of
CNR1 gene in the
pathogenesis of Scz.

Genetic association
study.

= 113 patients with
Scz

= 111 controls

= Spanish population

= Triple repeat (AAT)
n (AL136096)

Allelic frequency
of (AAT)n repeat
was different
between patients
and controls (lower
frequency of the
allele 4 - (AAT), ).

= Supports the
hypothesis that the
triple repeat (AAT)
n polymorphism is
associated with the
pathophysiology

of Scz.

= Allele 4 could

be the protective

variant for Scz of
the CNR1 gene.

Zammit et al."® Assess the Genetic association = 750 patients with = 1359 G/A Genotypic Does not support
involvement of CNR1 study. Scz (rs1049353) distribution of 1359 o hypothesis
and CHRNA7 genes . 688 controls G/Adid not differ 5t the 1359 G/A
in the pathogenesis N ) between patients polymorphism is
of Scz. = British population and controls. associated with the
pathophysiology
of Scz.
Seifert et al."” Assess the Genetic association = 104 patients with = 1359 G/A * Allelic frequency . poes not support
involvement of study. Scz (rs1049353) of (AAT),,was lower

CNR1 gene in the
pathogenesis of Scz.

= 140 controls

= German population

= Triple repeat (AAT)
n (AL136096)

= 156454674

in Scz patients than
in controls, but it
was not statistically
significant.

= There was no
difference in allelic
frequency of 1359
G/A (rs1049353)
and rs6454674
polymorphisms
between patients
and controls.

the hypothesis
that the 1359

G/A (rs1049353)
and rs6454674
polymorphisms are
associated with the
pathophysiology

of Scz.

= There was a
tendency of lower
frequency of the
(AAT),, allele in
Scz, maybe not
confirmed due to
the small sample
size.

Chavarria-Siles et
al.?

Assess the
involvement of
CNR1 gene in the
pathogenesis of Scz.

Family-based
genetic association
analyses.

= 66 patients with
hebephrenic Scz

= 244 patients
with Scz (broad
phenotype)

= Costa Rican
population

= Triple repeat (AAT)
n (AL136096)

= There was

an association
between the
triple repeat (AAT)
n polymorphism
and patients with
hebephrenic Scz
(lower frequency
of the allele 4 -
(AAT), ).

= There was no
association between
the polymorphism
and patients

with Scz (broad

= Supports the
hypothesis that the
triple repeat (AAT)
n polymorphism is
associated with the
pathophysiology of
hebephrenic Scz.

= Supports the
hypothesis

that different
genetic and
pathophysiological
mechanisms can
relate to different

subtypes of Scz.
phenotype).
Hamdani et al.™ Assess the Genetic association = 133 patients with = 1359 G/A = There was no 1359 G/A

involvement of study. Scz on atypical APs  (rs1049353) difference in allelic (rs1049353)
CNR1 gene in the (responders: 74; . rs806368 and genoprlc polymorphism would
pathogenesis of non- responders: 59) frequencies of 1359 5" he related to
Scz and in the APs « 141 controls = rs806379 G/A (rs104?353) vulnerability to
response. « rs806380 polymorphism Scz, but to atypical

= French population

between patients
and controls.

= The allelic
frequency of the
G allele of 1359
G/A (rs1049353)
polymorphism
was higher in non-
responders Scz
patients.

antipsychotic
response.
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= There was no
difference in allelic
and genotypic
frequencies of
rs806368, rs806379
and rs806380
polymorphisms

between responders

and non-
responders.

Tiwari et al.?

Assess the

Genetic association

= 183 patients

= rs806368

Allelic frequency

Supports the

involvement of study. with Scz or « 1512720071 of rs806378 hypothesis that
CNR1 gene in the Schizoaffective polymorphism (T the rs806378
AP-induced weight disorder on = rs1049353 allele) was higher polymorphism
gain in Scz. antipsychotic « 15806369 in European Scz relates to atypical
treatment patients that AP-induced weight
= rs806370 i i i
« European (n=117) " gain tm°.re l"ﬁ;ght gain.
and African (n=55) = rs806374 on atypicat A¥s
ancestry population {eloreipinz ol
= rs806375 olanzapine).
= rs806377
= rs806378
= 152023239
= rs806380
= rs806381
= rs7752758
= 1512528858
= 1512205430
= 1s6914429
= 152180619
= rs754387
= rs9450902
= rs10485170
Ishiguro et al.? Assess the Genetic association = 1920 patients with = rs9424339 Allelic frequencies  Supports the

involvement of
CNR2 gene in the
pathogenesis of Scz.

study.

Scz
= 1920 controls

= Japanese
population

= 152502959

= 152501432 (R63Q)
= 152229579 (H316T)
= 1512744386

of rs12744386 and
rs2501432 (R63Q)
polymorphisms
were higher in Scz
patients.

hypothesis that the
rs12744386 and
rs2501432 (R63Q)
polymorphisms of
the CNR2 gene are
associated with the
pathophysiology

of Scz.

Ho et al.*

Assess interactions
between CNR1 gene
polymorphisms,
cannabis use,
cerebral volume and
cognitive function
in Scz.

Cross-sectional
with neuroimaging
(MRI) and cognitive
battery.

= 52 patients
with Scz or
Schizoaffective
disorder with
cannabis abuse/
dependence.

= 183 patients
with Scz or
Schizoaffective
disorder without
cannabis abuse/
dependence.

= rs806365

= 15806366

= rs806368

= 15806374

= rs806375

= rs806376

= 15806380

= 157766029
= 1512720071

« rs1049353 (1359
G/A)

= 156454672
= rs9450898

= Cannabis users
had smaller WM
frontotemporal
volumes than non-
users.

= Allelic frequencies
did not differ
between users and
non-users.

= rs12720071 (G
allele) carriers
had smaller
frontotemporal
WM volumes than
A allele carriers.
Cannabis users
had even smaller
parietal WM
volumes.

= 157766029 (C
allele) had smaller
parietotemporal
than the T allele

= Suggests that
cannabis use
associated with
specific CNR1
genotypes can
contribute to WM
alterations and
cognitive deficits in
a subgroup of Scz
patients.

= Supports the
hypothesis that
genetic and
environmental
influences

work together

to determine

the phenotypic
expression in Scz.
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carriers and
rs9450898 (C
allele) had smaller
frontotemporal
WM volumes than T
allele carriers.

= rs12720071 G
allele carriers had
the worst processing
speed/attention
and problem-solving
tests results.
Cannabis users had
even worse results
on problem solving
tests.

between the Pro129Thr (rs324420) polymorphism of the
FAAH gene and schizophrenia. No difference was found in a
group of 260 patients with schizophrenia (127 paranoids, 127
hebephrenics and 6 not classified) as compared to 63 controls
in a Japanese population, regardless of the disorder subtype.

Contrasting these negative results, other studies point
to an association between variations in the CNR1 gene and
schizophrenia. Ujike et al.? compared 242 patients (110
paranoids and 128 hebephrenics) with 296 healthy controls
in a Japanese population, in relation to the (AAT)n triple
repeat polymorphism (AL136096), and found a difference in
the allelic frequency in hebephrenics versus controls (higher
frequency for the (AAT), allele and lower for (AAT),.). In the
same study, another group of 116 patients and 137 controls
were evaluated for differences in 1359 G/A (rs1049353)
polymorphism, but no differences were found. Some of
these results were replicated by Martinez-Gras et al.?' that
found a lower frequency of the (AAT), allele (allele 4) in 113
patients with schizophrenia in comparison to 111 controls in
a Spanish population. Chavarria-Siles et al.”? compared 244
patients with schizophrenia, without subtype classification,
to 66 patients of the hebephrenic subtype and did not find an
association between the (AAT)n triple repeat polymorphism
(AL136096) and patients with schizophrenia in general, but,
similar to Ujike et al.,? they observed an effect for patients
of the hebephrenic subtype (lower frequency of the (AAT),;
allele). These data reflect the pathophysiologic heterogene-
ity of schizophrenia and suggest that variations in the CNR1
gene may contribute to the pathogenesis of specific subtypes
of this disorder.

Tiwari et al.?® evaluated 20 polymorphisms of the CNR1
gene in 183 patients with schizophrenia or schizoaffective
disorder that were on antipsychotic treatment and found
higher allelic frequency (allele T) of the rs806378 polymor-
phism on those patients that gained more weight while using
clozapine or olanzapine, which suggests that this genetic
variation relates to susceptibility to antipsychotic-induced
weight gain.

Ho et al.* evaluated interactions between CNR1 poly-
morphisms, cannabis use, cerebral volume and cognitive
function in an interesting study. They compared 52 patients
with schizophrenia or schizoaffective disorder with cannabis
abuse/dependency and 183 patients without cannabis use and
observed smaller frontotemporal white matter (WM) volumes
in those that smoked cannabis. Besides that, patients with
rs12720071 polymorphism (G allele) had lower WM volumes

than those with the A allele. Those with the G allele that
used cannabis had even lower WM volumes. Patients with
rs7766029 (C allele) and rs9450898 (C allele) had lower WM
volumes than those with the T allele. In the cognitive bat-
tery, patients with rs12720071 (G allele) had worse results
on processing speed/attention and problem-solving tests.
Results on problem-solving tests were even worse in those G
allele carriers that smoked cannabis. Those results suggest
that the use of cannabis in association with specific CNR1
genotypes can contribute to alterations in WM and cogni-
tive deficits in a subgroup of schizophrenic patients, which
favors the hypothesis that genetic and environmental fac-
tors work together to determine the phenotypic expression
in schizophrenia.

Only one study focused on variations in the CNR2 gene
(which encodes CB2-R) in the pathogenesis of schizophrenia.
Ishiguro et al.? evaluated differences in the allelic frequen-
cies of five CNR2 polymorphisms (rs9424339, rs2502959,
rs2501432 (R63Q), rs2229579 (H316T) and rs12744386), com-
paring 1920 patients with schizophrenia to 1920 controls in
a Japanese population. The authors found an association of
the polymorphisms rs2501432 (R63Q) and rs12744386 with the
disorder. This result supports the hypothesis that variations
in the CNR2 gene may participate in the pathophysiology of
schizophrenia.

To summarize, most studies refer to (AAT)n triple repeat
(AL136096) and 1359 G/A (rs1049353) polymorphisms of the
CNR1 gene. Among the studies evaluating the (AAT)n triple
repeat (AL136096) polymorphism, one found an association
with schizophrenia,?' two found associations with schizophre-
nia of the hebephrenic subtype?>?? and two did not find any
associations between the polymorphism and the disorder.'*"
Among those evaluating the 1359 G/A (rs1049353)'5-8.20
polymorphism, no study found any association. The only
study evaluating variations in the CNR2 gene? observed a
relationship between two polymorphisms with schizophrenia.
The polymorphisms Pro129Thr (rs324420) of the FAAH gene;
rs6454674 of the CNR1 gene; as well as rs9424339, rs2502959
and rs2229579 (H316T) of the CNR2 gene did not seem to
have any association with the disorder.

Changes in cannabinoid receptors in the brain

Another strategy employed by several authors to investigate
the role of the ECS in the pathophysiology of schizophrenia
focuses on the determination of the levels of CB1-R in cer-
tain brain regions possibly related to this disorder. This has
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been performed either in post-mortem or in vivo studies.
Post-mortem studies evaluated the density of CB1-R through
three main methods: radio-ligand binding assays, immuno-
histochemistry or polymerase chain reaction (PCR), whereas
in vivo studies employed neuroimaging techniques. These
studies are summarized in Table 2.

The first post-mortem study with a radioligand was con-
ducted by Dean et al.,?* who investigated differences in the
levels of [*H] CP-55940 binding (a CB1-R agonist) in area 9 of
the dorsolateral prefrontal cortex (dIPFC), caudato-putamen
and hippocampus of 14 patients with schizophrenia and 14
controls. The authors detected an increase of CB1-R density
in the dIPFC of the patients, a result not related to cannabis
consumption. There was no difference in other brain regions.
In addition, Dalton et al.” evaluated the density of CB1-R in
another area of the dIPFC (area 46) with the same ligand and
found an increase in the density of this receptor in patients
with paranoid schizophrenia (n = 16) as compared to controls
(n = 37). Zavitsanou et al.? focused on the anterior cingulate
cortex (ACC) using the CB1-R antagonist [3*H]-SR141716A
in 10 patients with schizophrenia versus 10 controls,

describing an increase in CB1-R density. Newell et al.?
also found an increase in CB1-R expression in posterior
cingulate cortex (PCC), as revealed by the CB1-R agonist
[®H]-CP-55940 in eight patients and eight controls. Finally,
Deng et al.* evaluated differences in [*H]-SR141716A binding
in the superior temporal gyrus (STG), a brain region proposed
to be particularly involved in the auditory hallucinations.
However, they did not find any difference between patients
(n = 8) and controls (n = 8).

Four post-mortem studies employed different techniques
to measure CB1-R density. Through imunohistochemistry,
Koethe et al.?' did not find differences in the ACC of patients
with schizophrenia in relation to their controls (n = 15 per
group). However, Eggan et al.* observed a reduction in
CB1-Rin the dIPFC (area 9), as revealed by protein and mRNA
expression of 23 patients and equal number of controls.
Likewise, Urigiien et al.** found reduced CB1-R protein ex-
pression (though not mRNA) in this same region in a sample
of 31 young patients as compared to 33 controls. Finally,
Eggan et al.* also evaluated CB1-R density in dIPFC, area
46, in two cohorts of patients and controls. In the first,

Table 2 Changes in central endocannabinoid receptors in schizophrenia

Brain areas
Authors Purpose Design Subjects investigated Results Conclusions
Dean et al.* Evaluate the Observational, = 14 patients with = dIPFC, area 9 = Increase in the Favors the
density of CB1-R transversal, post- Scz . CP density of CB1-R hypothesis that

(through the level
of the [*H] CP-55940
radioligand binding,

mortem analysis of
brain tissue using
radioligand and

= 14 controls

= Temporal lobe

in the dIPFC from
subjects with Scz
(independent of

changes in ECS
in the dIPFC are
associated with the

CB1 agonist) in brain autoradiography. recent cannabis pathology of Scz.
areas involved in ingestion).
St = No difference in

the density of CB1-R

in the CP and in the

hippocampus when

comparing patients

with Scz to controls.

= Increase in the

density of CB1-R in

the CP from subjects

who had recently

ingested cannabis

(independent of

diagnoses).

Zavitsanou et al.?® Evaluate the density Observational, = 10 patients with =ACC Increase in the Favors the
of CB1-R (through transversal, post- Scz density of CB1-R hypothesis that
the level of the mortem analysis of 16 ariinals in the ACC from changes in ECS
[3H] SR141716A, brain tissue using subjects with Scz in the ACC are
radioligand binding, radioligand and (independent of associated with the
CB1 antagonist) in autoradiography. recent cannabis pathology of Scz
brain areas involved ingestion). (mainly negative
in Scz. and cognitive
symptoms).
Newell et al.? Evaluate the Observational, = 8 patients with Scz = PCC Increase in the Favors the

density of CB1-R
(through the level
of the [*H] CP-55940
radioligand binding,
CB1 agonist) in brain
areas involved in
Scz.

transversal, post-
mortem analysis of
brain tissue using
radioligand and
autoradiography.

= 8 controls

density of CB1-R in
the PCC (superficial
layers) from
subjects with Scz.

hypothesis that
changes in ECS

in the PCC are
associated with the
pathology of Scz.
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Deng et al.*®

Evaluate the density
of CB1-R (through
the level of the

[3H] SR141716A,
radioligand binding,
CB1 antagonist) in
brain area involved
in Scz.

Observational,
transversal, post-
mortem analysis of
brain tissue using
radioligand and
autoradiography.

= 8 patients with Scz

= 8 controls

= STG

No difference in the
density of CB1-R

in the STG when
comparing patients
with to controls.

Does not favor the
hypothesis that
CB1-R in the STG is
associated with the
pathology of Scz.

Koethe et al.?'

Evaluate the density
of CB1-R in brain
area involved in Scz,

Observational,
transversal, post-
mortem analysis

= 15 patients with
Scz

= 15 patients with

= ACC

No difference in the
density of CB1-R
in the ACC when

Does not favor the
hypothesis that
CB1-R in the ACC is

BD and MDD. of brain tissue BD comparing patients  associated with the
using immunohisto- with Scz to controls. pathology of Scz.
chemistry. = 15 patients with

MDD
= 15 controls
Eggan et al.* Evaluate the Observational, = 23 patients with = dIPFC, area 9 Reduction of Favors the

density of CB1-R
(protein and mRNA
expression) in brain
area involved in Scz.

transversal, post-
mortem analysis
of brain tissue

using immunohisto-

chemistry and in
situ hybridization.

Scz

= 23 controls

protein and mRNA
expression of CB1-R
in the dIPFC (area
9) when comparing
patients with Scz to
controls

hypothesis that
changes in ECS in
the dIPFC (area

9) are associated
with the pathology
of Scz.

Urigtien et al.*

Evaluate the density
of CB1-R, dopamine
D2 receptor

and adenosine

A,, receptor
(protein and mRNA
expression) in brain
area involved in Scz.

Observational,
transversal, post-
mortem analysis of
brain tissue using
immunoblot and
PCR.

= 31 young patients
with Scz that
committed suicide
(11 treated with
atypical AP)

= 13 non-Scz suicide
victims

= 33 non-suicide
controls

= dIPFC, area 9

= Reduction of
protein expression
of CB1-R in the
dIPFC (area 9) when
comparing patients
with Scz to controls
(independent of
suicide).

= No difference

in the mRNA
expression of CB1-R
in the dIPFC (area
9) when comparing
patients with Scz to
controls.

Favors the
hypothesis that
changes in ECS in
the dIPFC (area 9)
are associated with
the pathology of
Scz and that the
use of antipsychotic
is related to CB1-R
down-regulation in
this area.

Wong et al.*®

Evaluate the density
of CB1-R in brain
area involved in Scz.

Observational,
transversal, in
vivo neuroimaging
(PET scan) with
radioligand.

= 10 patients with
Scz on APs

= 10 controls

= frontal, temporal,
parietal, occipital
and cingulate
cortex, fusiform
gyrus, hippocampus,
para- hippocampus,
insula, putamem,
caudato, globus
pallidus, thalamus,
cerebelum and
pons.

= Increase in the
density of CB1-R
in the pons from
subjects with
schizophrenia.

= Positive correlation
between CB1-R
expression and
positive symptoms.
Negative correlation
between CB1-R
expression and
negative symptoms.

Favors the
hypothesis that
changes in ECS are
associated with the
pathology of Scz.

Eggan et al.**

Evaluate the density
of CB1-R in brain
area involved in Scz.

Observational,
transversal, post-
mortem analysis
of brain tissue
using immunocyto-
chemistry.

Cohort n° 1:

= 12 patients with
Scz

= 12 controls
Cohort n°2:

= 14 patients with
Scz

= 14 patients with
MDD

=14 controls

= dIPFC, area 46

Cohort n° 1:

= Reduction of CB1-R
density in dIPFC
(area 46) from
subjects with Scz.

Cohort n°2:

= Reduction of
CB1-R density in
dIPFC (area 46)
when comparing
patients with Scz to
MDD patients and
controls.

= No difference in
the density of CB1-R
in the dIPFC when
comparing patients
MDD to controls.

= Favors the
hypothesis that
changes in ECS in
the dIPFC (area
46) are associated
with the pathology
of Scz.

= CB1-R alterations
are present in
several dIPFC
regions and would
be specific (not
present in MDD) of
Scz.
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Ceccarini et al.’®

Evaluate the density
of CB1-R in brain
area involved in Scz.

Observational,
transversal, in
vivo neuroimaging
(PET scan) with
radioligand.

= 49 patients with
Scz with APs

= 9 patients with Scz
without APs

= 12 controls

= Increase in the
density of CB1-R in
insula and ACC from
subjects with Scz
on APs.

S171
= NA = Increase in the = Favors the
o [k density of CB1-Rin  hypothesis that
NA from subjects changes in ECS in
= ACC with Scz. NA, insula and ACC

are associated with
the pathology of
Scz.

Dalton et al.””

Evaluate the density
of CB1-R ([*H] CP-
55940 radioligand
binding and mRNA
expression) in brain
area involved in Scz.

Observational,
transversal, post-
mortem analysis of
brain tissue using
radioligand and

= 16 patients with
paranoid Scz

= 21 patients with
non-paranoid Scz

= 37 controls

= dIPFC, area 46

= Increase in the
density of CB1-R
in dIPFC (area 46)
from subjects with
paranoid Scz.

= Favors the
hypothesis that
changes in ECS in
the dIPFC (area 46)
are associated with

autoradiography and
quantitative PCR.

the pathology of
paranoid Scz.

= No difference

in the mRNA

expression of CB1-R

when comparing

patients with

schizophrenia to

controls.

comprising the same group from their previous study, they
found reduction in CB1-R density in this brain region. In the
second cohort, comprising 14 patients with schizophrenia,
14 with major depression and 14 controls, there was also a
reduction in CB1-R density in schizophrenia as compared to
controls, as well as to the major depression group.

Regarding in vivo studies, there were two investigating
the levels of CB1-R in brain through neuroimaging methods.
Wong et al.* employed PET scan to evaluate receptor expres-
sion in several brain areas (frontal, temporal, parietal, oc-
cipital and cingulated cortices; fusiform gyrus, hippocampus,
insula, putamen, caudate nucleus, globe pallidum, thalamus,
cerebellum and pons) of 10 patients and equal number of
controls. They found a significant increase in receptor ex-
pression only in the pons. There was also a tendency in this
direction in most of the other regions (except for the fusiform
gyrus and the cerebellum). In addition, they found that CB1-R
expression correlated directly with positive symptoms and
inversely with negative. Ceccarini et al.3¢ also employed PET
scan to evaluate the levels of the receptor in three brain
areas (nucleus accumbens, insula and ACC) of 49 patients
with schizophrenia treated with antipsychotics, 9 untreated
patients and 12 controls. They observed an increase in CB1-R
density in the nucleus accumbens, regardless treatment sta-
tus and an increase in the insula and ACC in treated patients
in relation to controls.

To summarize, studies measuring CB1-R expression in
schizophrenia yield contradictory results. Five of them evalu-
ated the dIPFC (three focusing on area 9 and two on 46). In
area 9, one found an increase?® and two, a decrease’>3 in
schizophrenia. Regarding area 46, one found an increase?
and other a decrease.** In the ACC, two studies observed
higher CB1-R levels,?3¢ whereas another did not find any
difference between patients and controls.3' Otherwise, there
was an increase in the PCC,? pons,* nucleus accumbens and
insula.’¢ No differences were observed in caudato-putamen,
hippocampus? and STG.3°

Changes in endocannabinoid levels in
CSF and blood

In addition to changes in the ECS in brain regions, studies de-
scribed altered levels of eCBs in the CSF and blood collected
from patients. The eight studies retrieved by our search are
summarized in Table 3.

Four of them measured the levels of eCBs in the CSF.
Leweke et al.* focused on the levels of AEA and PEA in 10 pa-
tients with schizophrenia and 11 controls and found increased
levels of AEA in patients. In another study, Giuffrida et al.®
measured AEA, PEA and OEA in four groups: 47 patients with
untreated first episode of paranoid schizophrenia; 71 paranoid
patients undergoing antipsychotic treatment (36 typical and
35 atypical); 22 patients with mood disorders and 13 patients
with dementia syndrome. The levels of AEA were increased,
whereas PEA was reduced in the first group of patients. Both
eCBs were increased in patients under treatment with atypi-
cal antipsychotic. In patients with schizophrenia treated with
typical antipsychotic, in those with mood disorders or those
with dementia there were no changes in the levels of AEA as
compared to controls. The levels of OEA in patients with un-
treated first episode of paranoid schizophrenia did not differ
from controls. Noteworthy, there was a negative correlation
between the levels of AEA in the CSF in patients with schizo-
phrenia and the symptoms (as revealed by the Positive and
Negative Syndrome Scale, PANSS), suggesting that AEA may
represent a modulatory response against the hyperdopamin-
ergic state characteristic of schizophrenia.

In order to evaluate the effects of cannabis consumption
on the levels of eCBs, in the CSF, Leweke et al.* measured the
levels of AEA, PEA and OEA in 44 patients with schizophrenia
and 81 controls, both being divided in subgroups accordingly
to high or low cannabis consumption. The authors detected a
higher level of AEA in the CSF in patients who consumed less
cannabis as compared to those who used it frequently as well
as to the controls. The levels of other eCBs were not altered.
There was a negative correlation between the levels of AEAin
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the CSF and the PANSS score, but only in the low consumption
patient subgroup. The authors suggested that heavy cannabis
use by subjects with a hyperactive ECS may down-regulate
AEA signalling in the central nervous system and disrupt the
eCB modulation over the dopaminergic system.3*

Koethe et al.” tested the hypothesis that the increase in
eCBs in schizophrenia could be detected in the early stages
of the disorder. Thus, they measured the levels of AEA and
OEA in 27 psychotic patients in the prodromic phase and 81
controls. The levels of AEA, but not OEA were increased in
the patients. Again, there was an inverse correlation between
the PANSS score, although only with the cognitive dimensions.
Patients in prodromic stage with higher levels of AEA in the
CSF tend to develop less psychosis, supporting the hypothesis
that the ECS might exert a modulatory role upon the dopa-
minergic system that, in turn, protect against positive symp-
toms. Giuffrida et al.,*® Leweke et al.* and Koethe et al.*®
also measured the levels of AEA, PEA and OEA in the blood
(serum), but did not observe differences in relation to
controls. By contrast Yao et al.*' measured AEA and 2-AG in
17 untreated first episode patients with schizophrenia, 20
stable patients and 20 controls. They observed an increase
in AEAin the first group in relation to controls, and reduced
levels of 2-AG in relation to stable patients. Shwarz et al.*
measure fatty acid amides (FAAs, a class of lipids that include
the eCBs) in 70 untreated patients with paranoid schizophre-
nia, 74 patients with paranoid schizophrenia undergoing
antipsychotic therapy (34 with atypical and 40 with typical
antipsychotic), 37 patients with mood disorders and 59 con-
trols. They observed that the levels of FAAs were increased in
untreated patients with schizophrenia in relation to controls
and that these levels were normalized in patients treated
with typical, but not atypical antipsychotic.

Finally, two studies evaluated the blood levels of eCBs
before and after treatment with antipsychotics. De Marchi
et al.®* measured AEA and mRNA for FAAH, for CB1-R and for
CB2-Rin the blood of 12 patients with schizophrenia present-
ing acute psychosis and 20 controls. Before treatment, AEA
levels were higher in patients, but after olanzapine treatment
and improvement in positive symptoms in 5 patients, AEA
levels were similar to controls. There was also a reduction in
FAAH and CB2-R mRNA, but not CB1-R mRNA. Potvin et al.*
tested the hypothesis that quetiapine could help to reduce
drug abuse in patients with schizophrenia through modula-
tion of the ECS. They quantified the levels of AEA, 2-AG, PEA
and OEA in 27 addicted patients with schizophrenia and 17
controls. Before treatment, the levels of AEA, PEA and OEA,
but not 2-AG, were increased. After 12 weeks on quetiapine
treatment, there was a reduction in drug abuse and improve-
ment in positive, negative and depressive symptoms, but no
reduction in AEA, PEA or OEA levels.

In summary, four studies detected an increase in the
levels of AEAin the CSF.3 Regarding measures in the blood,
three also reached this result,*-4>% whereas other three did
not find any difference.3®3*% The levels of 2-AG in the blood
were found to be reduced in one study*' and unchanged in
another.* The levels of OEA in the CSF did not differ from
controls in two studies, % although in the blood they were
either higher* or unchanged.*“ One study found that the
levels of PEA in the CSF were increased in patients receiving
atypical antipsychotics and reduced in the untreated.3® Other

studies found that the blood levels were either increased*
or unchanged.“ The treatment with atypical antipsychotics
was inversely correlated with the levels of AEA in the blood
in two studies, 4 but another one did not find any change.*
As for typical AP, their use changed AEA and FAAs to levels
similar to controls.3®#

Conclusion

The present systematic review described the literature
investigating changes in the ECS in patients suffering from
schizophrenia. The original papers reviewed here studied ge-
netic polymorphisms, the expression of cannabinoid receptors
in specific brain regions and levels of eCBs in CSF or blood.

So far, it is difficult to draw any consistent theory on the
role of the ECS in this major psychiatric disorder. Taking into
account the acute effects of Cannabis sativa and cannabi-
noids, which induce psychotomimetic effects,* and the epi-
demiologic evidence suggesting that chronic consumption of
Cannabis may be a predisposing factor to schizophrenia, %12
there is a rationale to link changes in the ECS to symptoms
in this disorder. Indeed, an endocannabinoid hypothesis of
schizophrenia has been proposed.* Nonetheless, from the
studies retrieved in our review, no clear picture has emerged.

This topic is relevant not only for theoretical reasons. The
current pharmacological therapy of schizophrenia is limited
to the antagonism of dopamine receptors, which presents
limited efficacy and significant side effects.? Thus, alternative
pharmacological strategies must be pursued and one approach
involves the characterization of other neurotransmitters sys-
tems affected in this disorder. Such a strategy has been put
into practice, for instance, with the glutamate system. Based
on the theory that schizophrenia might be related to a low
functioning of glutamate, there have been attempts to develop
drugs that enhance this neurotransmitter.®’ As for the ECS,
it has been investigated whether CB1-R antagonism induces
antipsychotic effects, as a corollary to the psychotomimetic
effects of cannabinoids, which activate this receptor. However,
results to date have been mixed.# Studies in experimental
animals have also been inconsistent.*

In conclusion, despite several studies investigating
changes in the ECS in schizophrenia, it remains uncertain
whether a malfunctioning of this system would be consis-
tently related to the disorder.
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DESCRITORES Resumo

Esquizofrenia; Objetivo: A esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico cujos mecanismos permanecem apenas
Cannabis; parcialmente elucidados. As atuais propostas relativas a base bioldgica, tais como a hipotese
Endocanabinoides; dopaminérgica, nao explicam por completo a diversidade de seus sintomas, o que indica que
Antipsicoticos. outros processos podem estar envolvidos. Este artigo tem como objetivo revisar indicios que

sustentem o envolvimento do sistema endocanabinoide (SECB), um grupo de neurotransmissores-
alvo dos compostos da Cannabis sativa, nesse transtorno. Métodos: Revisao sistematica dos artigos
originais, publicados em inglés e indexados no PubMed até abril de 2012. Resultados: A maioria
dos estudos empregou métodos neuroquimicos ou de neuroimagem genéticos e histologicos - tanto
in vivo quanto post-mortem - para investigar se os componentes do SECB estao comprometidos
nos pacientes. De modo geral, os dados mostram mudancas nos receptores canabinoides em
determinadas regides cerebrais, bem como a alteracao dos niveis de endocanabinoides no
liquido cefalorraquidiano e/ou no sangue. Conclusées: Ainda que a disfuncao do SECB tenha sido
descrita, os resultados dos estudos ndo sao totalmente consistentes. Sao necessarios mais dados
para definir melhor o papel desse sistema na esquizofrenia.
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Introducéao

A esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico que apresenta
diversas caracteristicas clinicas, as quais foram agrupadas
como sintomas positivos, negativos e cognitivos."? A aborda-
gem farmacologica para esse tratamento é um tanto limitada
e consiste, basicamente, de compostos antipsicoticos, que
nao sao eficazes em todas as dimensoes dessa desordem.
Quase todas essas drogas compartilham de um mecanismo
de acdo comum, que é o antagonismo dos receptores de
dopamina.?

A base biologica da esquizofrenia tem sido amplamente
estudada e discutida. Com base nos mecanismos dos me-
dicamentos antipsicoticos e em outras evidéncias, a visao
corrente € a de que os sintomas poderiam ser a consequéncia
da disfuncdo da neurotransmissdo dopaminérgica, a chamada
hipotese dopaminérgica.*® Ha, no entanto, limitacdes claras
para essa hipotese, ja que nao explica adequadamente a
complexidade dos sintomas e a heterogeneidade clinica.
Além da dopamina, ha outros neurotransmissores em foco,
como a serotonina e o glutamato.®’

Evidéncias recentes apontam para o possivel envolvi-
mento do sistema endocanabinoide (SECB) na esquizofrenia.
Esse sistema neurotransmissor leva o nome da erva Cannabis
sativa (maconha), umas das drogas de abuso mais consumi-
das. Seu composto ativo é o delta-9-tetra-hidrocanabinol
(THC), o protdtipo da classe dos compostos denominados
canabinoides. Outros importantes canabinoides naturais sao
o canabidiol (CBD) e o canabinol. O SECB abrange os recep-
tores canabinoides, cunhados como receptores canabinoides
do tipo 1 e do tipo 2 (CB1-R e CB2-R); os ligantes endoge-
nos, tais como o araquidonoil etanolamina (AEA, também
chamada de anandamida); 2-araquidonoil-glicerol (2-AG);
palmitoil etanolamina (PEA) e oleoil etanolamina (OEA),
coletivamente chamados de endocanabinoides (eCBs); e as
enzimas responsaveis pela sintese e pelo catabolismo dos
endocanabinoides. Aanandamida e o 2-AG sao metabolizados
pelas enzimas amida hidrolase de acido graxo (FAAH) e a
lipase monoacilglicerol (MAGL), respectivamente.®® AFigura
1 mostra a visao esquematica do funcionamento do SECB.

0 uso cronico da cannabis foi apontado como um possivel
fator causador da psicose, mais especificamente da esquizo-
frenia. Outras revisdes amplas focaram nessa possivel liga-
€a0.'%".12 O objetivo deste artigo é revisar a literatura que
indica um papel do SECB na fisiopatologia da esquizofrenia.

Métodos

Foi feita uma busca na base de dados do PubMed com os
termos genetic, central nervous system, cerebrospinal
fluid (liquor), serum, plasma, blood, neuroimaging, PET
scan, fMRI e post-mortem, cruzados individualmente com
endocannabinoid system, endocannabinoids, anandamide,
2-AG, 2-arachidonoy!-glycerol, cannabinoid receptors, CNR1,
CB1R, cannabinoid receptor 2, CNR2, CB2R e schizophrenia.

Os critérios de inclusao foram: artigos originais; em
lingua inglesa; estudo que avaliaram alteracdes do SECB
na esquizofrenia (variagoes genéticas nos componentes do
SECB, mudancas nos receptores canabinoides no cérebro e
mudancas nos niveis eCB no liquor ou no sangue). Resumos
de encontros cientificos também foram incluidos. O ano de

publicacao nao foi limitado e a busca incluiu artigos publi-
cados até abril de 2012.

A busca recuperou 90 artigos, dos quais 22 foram inclui-
dos. Mais nove foram incluidos com base nas referéncias
desses 22, totalizando 31 nos quais esta revisao se baseou.
Os 68 restantes foram excluidos pelas seguintes razoes:
artigos de revisao (n = 19); estudos com novos radioligantes
para o receptor canabinoide (n = 15); estudos em animais
(n = 7); estudos que investigavam os efeitos da cannabis em
voluntarios saudaveis ou pacientes esquizofrénicos (n = 10);
estudos que avaliavam a ligacao entre o uso da Cannabis sa-
tiva e a esquizofrenia (n = 3); estudos que avaliavam outros
resultados de intervencdes terapéuticas (n = 2); estudo de
caso (n = 1); comentarios sobre um artigo original (n = 1);
e estudos com foco em outros transtornos e outras doencas
(n =10).

Resultados

Os estudos foram divididos de acordo com trés estratégias
principais de abordagem do SECB na esquizofrenia: investiga-
¢ao de polimorfismos, deteccao de receptores canabinoides
nas regides cerebrais e medicao dos niveis do eCB no liquor
ou no sangue.

Variacées genéticas nos componentes do sech

As variacdes genéticas relacionadas aos componentes do
SECB foram investigadas em alguns estudos. A maioria focou
na relacao entre polimorfismos do gene CNR1, que codifica
CB1-R e a esquizofrenia. Esse gene esta localizado na regiao
cromossomica 6q14-q15, que foi identificada como um locus
de suscetibilidade para a esquizofrenia.™

Figura 1 Uma visao simplificada do sistema endocanabi-
noide, seus principais componentes e mecanismos.

Os endocanabinoides (eCBs) anandamida (araquidonoil etanolamina, AEA) e
2-araquidonoil glicerol (2-AG) sao sintetizados a partir da membrana dos
neurdnios pos-sinapticos apos o influxo de calcio [1]. Eles se propagam
para a fenda sinaptica [2] e atuam principalmente por meio do receptor
CB1 nos terminais pré-sinapticos [3]. As acdes dos eCBs estao limitadas aos
processos de captacao [4] para neur6nios pds e pré-sinapticos para AEA e
2-AG, respectivamente. A AEA é quebrada por uma enzima chamada amida
hidrolase de acido graxo (FAAH), enquanto que 2-AG é metabolizado por
lipase monoacilglicerol (MAGL) [5].
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Os primeiros estudos que avaliaram a relacao entre as
variacdes de CNR1 e a esquizofrenia obtiveram resultados
negativos (Tabela 1). Tsai et al." ndo encontraram ligacao
entre o polimorfismo (AL136096) com repeticao tripla de
(AAT)n e a esquizofrenia em um estudo que compara 127
pacientes chineses com esquizofrenia e 146 controles sauda-
veis. Leroy et al."™ avaliaram um polimorfismo diferente do
mesmo gene, 1359 G/A (rs1049353). Esses autores também
nao encontraram quaisquer diferencas quanto a frequéncia
alélica ou a distribuicdo genotipica entre 102 pacientes com
esquizofrenia ou transtorno esquizoafetivo e 63 controles
em uma populacao francesa caucasiana. De forma seme-
lhante, Zammit et al.'® ndo encontraram qualquer relacao
entre esse mesmo polimorfismo e a esquizofrenia em 750
pacientes, se comparados a 688 controles em uma populacao
britanica. Seifert et al.” avaliaram a associacao entre os

trés polimorfismos de CNR1 (1359 G/A [rs1049353], [AAT]n
repeticao tripla [AL136096] e rs6454674) com esquizofrenia
em 104 pacientes e 140 controles em uma populacao alema,
mas nao encontraram diferencas entres esses grupos. Houve
uma tendéncia em direcao a menor frequéncia do alelo
(AAT),, em pacientes, embora o resultado ndo tenha atingido
significancia estatistica, possivelmente devido ao tamanho
reduzido da amostra. Hamdani et al.' também estudaram o
polimorfismo 1359 G/A (rs1049353) e, novamente, nao encon-
traram associacao com a esquizofrenia em 133 pacientes, se
comparados aos 141 controles em uma populacao francesa.
Apesar dos resultados negativos, o trabalho mencionado
encontrou uma frequéncia maior do alelo G em pacientes
com esquizofrenia refrataria, o que poderia significar que o
polimorfismo 1359 G/A ndo estaria relacionado a vulnerabili-
dade para esse transtorno, mas sim a uma resposta a drogas

Tabela 1 Variagoes genéticas nos componentes do SECB na esquizofrenia

Autores Objetivo Tipo Sujeitos Polimorfismos Resultados Conclusées
Tsai et al.™ Avaliar o Estudo de = 127 pacientes com = Repeticao tripla de N&o houve Nao sustenta a
envolvimento do associacao genética. esquizofrenia (AAT)n (AL136096) associacao hipotese de que

gene CNR1 na
patogénese da
esquizofrenia.

= 146 controles
= Populagéo chinesa

significativa entre
os genotipos do
gene CNR1 e
esquizofrenia.

o polimorfismo
com repeticao
tripla de (AAT)

n esta associado a
patofisiologia de
ESQ.

Leroy et al."™

Avaliar o
envolvimento do
gene CNR1 na
patogénese da
esquizofrenia.

Estudo de

associacao genética.

= 102 pacientes com
ESQ ou transtornos
esquizoafetivos

= 63 controles
= Populacéo francesa

= 1359 G/A
(rs1049353)

= Nao houve
diferenca na
frequéncia alélica
ou na distribuicao
genotipica entre
pacientes com ESQ e
controles.

= O genodtipo gg foi
menos frequente
em pacientes
esquizofrénicos que
nao usavam drogas.

= Nao sustenta a
hipotese de que o
polimorfismo 1359
G/A esta associado
a patofisiologia de
ESQ.

= Sugere que as
variacoes genéticas
de CNR1 estao
relacionadas ao
risco de se usarem
drogas na ESQ.

Ujike et al.®®

Avaliar o
envolvimento do
gene CNR1 na
patogénese da
esquizofrenia.

Estudo de

associacao genética.

Polimorfismo 1359
G/A:

= 116 pacientes com
ESQ (paranoides: 55;
hebefrénicos: 61)

= 137 controles
Polimorfismo (AAT)
n:

= 242 pacientes com
ESQ (paranoides:
110; hebefrénicos:
128)

= 1359 G/A
(rs1049353)

= Repeticao tripla de
(AAT)n (AL136096)

= A frequéncia
alélica da repeticao
de (AAT)n foi
diferente entre
hebefrénicos

e controles
(frequéncia mais
alta do alelo de
[AAT], e mais baixa
do alelo de [AAT],,).

= Nao houve

diferenca na
distribuicao tripla

Sustenta a

hipotese de que o
polimorfismo com
repeticdo tripla de
(AAT)n, mas nao o
polimorfismo 1359
G/A, esta associado
a patofisiologia de
ESQ hebefrénica.

= 296 controles de 1359 G/A
Populaca entre pacientes e
i CPUEED controles.
japonesa
orita et al. valiar o studo de . pacientes com = Pro r do houve 30 sustenta a
Morita et al.” Avali Estudo d 260 ient Pro129Th Nao h Na tent

envolvimento do
gene FAAH na
patogénese da
esquizofrenia.

associacao genética.

ESQ (paranoides:
127; hebefrénicos:
127; nao
classificados: 6)

= 63 controles

= Populacao
japonesa

(rs324420)

diferenca quanto a
frequéncia alélica
ou distribuicao
fenotipica entre
pacientes com

ESQ e controles
(independetemente
do subtipo do
transtorno).

hipotese de que
o polimorfismo
Pro129Thr esta
associado a
patofisiologia de
ESQ.
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Martinez-Gras
et al.”

Avaliar o
envolvimento do
gene CNR1 na
patogénese da
esquizofrenia.

Estudo de

associacao genética.

= 113 pacientes com
ESQ

= 111 controles

* Populacao
espanhola

= Repeticao tripla de
(AAT)n (AL136096)

Houve diferenca
quanto a frequéncia
alélica da

repeticdo de (AAT)
n entre pacientes

e controles
(frequéncia mais
baixa do alelo 4 -
[AAT], ).

= Sustenta a
hipotese de que

o polimorfismo
com repeticao
tripla de (AAT)

n esta associado a
patofisiologia de
ESQ.

= O alelo 4 poderia
ser o variante de
protecao para a ESQ
do gene CNR1.

Zammit et al."® Avaliar o Estudo de = 750 pacientes com = 1359 G/A Nao houve Nao sustenta a
envolvimento dos associacao genética. ESQ (rs1049353) diferenca quanto hipotese de que o
genes de CNR1 - 638 controles a distribuicao polimorfismo 1359
e CHRNA7 na . genotipica de 1359  G/A esta associado
patogénese de ESQ. : P.oPu.lagao G/A entre pacientes a patofisiologia de

britanica e controles. ESQ.

Seifert et al."” Avaliar o Estudo de = 104 pacientes com = 1359 G/A = A frequéncia = Nao sustenta a

envolvimento do associacao genética. ESQ (rs1049353) alélica de (AAT), foi hipotese de que os

gene CNR1 na
patogénese da
esquizofrenia.

= 140 controles
= Populacao alema

= Repeticdo tripla de
(AAT)n (AL136096)

= rs6454674

menor em pacientes
portadores de

ESQ do que em
controles, mas nao
foi estatisticamente
significativa.

= Nao houve
diferenca quanto

a frequéncia

alélica dos
polimorfismos 1359
G/A (rs1049353)

e rs6454674

entre pacientes e
controles.

polimorfismos 1359
G/A (rs1049353)

e rs6454674 estao
associados a
patofisiologia de
ESQ.

= Houve tendéncia
de uma frequéncia
menor do alelo
(AAT),,na ESQ,
talvez nao
confirmada devido
ao tamanho da
amostra, que foi
pequena.

Chavarria-Siles et
al.?

Avaliar o
envolvimento do
gene CNR1 na
patogénese da
esquizofrenia.

Analises de
associacao genética

baseada em familia.

= 66 pacientes com
ESQ hebefrénica

= 244 pacientes
portadores de ESQ
(fenotipo amplo)

= populacao
costarriquenha

= Repeticdo tripla de
(AAT)n (AL136096)

= Houve associacao
entre a repeticao
tripla do
polimorfismo de
(AAT)n em pacientes
portadores de

ESQ hebefrénicos
(frequéncia menor
do alelo 4 - [AAT],).

= Nao houve
associacao entre

o polimorfismo

e pacientes
portadores de ESQ
(fenotipo amplo).

= Sustenta a
hipotese de que

o polimorfismo
com repeticao
tripla de (AAT)

n esta associado a
patofisiologia de
ESQ hebefrénica.
= Sustenta a
hipotese de que
mecanismos
genéticos e
patofisiolégicos
distintos podem
estar relacionados
aos diferentes
subtipos de ESQ.

Hamdani et al."®

Avaliar o
envolvimento do
gene CNR1 na
patogénese da
esquizofrenia e
resposta de AP.

Estudo de

associacao genética.

= 133 pacientes
portadores de ESQ
em AP atipicos
(responsivos: 74;
nao responsivos: 59)

= 141 controles
= Populacgéo francesa

= 1359 G/A
(rs1049353)

= rs806368
= rs806379
= rs806380

= Nao houve
diferenca quanto as
frequéncias alélicas
e genotipicas do
polimorfismo 1359
G/A (rs1049353)
entre pacientes e
controles.

= A frequéncia
alélica do alelo G do
polimorfismo 1359
G/A (rs1049353)

foi mais alta

nos pacientes
esquizofrénicos nao
responsivos.

O polimorfismo1359
G/A (rs1049353) nao
estaria relacionado
a vulnerabilidade da
ESQ, mas a resposta
do antipsicético
atipico.
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= Nao houve
diferenca quanto
as frequéncias
alélica e genotipica
dos polimorfismos
rs806368, rs806379
e rs806380 entre
responsivos e nao
responsivos.

Tiwari et al.?

Avaliar o Estudo de
envolvimento do

gene CNR1 no ganho
de peso induzido por

AP em ESQ.

associacao genética.

= 183 pacientes
portadores de ESQ
ou transtornos
esquizoafetivos
em tratamento
antipsicotico

= Populacgao de
ascendéncia
europeia (n=117) e
africana (n=55)

= rs806368

= 1512720071
= rs1049353
= rs806369

= 15806370

= rs806374

= rs806375

= 15806377

= rs806378

= 52023239
= rs806380

= rs806381

= 157752758
= 1512528858
= 112205430
= rs6914429
= 152180619
= rs754387

= rs9450902
= 1510485170

A frequéncia alélica
do polimorfismo
rs806378 (alelo

T) foi mais alta
em pacientes
esquizofrénicos
europeus que
ganham mais peso
com APs atipicos
(clozapina ou
olanzapina).

Sustenta a
hipotese de que
o polimorfismo
rs806378 esta
relacionado ao
ganho de peso
induzido por AP
atipico.

Ishiguro et al.?

Avaliar o Estudo de
envolvimento do
gene CNR2 na
patogénese da

esquizofrenia

associacao genética.

= 1.920 pacientes
portadores de ESQ

= 1.920 controles

= Populagao
japonesa

= 159424339

= 152502959

= 152501432 (R63Q)
= 152229579 (H316T)
= rs12744386

As frequéncias
alélicas dos
polimorfismos
rs12744386 e
rs2501432 (R63Q)
foram mais elevadas
em pacientes
portadores de ESQ.

Sustenta a
hipotese de que
os polimorfismos
rs12744386 e
rs2501432 (R63Q)
do gene CNR2
estao associados
a patofisiologia da
ESQ.

Ho et al.*

Estudo transversal
entre os com neuroimagem
polimorfismos do (IRM) e bateria
gene CNR1, o uso da cognitiva.
cannabis, o volume

cerebral e a funcao

cognitiva em ESQ.

Avaliar interagoes

= 52 pacientes
portadores de
ESQ ou transtorno
esquizoafetivo
usuarios/
dependentes da
cannabis.

= 183 pacientes com
ESQ ou transtorno
esquizoafetivo

nao usuarios/
dependentes da
cannabis.

= 15806365
= rs806366
= rs806368
= rs806374
= rs806375
= 15806376
= rs806380
= 157766029
= 1512720071

« rs1049353 (1359
G/A)

= rs6454672
= rs9450898

= Os usuarios

de cannabis
apresentaram
volumes
frontotemporais da
SB menores do que
0S N30 Usuarios.

= Nao houve
diferenca quanto as
frequéncias alélicas
entre usuarios e nao
usuarios.

= Portadores de
rs12720071 (alelo
G) apresentaram
volumes
frontotemporais
da SB menores do
que os portadores
do alelo A. Os
usuarios da cannabis
apresentaram
volumes ainda
menores da SB
parietal.

= Sugere que o

uso da cannabis
associado aos
genotipos
especificos de CNR1
pode contribuir para
as alteracoes de SB
e déficits cognitivos
em um subgrupo

de pacientes
portadores de ESQ.

= Sustenta a
hipotese de que as
influéncias genéticas
e ambientais agem
em conjunto para
determinar a
expressao fenotipica
na ESQ.
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= Portadores de
rs7766029 (alelo C)
apresentaram o lobo
parietotemporal
menor do que os
portadores do alelo
T e rs9450898 (alelo
C) apresentaram
volumes menores da
SB frontotemporal
do que os
portadores do

alelo T.

= Portadores
rs12720071 alelo

G apresentaram os
piores resultados
nos testes de
resolucdo de
problemas e de
velocidade de
processamento/
atencdo. Os usuarios
da cannabis tiveram
resultados ainda
piores nos testes

de resolucao de
problemas.

antipsicoticas. Além disso, as diferencas entre outros trés
polimorfismos (rs806368, rs806379 e rs806380) foram analisa-
das entre pacientes refratarios ou responsivos ao tratamento
antipsicotico, mas nenhuma associacao foi encontrada.
Finalmente, Morita et al." investigaram uma possivel relacao
entre o polimorfismo Pro129Thr (rs324420) do gene FAAH e
a esquizofrenia. Nenhuma diferenca foi encontrada em um
grupo de 260 pacientes com esquizofrenia (127 paranoides,
127 hebefrénicos e seis nao classificados), em comparacao
a 63 controles na populacao japonesa, independentemente
do subtipo de transtorno.

Contrastando esses resultados negativos, outros estudos
indicam uma associacao entre as variacoes no gene CNR1 e a
esquizofrenia. Ujike et al.?® compararam 242 pacientes (110
paranoides e 128 hebefrénicos) com 296 controles saudaveis
em uma populacdo japonesa em relacao ao polimorfismo
(AL136096) com repeticao tripla (AAT)n e encontraram uma
diferenca relativa a frequéncia alélica entre hebefrénicos
versus controles (frequéncia maior para o alelo [AAT], e
menor para o alelo [AAT],,). No mesmo estudo, outro grupo
com 116 pacientes e 137 controles foi avaliado quanto a
diferencas no polimorfismo G/A (rs1049353), mas nenhuma
foi encontrada. Alguns desses resultados foram reproduzidos
por Martinez-Gras et al.”, que encontraram uma frequéncia
baixa do alelo (AAT),, (alelo 4) em 113 pacientes com esqui-
zofrenia em comparacao a 111 controles em uma populacao
espanhola. Chavarria-Siles et al.”2 compararam 244 pacientes
com esquizofrenia, sem a classificacao de subtipo, a 66 pa-
cientes do subtipo hebefrénico e nao encontraram associacao
entre o polimorfismo (AL136096) com repeticao tripla (AAT)n
em pacientes com esquizofrenia em geral, mas, como Ujike
et al.,” observaram um efeito para pacientes do subtipo
hebefrénico (frequéncia menor do alelo [AAT], ). Esses dados
refletem a heterogeneidade fisiopatologica da esquizofrenia
e sugerem que variacoes no gene CNR1 podem contribuir
para a patogénese dos subtipos especificos desse transtorno.

Tiwari et al.?avaliaram 20 polimorfismos do gene CNR1
em 183 pacientes portadores de esquizofrenia ou transtorno
esquizoafetivo em tratamento antipsicotico e encontra-
ram frequéncia alélica (alelo T) mais alta do polimorfismo
rs806378 nos pacientes que ganharam mais peso enquanto
usavam clozapina ou olanzapina, o que sugere que essa va-
riacdo genética esta relacionada a suscetibilidade do ganho
de peso induzido por antipsicoticos.

Em um estudo interessante, Ho et al.** avaliaram intera-
¢oes entre os polimorfismos de CNR1, o uso de cannabis, o
volume cerebral e a funcao cognitiva. Os autores compararam
52 pacientes portadores de esquizofrenia ou de transtorno
esquizoafetivo e usuarios/dependentes da cannabis e 183
pacientes nao usuarios e observaram menores volumes da
substancia branca frontotemporal (SB) naqueles que fuma-
vam cannabis. Além disso, pacientes com o polimorfismo
rs12720071 (alelo G) tinham volumes menores de SB do que
aqueles com o alelo A. Aqueles com o alelo G usuarios da
cannabis tinham volumes ainda menores de SB. Pacientes com
rs7766029 (alelo C) e rs9450898 (alelo C) apresentaram volu-
mes menores de SB do que aqueles com o alelo T. Na bateria
cognitiva, pacientes com rs12720071 (alelo G) apresentaram
resultados piores nos testes de resolucao de problemas e
de velocidade de processamento/atencao. Os resultados
dos testes de resolucao de problemas foram ainda piores
nos portadores do alelo G que fumaram cannabis. Aqueles
resultados sugerem que o uso da cannabis em associacao
com genotipos especificos de CNR1 pode contribuir para as
alteracoes na SB e para o déficit cognitivo em um subgrupo
de pacientes esquizofrénicos, o que favorece a hipotese de
que a genética e os fatores ambientais agem em conjunto
para determinar a expressao fenotipica na esquizofrenia.

Apenas um estudo focou nas variacdes do gene CNR2 (que
decodifica CB2-R) na patogénese da esquizofrenia. Ishiguro
et al.? avaliaram as diferencas quanto as frequéncias aléli-
cas de cinco polimorfismos de CNR2 (rs9424339, rs2502959,
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rs2501432 [R63Q], rs2229579 [H316T] e rs12744386), compa-
rando 1.920 pacientes portadores de esquizofrenia a 1.920
controles em uma populacao japonesa. Os autores encon-
traram uma associacao entre os polimorfismos rs2501432
(R63Q) e rs12744386 e o transtorno. Esse resultado corrobora
a hipotese de que as variacdes no gene CNR2 podem ter
participacao na fisiopatologia da esquizofrenia.

De forma geral, a maioria dos estudos se refere aos
polimorfismos com repeticao tripla de (AAT)n (AL136096)
e 1359 G/A (rs1049353) do gene CNR1. Dentre os estudos
que avaliam o polimorfismo com repeticao tripla de (AAT)n
(AL136096), um encontrou uma associacao com a esquizo-
frenia,?' dois encontraram associacoes com esquizofrenia do
subtipo hebefrénica?®? e dois nao encontraram associacoes
entre o polimorfismo e o transtorno.'*'” Dentre os estudos que
avaliaram o polimorfismo 1359 G/A (rs1049353),">-'82° nenhum
identificou qualquer associacao. O Unico estudo que avaliou
variacoes do gene CNR2% observou uma relacao entre dois
polimorfismos e a esquizofrenia. Os polimorfismos Pro129Thr
(rs324420) do gene FAAH, e rs6454674 do gene CNR1, bem
como rs9424339, rs2502959 e rs2229579 (H316T) do gene
CNR2, nao pareceram ter qualquer relacao com o transtorno.

Alteracées de receptores canabinoides no cérebro

Outra estratégia empregada por alguns autores para investi-
gar o papel do SECB na fisiopatologia da esquizofrenia foca na
determinacao dos niveis de CB1-R em determinadas regides
do cérebro possivelmente relacionadas a esse transtorno.
Isso foi feito nos estudos post-mortem e in vivo. Os estudos
post-mortem avaliaram a densidade de CB1-R por meio de
trés métodos principais: ensaios com ligacao de radioligan-
tes, imuno-histoquimica ou reacao em cadeia da polimerase
(PCR), enquanto estudos in vivo empregaram técnicas de
neuroimagem. Esses estudos estao resumidos na Tabela 2.
O primeiro estudo post-mortem com um radioligante
foi conduzido por Dean et al.,?® que investigou diferencas
quanto aos niveis de ligacao de [*H] CP-55940 (um antago-
nista de CB1-R) na area 9 do cortex pré-frontal dorsolateral
(dIPFC), caudado-putamen e hipocampo de 14 pacientes
com esquizofrenia e 14 controles. Os autores detectaram
um aumento da densidade do CB1-R no dIPFC de pacien-
tes, um resultado nao relacionado ao consumo de canna-
bis. Nao houve diferenca em outras regioes do cérebro.
Além disso, Dalton et al.?” avaliaram a densidade de CB1-R

Tabela 2 Alteracoes de receptores endocanabinoides no cérebro

Areas cerebrais

Autores

Objetivo

Tipo

Sujeitos investigadas

Resultados

Conclusées

Dean et al.?

Avaliar a densidade
do CB1-R (por meio
do nivel da ligacao
do radioligante [*H]
CP-55940, agonista
de CB1) nas areas do
cérebro envolvidas
na ESQ.

Analise
observacional,
transversal, post-
mortem do tecido
cerebral usando
radioligante e
autorradiografia.

= dIPFC, area 9
= CP

= 14 pacientes
portadores de ESQ

= 14 controles « Lobo temporal

= Aumento da
densidade de CB1-R
no dIPFC de sujeitos
portadores de ESQ
independentemente
da recente ingestao
de cannabis).

= Nenhuma diferenca
na densidade do
CB1-RnoCPe

no hipocampo na
comparacao de
pacientes portadores
de ESQ e controles.

= Aumento na
densidade de CB1-R
no CP de sujeitos
que haviam ingerido
recentemente

a cannabis
(independentemente
do diagnostico).

Favorece a hipotese
de que as mudancas
no SECB no dIPFC
estdo associadas a
patologia de ESQ.

Zavitsanou et al.?®

Avaliar a densidade
do CB1-R (por meio
do nivel da ligacao
do radioligante

[3H] SR141716A,
antagonista do CB1)
nas areas do cérebro
envolvidas na ESQ.

Andlise
observacional,
transversal, post-
mortem do tecido
cerebral usando
radioligante e
autorradiografia.

Aumento da
densidade de CB1-R
no ACC de sujeitos
portadores de ESQ
(independentemente
da recente ingestao
da cannabis).

Favorece a hipotese
de que mudancas
no SECB no ACC
estdo associadas a
patologia da ESQ
(principalmente os
sintomas cognitivos
e negativos).

Newell et al.?”

Avaliar a densidade
do CB1-R (por meio
do nivel da ligagao
do radioligante [*H]
CP-55940, agonista
de CB1) nas areas do
cérebro envolvidas
na ESQ.

Analise
observacional,
transversal, post-
mortem do tecido
cerebral usando
radioligante e
autorradiografia.

= 10 pacientes =ACC
portadores de ESQ

= 10 controles

= 0ito pacientes = PCC

portadores de ESQ

= oito controles

Aumento da
densidade do CB1-R
no PCC (camadas
superficiais) de
sujeitos portadores
de ESQ.

Favorece a hipotese
de que mudancas
no SECB no PCC
estdo associadas a
patologia da ESQ.
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Deng et al.® Avaliar a densidade  Analise = oito pacientes = STG N&o ha diferenca Nao favorece a
do CB1-R (por meio  observacional, portadores de ESQ quanto a densidade  hipotese de que
do nivel da ligacao  transversal, post- . do CB1-R no STG, CB1-R no STG

. ’ . = oito controles 5 . X N

do radioligante mortem do tecido na comparagao estd associado a
[3H] SR141716A, cerebral usando de pacientes com patologia de ESQ.
antagonista do CB1) radioligante e controles.
nas areas do cérebro autorradiografia.
envolvidas na ESQ.

Koethe et al.*" Avaliar a densidade ~ Analise » 15 pacientes = ACC N&o ha diferenca Néo favorece a

do CB1-R na area do
cérebro envolvida
em ESQ, TB e TDM.

observacional,
transversal, post-
mortem do tecido
cerebral usando

imuno-histoquimica.

portadores de ESQ

= 15 pacientes com
TB

= 15 pacientes com
TDM

= 15 controles

quanto a densidade
do CB1-R no ACC,

na comparacao de
pacientes portadores

de ESQ com controles.

hipotese de que
CB1-R no ACC
esta associado a
patologia de ESQ.

Eggan et al.*

Avaliar a densidade
do CB1-R (expressao
do mRNA e da
proteina) na area do
cérebro envolvida
na ESQ.

Analise
observacional,
transversal, post-
mortem do tecido
cerebral usando
imuno-histoquimica

e hibridacao in situ.

= 23 pacientes
portadores de ESQ

= 23 controles

= dIPFC, area 9

Reducéo da expressao
do mRNA e da
proteina do CB1-R

no dIPFC (area 9),

na comparacao de
pacientes portadores

de ESQ com controles.

Favorece a hipotese
de que mudangas
no dIPFC (area 9)
estdo associadas a
patologia da ESQ.

Uriglien et al.*

Avaliar a densidade
do CB1-R, dos
receptores D2

da dopamina e

A,, da adenosina
(expressao do mRNA
e da proteina) na
area do cérebro
envolvida na ESQ.

Analise
observacional,
transversal, post-
mortem do tecido
cerebral usando
imunoblot e PCR.

= 31 pacientes
jovens

esquizofrénicos que

cometeram suicidio
(11 foram tratados
com AP atipicos)

= 13 vitimas de
suicidio nao ESQ

= 33 controles que
nao cometeram
suicidio

= dIPFC, area 9

* Reducao da
expressao do mRNA e
da proteina do CB1-R
no dIPFC (area 9),

na comparacao de
pacientes portadores
de ESQ com controles
(independentemente
do suicidio).

= Nao ha diferenca
quanto a expressao
do mRNA do CB1-R
no dIPFC (area 9),

na comparacao de
pacientes portadores

de ESQ com controles.

Favorece a hipotese
de que mudangas
no dIPFC (area 9)
estao associadas a
patologia da ESQ
e de que o uso

de antipsicoticos
esta relacionado
a sub-regulacao
descendente do
CB1-R nessa area.

Wong et al.*

Avaliar a densidade
do CB1-R na area do
cérebro envolvida
na ESQ.

Analise
observacional,
transversal,
neuroimagem in
vivo (PET scan) com
radioligante.

= 10 pacientes com
ESQ em APs

= 10 controles

= cortices frontal,
temporal,

parietal, occipital
e cingulado,

giro fusiforme,
hipocampo, para-
hipocampo, insula,
putamem, caudado,
globo palido,
talamo, cerebelo e
ponte.

= Aumento da
densidade do CB1-R
na ponte de sujeitos
com esquizofrenia.

= Correlagao positiva
entre a expressao de
CB1-R e os sintomas
positivos. Correlacao
negativa entre a
expressao do CB1-Re

os sintomas negativos.

= Favorece a
hipotese de que
mudancas no SECB
estdo associadas a
patologia da ESQ.

Eggan et al.>*

Avaliar a densidade
do CB1-R na area do
cérebro envolvida
na ESQ.

Analise
observacional,
transversal, post-
mortem do tecido
cerebral usando
imunocitoquimica.

Coorte n° 1:

= 12 pacientes com

ESQ
= 12 controles
Coorte n°2:

= 14 pacientes com

ESQ

= 14 pacientes com
TDM

=14 controles

= dIPFC, area 46

Coorte n° 1:

= Reducao da
densidade do CB1-R
no dIPFC (area 46) de
sujeitos com ESQ.

Coorte n°2:

= Reducao da
densidade do CB1-R
no dIPFC (area 46),
na comparacao de
pacientes com ESQ,
pacientes com TDM e
controles.

= Nao ha diferenca
quanto a densidade
do CB1-R no dIPFC,
na comparacao de
pacientes portadores
de TDM com
controles.

= Favorece a
hipotese de que
mudancas no
SEBC (area 46)
estdo associadas a
patologia da ESQ

= As alteragoes

do CB1-R estao
presentes em
algumas regides
do dIPFC e seriam
especificas (nao
presentes no TDM)
da ESQ.
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Ceccarini et al.

Avaliar a densidade
do CB1-R na area do
cérebro envolvida
na ESQ.

Analise
observacional,
transversal,
neuroimagem in
vivo (PET scan) com
radioligante.

= 49 pacientes
portadores de ESQ
com AP

* nove pacientes
portadores de ESQ
sem AP

= 12 controles

= NA
= insula

= ACC

= Aumento da
densidade do CB1-R

no NA de sujeitos com

esquizofrenia.

= Aumento da
densidade do CB1-R
na insula e no ACC
de sujeitos com
esquizofrenia em
tratamento com AP.

= Favorece a
hipotese de que
mudangas no
SECB no NA, na
insula e no ACC
estdo associadas a
patologia da ESQ.

Dalton et al.”

Avaliar a densidade
do CB1-R (ligacao
do radioligante

[*H] CP-55940 e
expressao do mRNA)
na area do cérebro
envolvendo a ESQ.

Analise
observacional,
transversal, post-
mortem do tecido
cerebral usando
radioligante,
autorradiografia e

= 16 pacientes com
ESQ paranoide

= 21 pacientes com
ESQ nao paranoide

= 37 controles

= dIPFC, area 46

= Aumento da
densidade do CB1-R
no dIPFC (area

46) de sujeitos

com esquizofrenia
paranoide.

= Favorece a
hipotese de que
mudancas no SECB
no dIPFC (area 46)
estdo associadas a
patologia da ESQ
paranoide.

PCR quantitativa.

= Nao ha diferenca
quanto a expressao
do mRNA do CB1-R,
na comparagao entre
pacientes portadores
de esquizofrenia e
controles.

em outra area do dIPFC (area 46) com o mesmo ligante e
encontraram um aumento na densidade desse receptor em
pacientes com esquizofrenia paranoide (n = 16) quando
comparados aos controles (n = 37). Zavitsanou et al.?®
focaram no cortex cingulado anterior (ACC) com o uso
do antagonista de CB1-R [*H]-SR141716A em 10 pacientes
com esquizofrenia versus 10 controles, descrevendo um
aumento da densidade de CB1-R. Newell et al.?’ também
encontraram um aumento da expressao do CB1-R no cortex
cingulado posterior (PCC), conforme revelado pelo agonis-
ta de CB1-R [*H]-CP-55940, em oito pacientes e oito con-
troles. Finalmente, Deng et al.* avaliaram as diferencas na
ligacao de [*H]-SR141716A no giro temporal superior (STG),
uma regiao cerebral envolvida nas alucinacdes auditivas.
No entanto, nao encontraram nenhuma diferenca entre
pacientes (n = 8) e controles (n = 8).

Quatro estudos post-mortem empregaram técnicas
diferentes para medir a densidade de CB1-R. Por meio da
imuno-histoquimica, Koethe et al.’' ndo encontraram dife-
rencas no ACC de pacientes com esquizofrenia em relacao
aos controles (n = 15 por grupo). No entanto, Eggan et al.*
observaram uma reducao de CB1-R no dIPFC (area 9), con-
forme revelado pela expressao da proteina, e do RNAm de
23 pacientes e do mesmo nimero de controles. Da mesma
forma, Uriglien et al.3® encontraram a expressao reduzida
da proteina CB1-R (mas ndao do RNAm) nessa mesma regiao
em uma amostra de 31 jovens pacientes, se comparados a
33 controles. Finalmente, Eggan et al.** também avaliaram
a densidade de CB1-R no dIPFC, area 46, em duas coortes
de pacientes e controles. Na primeira coorte, que contém o
mesmo grupo do estudo anterior, encontrou-se reducao da
densidade de CB1-R nessa regiao do cérebro. Na segunda,
contendo 14 pacientes com esquizofrenia, 14 com depressao
maior e 14 controles, também houve reducao da densidade
do CB1-R na esquizofrenia, se comparada aos controles e ao
grupo que sofre de depressao maior.

Com relacao aos estudos in vivo, dois avaliaram os niveis
do CB1-R no cérebro por meio dos métodos de neuroima-
gem. Wong et al.*® empregaram o PET scan para avaliar a

expressao do receptor em determinadas areas do cérebro
(cortices frontal, temporal, parietal, occipital e cingulado;
giro fusiforme, hipocampo, insula, putamen, nlcleo caudado,
globo palido, talamo, cerebelo e ponte) de 10 pacientes e
um namero igual de controles. Foi encontrado um aumento
significativo da expressao do receptor apenas na ponte.
Também houve tendéncia nesse sentido na maioria das
regioes (exceto para o giro fusiforme e o cerebelo). Além
disso, os autores verificaram que a expressao do CB1-R se
correlaciona diretamente com os sintomas positivos e de
forma inversa com os negativos. Ceccarini et al.* também
empregaram o PET scan para avaliar os niveis do receptor em
trés areas do cérebro (nlcleo accumbens, insula e ACC) de
49 pacientes com esquizofrenia tratados com antipsicoticos,
nove pacientes sem tratamento e 12 controles. Os autores
observaram um aumento na densidade do CB1-R no nlcleo
accumbens, independentemente do status do tratamento,
e um aumento na insula e no ACC em pacientes tratados em
relacao aos controles.

Em resumo, os estudos que medem a expressao do CB1-R
na esquizofrenia geram resultados contraditérios. Cinco deles
avaliaram o dIPFC (trés deles com foco na area 9 e dois na
area 46). Na area 9, um estudo encontrou um aumento? e
dois um decréscimo®?* na esquizofrenia. Com relacdo a area
46, um estudo verificou um aumento? e outro um decrésci-
mo.3* No ACC, dois estudos observaram niveis mais altos do
CB1-R,%3%* enquanto outro nao encontrou diferencas entre
pacientes e controles.3' Por outro lado, houve um aumento
de PCC¥, da ponte*, do nucleo accumbens e da insula.3®
Nenhuma diferenca foi observada no caudado-putamen, no
hipocampo? e no STG*.

Alteracées nos niveis endocanabinoides
no liquor e no sangue

Além de mudancas no SECB em regides cerebrais, estudos
descreveram niveis alterados de eCB no liquor e no sangue
coletado de pacientes. Os oito estudos recuperados em nossas
buscas estao resumidos na Tabela 3.
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Quatro deles mediram os niveis de eCB no liquor. Leweke
et al.* focaram nos niveis de AEA e PEA em 10 pacientes com
esquizofrenia e 11 controles e encontraram niveis elevados
de AEA em pacientes. Em outro estudo, Giuffrida et al.®
mediram AEA, PEA e OEA em quatro grupos: 47 pacientes
sem tratamento com primeiro episdédio de esquizofrenia
paranoide; 71 sob tratamento com antipsicoticos (36 tipicos
e 35 atipicos); 22 com transtornos de humor e 13 com sin-
drome demencial. Os niveis de AEA aumentaram, enquanto
o PEA diminuiu no primeiro grupo de pacientes. Ambos eCBs
aumentaram em pacientes em tratamento com antipsicoti-
cos atipicos. Em pacientes com esquizofrenia tratados com
antipsicoticos tipicos, com transtornos de humor e com
demeéncia, ndao houve mudancas nos niveis de AEA se com-
parados ao controles. Os niveis de OEA em pacientes sem
tratamento com primeiro episodio de esquizofrenia paranoide
nao diferiram daqueles dos controles. E importante ressaltar
que havia uma correlacdo negativa entre os niveis de AEA
no liquor em pacientes com esquizofrenia e os sintomas
(conforme revelado pela Escala das Sindromes Negativas e
Positivas, PANSS), o que sugere que o AEA pode representar
uma resposta moduladora contra o estado hiperdopaminér-
gico caracteristico da esquizofrenia.

Para avaliar os efeitos do consumo da cannabis nos
niveis de eCB no liquor, Leweke et al.* mediram os niveis
de AEA, PEA e OEA em 44 pacientes com esquizofrenia e 81
controles e ambos os grupos foram divididos em subgrupos
de acordo com o consumo elevado ou baixo da cannabis. Os
autores detectaram um nivel mais alto de AEA no liquor em
pacientes que consumiram menos cannabis na comparagao
com aqueles que a usaram com frequéncia ou aos controles.
Os niveis de outros eCBs nao foram alterados. Houve uma
correlacao negativa entre os niveis de AEA no liquor e o escore
de PANSS, mas apenas no grupo de pacientes que apresenta-
ram baixo consumo de cannabis. Os autores sugeriram que
0 uso pesado da cannabis por sujeitos com SECB hiperativos
pode provocar um down-regulation da sinalizacao de AEA no
sistema nervoso central e interromper a modulacao de eCB
no sistema dopaminérgico.*

Koethe et al.* testaram a hipotese de que o aumento de
eCBs na esquizofrenia poderia ser detectado nos estagios ini-
ciais do transtorno. Dessa forma, mediram os niveis de AEAe
OEA em 27 pacientes psicoticos na fase prodromica e 81 con-
troles. Os niveis de AEA, mas nao de OEA, foram elevados nos
pacientes. Novamente, houve uma correlacao inversa entre
o escore PANSS, mas apenas quanto as dimensoes cognitivas.
Pacientes em estagio prodromico com niveis mais elevados
de AEA no liquor tendem a desenvolver menos psicose, o que
sustenta a hipotese de que o SECB pode exercer um papel
modulador sobre o sistema dopaminérgico, que, por sua
vez, protege contra os sintomas positivos. Giuffrida et al.,®
Leweke et al.* e Koethe et al.* também mediram os niveis
de AEA, PEA e OEA no sangue (soro), mas nao observaram
diferencas relativas aos controles. Yao et al.* mediram AEA
e 2-AG em 17 pacientes sem tratamento com primeiro epi-
sodio de esquizofrenia, 20 pacientes estaveis e 20 controles.
Eles observaram um aumento de AEA no primeiro grupo em
comparacao aos controles e niveis reduzidos de 2-AG em
relacao aos pacientes estaveis. Schwarz et al.”? mediram a
amida de acido graxo (FAA, uma classe de lipidios que inclui
os eCBs) em 70 pacientes com esquizofrenia paranoide sem

tratamento, 74 com esquizofrenia paranoide em tratamen-
to com antipsicoticos (34 com antipsicoticos atipicos e 40
com antipsicoticos tipicos), 37 com transtorno de humor e
59 controles. Os autores observaram que os niveis de FAA
aumentaram em pacientes sem tratamento, portadores de
esquizofrenia, em relacdo aos controles e que esses niveis
foram normalizados em pacientes tratados com antipsicoticos
tipicos, mas nao com os atipicos.

Finalmente, dois estudos avaliaram os niveis sanguineos
dos eCBs antes e depois do tratamento com antipsicoticos.
De Marchi et al.”® mediram AEA e mRNA para FAAH, CB1-R
e CB2-R no sangue de 12 pacientes com esquizofrenia que
apresentavam psicose aguda e 20 controles. Antes do trata-
mento, os niveis de AEA eram mais altos em pacientes, mas
apos o tratamento com olanzapina e melhora dos sintomas
positivos em cinco pacientes, os niveis de AEA reduziram-se a
niveis semelhantes aos dos controles. Também houve reducao
de FAAH e CB2-R mRNA, mas nao do CB1-R mRNA. Potvin et
al.* testaram a hipétese de que a quetiapina poderia ajudar
a reduzir o abuso de drogas em pacientes com esquizofrenia
por meio da modulagao do SECB. Eles quantificaram os niveis
de AEA, 2-AG, PEA e OEA em 27 pacientes com esquizofrenia
dependentes de substancias e 17 controles. Antes do trata-
mento, os niveis de AEA, PEA e OEA, mas nao o de 2-AG, au-
mentaram. Apos 12 semanas de tratamento com quetiapina,
houve reducao do abuso de drogas e melhora dos sintomas
positivos, negativos e depressivos, mas nao houve reducao
dos niveis de AEA, PEA ou OEA.

Em resumo, quatro estudos detectaram um aumento dos
niveis de AEA no liquor.’”% Com relacao as medidas no san-
gue, trés também alcancaram esse resultado,**** enquanto
trés ndo encontraram diferenca alguma.’®3*% Um estudo*
mostrou niveis reduzidos de 2-AG no sangue e outro mostrou
niveis inalterados.* Os niveis da OEA no liquor nao diferiram
daqueles dos controles em dois estudos,®* embora, no
sangue, fossem mais altos* ou estivessem inalterados.
Um estudo verificou que os niveis de PEA no liquor aumen-
taram em pacientes que recebiam antipsicoticos atipicos e
reduziram nos pacientes sem tratamento.3® Outros estudos
verificaram que os niveis sanguineos estavam elevados*
ou inalterados.® Em dois estudos,®* o tratamento com
antipsicoticos atipicos foi inversamente correlacionado aos
niveis de AEA no sangue, mas outra pesquisa nao encontrou
alteracao alguma.* Ja o uso de AP tipicos alterou AEA e FAA
a niveis semelhantes aos dos controles. 34

Concluséao

A presente revisao sistematica descreveu a literatura que
investiga mudancas no SECB em pacientes portadores de
esquizofrenia. Os artigos originais revistos aqui abordaram
os polimorfismos genéticos, a expressao dos receptores ca-
nabinoides em regides especificas do cérebro e os niveis de
eCB no liquor ou no sangue.

Até agora, é dificil esbocar qualquer teoria consistente
sobre o papel do SECB nesse importante transtorno psi-
quiatrico. Levando em consideracao os efeitos agudos da
Cannabis sativa e dos canabinoides, que induzem efeitos
psicotomiméticos,” e as evidéncias epidemioldgicas que
sugerem que o consumo crénico da Cannabis pode ser fator
de predisposicao a esquizofrenia,'®' "2 ha uma razao para
associar mudancas no SECB a sintomas nesse transtorno.
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De fato, foi proposta uma hipotese endocanabinoide da
esquizofrenia.“ No entanto, nao se pode deduzir nenhuma
idéia clara sobre isso a partir dos estudos revisados.

Esse topico é relevante ndo so por razoes tedricas. A
atual terapia farmacologica da esquizofrenia esta limitada
ao antagonismo dos receptores de dopamina, que apresenta
eficacia limitada e consideraveis efeitos colaterais.? Assim,
estratégias farmacologicas alternativas podem ser alcancadas
e uma possivel abordagem envolve a caracterizagao de ou-
tros sistemas neurotransmissores afetados nesse transtorno.
Tal estratégia tem sido usada, por exemplo, com o sistema
glutamatérgico. Baseado na teoria de que a esquizofrenia
pode estar relacionada com um baixo funcionamento gluta-
matérgico, tentativas de aumentar a sua neurotransmissao
vem sendo feitas.®’ Quanto ao SECB, tem-se investigado se o
antagonismo de CB1-R induz os efeitos antipsicoticos, como
uma consequéncia dos efeitos psicotomiméticos de canabi-
noides que ativam esse receptor. No entanto, até agora, os
resultados sao heterogéneos. Estudos em animais também
sao inconsistentes.“®

Por fim, apesar de alguns estudos investigarem mudancas
do SECB na esquizofrenia, ainda ndo esta claro se o mau
funcionamento desse sistema estaria relacionado de forma
consistente a esse transtorno.
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