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RESUMO

GARCIA, G.J. Efeito do nitroprussiato de sodio em voluntérios saudaveis e pacientes
portadores de esquizofrenia: um estudo de ressonancia magnética funcional. 2016. 146f.
Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeir&o Preto, 2016.

Apesar dos numerosos estudos enfocando a compreensdo da esquizofrenia, sua
etiologia permanece desconhecida. Atualmente, as medicacgdes antipsicéticas disponiveis sdo
baseadas principalmente na hipdtese dopaminérgica, porém, apresentam eficacia parcial no
tratamento dos sintomas. Diante disso, outros sistemas neurais tém sido investigados e, nesse
contexto, a hipotese glutamatérgica conquistou grande importancia. Essa hipotese postula a
presenca de uma hipoatividade do receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato na
esquizofrenia e, consequentemente, de uma desregulacdo na neurotransmissdo do 6xido
nitrico. Um ensaio clinico recente com a administracdo de nitroprussiato de sédio, um doador
de 6xido nitrico, mostrou resultados significativos na melhora da sintomatologia de pacientes
esquizofrénicos, entretanto, nenhum estudo de neuroimagem investigou quais séo os efeitos
dessa droga no sistema nervoso central. No crescente campo de estudo da neuroimagem
funcional as redes neurais foram descobertas, sendo a default mode network uma das mais
estudadas na esquizofrenia. Os recentes estudos de neuroimagem funcional tém evidenciado
alteracbes do funcionamento dessa rede neural nos pacientes portadores da doenca,
evidenciando assim, a importancia da default mode network na compreensdo da esquizofrenia.
Nesse caminho, o presente estudo investigou os efeitos agudos da administracdo de
nitroprussiato de sodio na conectividade funcional da rede default mode network através da
ressonancia magnética funcional mediada pelo contraste BOLD (blood oxygen level
dependent) em pacientes portadores de esquizofrenia e em voluntarios saudaveis. Os
pacientes portadores de esquizofrenia foram divididos em dois grupos de acordo com a
medicagdo antipsicotica em uso: grupo sem clozapina (n=13) e grupo com clozapina (n=13).
Os voluntarios saudaveis também foram divididos em grupo controle (n=14) e grupo controle
com tarefa de escuta passiva (n=5). Todos os pacientes portadores de esquizofrenia e o grupo
controle foram submetidos a um protocolo de infusdo de nitroprussiato de sddio com
aquisicdo simultanea de imagens funcionais. Nossos resultados mostraram um aumento da
conectividade funcional da default mode network com a infusdo da medicacdo nos pacientes

portadores de esquizofrenia, especialmente no hemisfério direito, enquanto esse mesmo



padrdo ndo foi encontrado nos controles saudaveis. Além disso, 0 aumento na conectividade
se mostrou distinto entres os grupos de pacientes avaliados, sendo mais precoce e amplo no
grupo de pacientes que ndo estava em uso do antipsicético clozapina. Observamos também
que o efeito modulatério da droga ocorreu sobre regibes da default mode network ja
estudadas e fortemente implicadas na fisiopatogenia da esquizofrenia. Assim, nossa
investigacdo neurofuncional contribuiu para a compreensdo dos efeitos terapéuticos do
nitroprussiato de sédio na sintomatologia de pacientes portadores de esquizofrenia. N0ossos
achados também reforcam a importancia do nitroprussiato de sodio como uma nova

ferramenta farmacoldgica adjuvante no tratamento da esquizofrenia.

Palavras chaves: esquizofrenia, 6xido nitrico, nitroprussiato de sédio, default mode network,

ressonancia magnética funcional.



ABSTRACT

GARCIA, G.J. Effect of sodium nitroprusside in healthy volunteers and patients with
schizophrenia: a functional magnetic resonance imaging study. 2016. 146f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2016.

Despite numerous studies focusing on the understanding of schizophrenia, its etiology
remains unknown. Currently, available antipsychotic medications are mainly based on
dopamine hypothesis, however, they exhibit partial efficacy in the treatment of the symptoms.
Therefore, other neural systems have been investigated and, in this context, the glutamatergic
hypothesis gained great importance. This hypothesis postulates the presence of a hypoactivity
of the N-methyl-D-aspartate glutamate receptor in schizophrenia and, consequently, a
deregulation of nitric oxide neurotransmission. A recent clinical trial with the administration
of sodium nitroprusside, a nitric oxide donor, showed significant results in improving the
symptoms of schizophrenic patients, however, no neuroimaging study investigated what are
the effects of this drug on the central nervous system. The neural networks were discovered
from the growing field of functional neuroimaging study and the default mode network is one
of the most studied in schizophrenia. The recent functional neuroimaging studies have shown
alterations in the functioning of this neural network in patients with the disease, highlighting
the importance of the default mode network in the understanding of schizophrenia. In this
way, the present study investigated the acute effects of sodium nitroprusside administration in
the functional connectivity of the default mode network using blood oxygen level dependent
(BOLD) functional magnetic resonance imaging in patients with schizophrenia and healthy
volunteers. Schizophrenic patients are divided into two groups according to antipsychotic
medication used: group treated without clozapine (n = 13) and group treated with clozapine (n
= 13). Healthy volunteers were also divided into control group (n = 14) and control group
with passive listening task (n = 5). All schizophrenic patients and healthy volunteers were
subjected to a sodium nitroprusside infusion protocol simultaneously to acquisition of
functional images. Our results showed increased default mode network functional
connectivity with the drug infusion in patients with schizophrenia, mainly in the right
hemisphere, while this same pattern was not found in healthy controls. In addition, the
increase in connectivity was distinct between groups of patients because it was earlier and

more extensive in the group of patients that was not in use of clozapine antipsychotic. We also



note that the drug modulatory effect occurred on default mode network regions already
studied and strongly implicated in the schizophrenia pathogenesis. Thus, our neurofunctional
research contributed to the understanding of the sodium nitroprusside therapeutic effects on
the schizophrenia symptoms. Our findings also underline the importance of sodium

nitroprusside as a new adjuvant pharmacological tool in the treatment of schizophrenia.

Keywords: schizophrenia, nitric oxide, sodium nitroprusside, default mode network,

functional magnetic resonance imaging.
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1. Introducéo

1.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia é vista hoje como uma doenca crénica, frequentemente incapacitante e
que afeta cerca de 1% da populagdo mundial, apresentando-se como um dos transtornos
psiquiatricos mais graves e um desafio a psiquiatria (Insel, 2010). De maneira geral, a doenca
se inicia no final da adolescéncia e inicio da vida adulta, causando prejuizo importante ao
funcionamento individual, social e ocupacional (Schultz e Andreasen, 1999). Diante disso,
esse transtorno mental se encontra entre as dez principais causas mundiais de incapacidade
ajustada por ano de vida, gerando altos custos ao setor socioeconémico e aos sistemas de
salde (Murray e Lopez, 1996).

A esquizofrenia possui uma apresentagdo clinica heterogénea, podendo sua
psicopatologia se expressar diferentemente entre os individuos portadores e também ao longo
do curso da doenca. Os sinais e sintomas sdo geralmente classificados em dimensdes positiva
(alucinacbes e delirios), negativa (embotamento afetivo, abulia, alogia, anedonia, avolia,
apatia), de desorganizacdo (pensamento e comportamento), cognitiva (funcdo executiva,
memoria e atencdo), afetiva (depressdo, ansiedade, disforia) e de sintomas motores (postura,
maneirismos, estereotipias, catatonia) (Tandon, Nasrallah e Keshavan, 2009).

1.2 Etiologia

No ultimo século, numerosos estudos tém enfocado a compreensdo da doenca,
entretanto, sua definicdo precisa, limites, patogénese e causas permanecem desconhecidos
(Tandon, 2012). A patogénese ndo conhecida e a falta de marcadores bioldgicos resultam em
uma desordem efetivamente sindrémica, cujo diagnostico € baseado em uma combinagédo de
heterofenomenologia e observagio clinica (Owen, Williams e O'donovan, 2004). E provavel
que a esquizofrenia ndo seja apenas uma doenca singular, com diversos fatores etiologicos e
processos fisiopatologicos surgindo como relevantes para o desenvolvimento da mesma
(Kendell, 1987; Keshavan et al., 2008; Tandon, Keshavan e Nasrallah, 2008; Tandon e Maj,

2008). Ao contrario disso, é quase certo que a nossa construcao de esquizofrenia englobe néo
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apenas uma, mas diversas doencas, na qual a delimitacdo precisa ainda ndo é possivel
(Tandon, Nasrallah e Keshavan, 2009).

Fatores genéticos e ambientais parecem desempenhar um papel na etiologia da doenca.
A incidéncia de esquizofrenia € maior nos parentes de pacientes portadores do transtorno em
relagdo a populagdo em geral. Estudos com gémeos e adogdo tém mostrado que esse risco
aumentado é genético, com um acréscimo de cerca de dez vezes do risco associado quando ha
a presenca de um familiar de primeiro grau afetado (Tsuang, Gilbertson e Faraone, 1991). O
risco genético aumenta a cada familiar afetado, sendo de 50% se ambos os pais foram
afetados e de 60-84% se um gémeo monozig6tico for portador do transtorno (Mcguffin, Owen
e Farmer, 1995; Cardno et al., 1999). Embora a etiologia da esquizofrenia envolva claramente
fatores genéticos, com uma hereditariedade estimada entre 70-85%, cerca de 60% dos
portadores de esquizofrenia ndo possuem parentes de primeiro ou segundo grau afetados pela
doenga (Gottesman e Erlenmeyer-Kimling, 2001). O grau de concordancia de gémeos
monozigoticos para a doenca também aponta que a susceptibilidade genética sozinha néao é
suficiente para a manifestacdo clinica da mesma. Diante disso, pondera-se que a transmissao
genética seja complexa e ndo siga um padrdo simples de heranca mendeliana de gene Unico
(Owen, Williams e O'donovan, 2004). E mais provavel que existam multiplos genes de
susceptibilidade, cada um com um pequeno efeito e agindo em conjunto com fatores
epigenéticos e ambientais (Mueser e Mcgurk, 2004).

Os fatores de risco ambientais para o desenvolvimento da esquizofrenia incluem
aspectos biologicos e psicologicos (Mueser e Mcgurk, 2004). O risco esta aumentado para
eventos pré e perinatais como influenza materna, rubéola, desnutricdo, diabetes mellitus,
tabagismo durante a gestacdo e complicacfes obstétricas (Susser e Lin, 1992; Takei et al.,
1996; Thomas et al., 2001). Alguns fatores sociodemogréaficos também estdo associados ao
aumento do risco da doenca, tais como a pobreza, baixa classe social e areas urbanas (Bruce,
Takeuchi e Leaf, 1991; Van Os e Marcelis, 1998; Jablensky, 1999).

Diante de todo esse panorama, o atual modelo causal da esquizofrenia se baseia no
desenvolvimento da doenga como consequéncia de varias combinagOes entre fatores genéticos
herdados e fatores externos ndo herdados. Essas associagOes afetariam a regulacdo e
expressao dos genes responsaveis em governar a fungéo cerebral ou, danificariam diretamente
0 cérebro. Algumas pessoas podem ter uma predisposi¢cdo genética que requer a convergéncia

de fatores ambientais adicionais para desencadear a doencga. Essa convergéncia resultaria em
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anormalidades no desenvolvimento e maturacdo cerebral, um processo que esta em

andamento nas duas primeiras décadas de vida (Armstrong et al., 1995; Andreasen, 1999).

Assim, ha um reconhecimento cada vez maior que a esquizofrenia se trate de um
transtorno do neurodesenvolvimento (Pilowsky, Kerwin e Murray, 1993; Weinberger, 1996;
Lewis e Levitt, 2002). O modelo que surge nessa perspectiva seria que uma alteracdo ocorrida
durante o desenvolvimento cerebral resultaria em uma ruptura no seu funcionamento no final
da adolescéncia ou inicio da idade adulta e, consequentemente, no surgimento dos sintomas
clinicos observaveis (Waddington, 1993). Uma das possibilidades consiste que um insulto
precoce, durante a gestacdo ou nos primeiros anos de vida, seria seguido por um periodo de
laténcia até as fases mais tardias do neurodesenvolvimento. O surgimento dos sintomas
psicéticos ocorreria quando 0s mecanismos de compensacdo a este insulto precoce néo
fossem mais suficientes. Uma segunda possibilidade seria que uma alteragdo no
neurodesenvolvimento influenciaria nos caminhos e processos regulatérios, tais como no
ajuste fino de sinapses excitatorias e inibitorias do cortex pré-frontal. Essas alteracGes teriam
efeitos sutis até no final da adolescéncia, quando a partir desse ponto, um equilibrio maior
fosse necessario. Entretanto, com os atuais dados disponiveis, ainda ndo é possivel distinguir

entre essas duas possibilidades (Insel, 2010).

1.3 Modelos fisiopatoldgicos

Apesar da esquizofrenia atualmente ser considerada um transtorno do
neurodesenvolvimento, os processos fisiopatologicos fundamentais associados a doenca
permanecem desconhecidos. Evidéncias substanciais sugerem que alteracbes em diversos
sistemas de neurotransmissores estariam presentes e levariam ao transtorno (Laruelle, 2014).

Durante muito tempo acreditou-se que a esquizofrenia poderia ser explicada
unicamente como produto de uma fungdo dopaminérgica cerebral alterada, sendo o excesso de
dopamina uma das teorias mais antigas e difundidas (Van Rossum, 1966; Matthysse, 1973;
Meltzer e Stahl, 1976; Meltzer, 1980; Seeman, 1980). A hipdtese dopaminérgica surgiu da
observacdo do efeito antipsicotico das medicacBes, que agiam reduzindo a atividade
dopaminérgica através do antagonismo dos receptores de dopamina (subtipo D,), e dos efeitos
psicomiméticos de drogas que aumentavam a atividade dopaminérgica, como a anfetamina
(Creese, Burt e Snyder, 1976; Meltzer e Stahl, 1976; Lieberman, Kane e Alvir, 1987; Seeman,

1987). Porém, a principal limitacdo da hipdtese dopaminérgica consiste no fato dessa teoria
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focalizar principalmente um dos aspectos da doenca, 0s sintomas positivos. Os sintomas
negativos e cognitivos apresentam-se ndo responsivos ao tratamento com antagonistas
dopaminérgicos (Keshavan et al., 2008; Laruelle, 2014).

Nesse contexto, tem se pensado que as evidéncias de uma transmissdo dopaminérgica
anormal ndo seriam a causa primaria da esquizofrenia, e sim secundéria a anormalidades em
outros sistemas regulatérios do ténus dopaminérgico, como no sistema glutamatérgico
(Moore, West e Grace, 1999). Assim, complementando a teoria dopaminérgica, a
esquizofrenia poderia surgir de anormalidades na neurotransmissdo glutamatérgica, uma vez
que o glutamato e a dopamina se comodulam (Olney e Farber, 1995; Coyle, 1996; Sesack et
al., 2003).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério do cértex cerebral, exercendo
seus efeitos através dos receptores glutamatérgicos ionotropicos e metabotrépicos (Lindsley et
al., 2006). Ele regula processos precoces e fundamentais do desenvolvimento cerebral e tem
um papel critico na neuroplasticidade, neurotoxicidade, no neurodesenvolvimento e na morte
neuronal (Behar et al., 1999; Konradi e Heckers, 2003). Inicialmente, foi a observacdo da
reducdo da concentracao de glutamato no liquido cérebro-espinhal de pacientes portadores de
esquizofrenia que levou a hip6tese glutamatérgica (Kim et al., 1980). Subsequentemente, foi
proposto que a esquizofrenia poderia estar relacionada a uma deficiéncia do glutamato
mediada pela hipoatividade de um subtipo ionotropico de receptor glutamatérgico, o receptor
tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (Olney e Farber, 1995; Moghaddam, 2003; Keshavan et
al., 2008). A ativacdo desse receptor requer a coativacdo por dois ligantes: glutamato e D-
serina ou glicina (Kleckner e Dingledine, 1988). Essa teoria associando a hipoatividade dos
receptores NMDA a esquizofrenia surgiu de evidéncias geradas com agonistas e antagonistas
NMDA (Laruelle, 2014). Estudos com fenciclidina e quetamina, antagonistas ndo-
competitivos dos receptores NMDA, mostraram que essas substancias podiam desencadear
sintomas muito semelhantes aos da esquizofrenia, como 0s sintomas positivos, negativos e
cognitivos em voluntarios saudaveis e, exacerbar sintomas psicoticos em pacientes
esquizofrénicos (Bakker e Amini, 1961; Cohen et al., 1962; Krystal et al., 1994; Malhotra et
al., 1997; Adler et al., 1998; Newcomer et al., 1999; Krystal et al., 2003). Essas evidéncias
fortaleceram muito a hipotese glutamatérgica, uma vez que os estudos com substancias que
simulavam a hipotese dopaminérgica, como a anfentamina, aumentavam unicamente a
atividade da dopamina, resultando apenas na observagéo de sintomas positivos, e ndo de um

guadro mais complexo e proximo ao da esquizofrenia (Sayed e Garrison, 1983; Javitt e Zukin,
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1991; Javitt, 2010). E importante ressaltar que a hipotese glutamatérgica ndo contradiz a
teoria dopaminérgica e sim, a complementa, visto que a hipoativacdo NMDA pode ser
responsavel pela inducdo de um estado hiperdopaminérgico (Lindsley et al., 2006).

Desta forma, diante das evidéncias do envolvimento de uma hipoatividade dos
receptores NMDA na etiologia da esquizofrenia, buscaram-se drogas que pudessem abordar o
sistema glutamatérgico, potencializando a atividade desses receptores e, consequentemente,
melhorando a sintomatologia positiva, negativa e cognitiva da doenca. Compostos com acao
direta nos sitios de modulacédo do receptor NMDA, ou seja, agonistas diretos, apresentaram-se
neurotdxicos e com uma serie de efeitos colaterais indesejados (Marino e Conn, 2002). Dentre
as demais drogas estudadas, temos os inibidores da recaptacdo da glicina, os coagonistas dos
receptores NMDA e o0s agonistas dos demais receptores glutamatérgicos metabotropicos e
ionotrépicos. Inumeros estudos com coagonistas NMDA como a glicina, D-serina e D-
cicloserina ja foram realizados envolvendo amostras pequenas de pacientes, obtendo
resultados heterogéneos e, na mais recente revisdo, nenhuma superioridade da glicina em
relacdo ao placebo foi comprovada (Tuominen, Tiihonen e Wahlbeck, 2005; Tsai e Lin, 2010;
Singh e Singh, 2011; Nunes et al., 2012; Veerman et al., 2014; Zink e Correll, 2015). Os
inibidores da recaptacdo da glicina também falharam até o momento em provar efetividade
sobre os sintomas negativos e positivos (Bugarski-Kirola et al., 2014; Koster, Carbon e
Correll, 2014). E por fim, estudos com o receptor glutamatérgico ionotrépico alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) nao revelaram beneficio na sintomatologia
com o uso de um modulador positivo, ampaquine (Pirotte et al., 2013). As pesquisas com
agonistas dos receptores NMDA para tratamento da esquizofrenia tém produzido resultados
inconsistentes até 0 momento, possivelmente pelo desenvolvimento de uma rapida tolerancia
a esses compostos, secundaria a reducao dos receptores NMDA da superficie neuronal (Nong
et al., 2003).

Assim, 60 anos ap0ds a descoberta do primeiro antipsicotico, o conceito de tratamento
antipsicotico ainda depende principalmente de um Unico mecanismo de acao para psicose: 0
bloqueio de receptores dopaminérgicos D,, com ou sem, o bloqueio serotoninérgico (Koster,
Carbon e Correll, 2014). Diante do crescente conhecimento da importancia da
neurotransmissao glutamatérgica na esquizofrenia, assim como, das evidéncias da
hipoativagdo de um subtipo de receptor, tornou-se essencial o desenvolvimento de novas
alternativas farmacoldgicas que atuassem nesse sistema. Uma vez que, até 0 momento,

estudos com compostos que atuam de forma direta nos receptores NMDA ndo se mostraram
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efetivos, é de extrema relevancia buscar caminhos alternativos para acessar a transmissao

glutamatérgica via receptor NMDA, como por exemplo, em nivel intracelular.

1.4 O sistema “NMDA-NO-GMPc”

Um dos caminhos alternativos relacionados ao receptor do subtipo NMDA tem se
constituido em tratamentos com drogas que atuam sobre o éxido nitrico (NO). O NO e seus
metabdlitos tém sido associados com a esquizofrenia e se encontram estritamente ligados ao
funcionamento glutamatérgico (Bernstein, Bogerts e Keilhoff, 2005). O NO é um gas que atua
mediando de varias formas a comunicacdo celular no sistema nervoso central (SNC)
(Lowenstein e Snyder, 1992). A implicagdo do NO no tratamento da esquizofrenia vem do
conhecimento que o principal estimulo para disparar a producdo deste gads no SNC ¢ a
ativacdo dos receptores NMDA pelo glutamato, sendo a concentracdo de NO um reflexo da
atividade da neurotransmissdo glutamatérgica (Akyol et al., 2004). Isso ocorre pois a enzima
que sintetiza 0 NO no SNC, a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), est4 acoplada a esse
subtipo de receptor glutamatérgico (Garthwaite, 1991; Dawson e Snyder, 1994). A ativacdo
dos receptores NMDA pelo glutamato resulta em influxo de célcio na célula, que se liga a
calmodulina e estimula a enzima nNOS a produzir NO pela conversdo de L-arginina em L-
citrulina. O NO, por sua vez, ativa a enzima guanilato ciclase solivel que aumenta a producéao
de monofosfato guanosina ciclico (GMPc). Esta via “NMDA-NO-GMPc¢” tem demonstrado
modular a liberacdo de neurotransmissores relacionados com a esquizofrenia, tais como a
dopamina e o glutamato (Bernstein, Bogerts e Keilhoff, 2005; Oliveira, Zuardi e Hallak,
2008).

Além da nNOS, isoforma constitutiva presente nos neurbnios, sdo conhecidas mais
duas formas da enzima responsavel pela producdo de NO no organismo: uma isoforma
constitutiva presente no endotélio (eNOS) e uma isoforma dita indutivel (iNOS) expressa em
macrofagos, neutréfilos, fibroblastos, masculo liso vascular e células endoteliais em resposta
a estimulos patologicos (Snyder e Bredt, 1991). No SNC humano, o NO é predominantemente
produzido pela nNOS (Hara et al., 1996).

O NO tem mostrado estar relacionado com a liberagcdo de neurotransmissores, com 0

aprendizado, a memoria e também com neurodesenvolvimento, indo na mesma direcdo da
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teoria atual da etiologia da esquizofrenia (Gally et al., 1990; Lonart, Wang e Johnson, 1992;
Hess et al., 1993; Black, Matthews e Humphrey, 1994; Ogilvie et al., 1995; Holscher, 1997).
Ha& evidéncias que sugerem um papel mais fundamental do NO na eficiéncia sindptica em
varias regibes cerebrais no adulto, e também na sinaptogénese e na maturacdo neuronal

durante o neurodesenvolvimento (Gally et al., 1990).

Duas linhas de evidéncia sugeriram que o NO, através da elevagdo do GMPc
intracelular, poderia interferir no crescimento neural. Primeiramente, aminoacidos excitatorios
que estimulam a producdo de NO e consequentemente elevam os niveis intracelulares de
GMPc, aumentaram o crescimento neural nos neurdnios do hipocampo (Brewer e Cotman,
1989; Garthwaite, 1991). A segunda evidéncia foi a observacdo do crescimento neural em
celulas de neuroblastoma através do uso de um anélogo do GMPc (Zwiller et al., 1977). Foi
observado também que os efeitos de um composto doador de NO em culturas neuronais de
ratos resultou em neurdnios mais longos e uma maior proporc¢édo de células neurais em relacéo
a culturas que ndo receberam o composto (Hindley et al., 1997). Alguns estudos também
sugeriram um efeito neuroprotetor do NO através da observacao de que um composto doador
de NO reduzia substancialmente a toxicidade causada pelo peréxido de hidrogénio em cultura
de células (Wink et al., 1993; Chiueh, 1999).

Frente as evidéncias fortalecendo a importancia do NO na etiologia da esquizofrenia,
os efeitos das drogas doadoras de NO passaram a ser cada vez mais estudadas. Bujas-
Bobanovic et. al. demonstrou que a administracdo de nitroprussiato de sodio (NPS), um
doador de O&xido nitrico, se mostrou capaz de abolir por completo as alteracGes
comportamentais induzidas em ratos tratados com fenciclidina. Esse estudo também
demonstrou que o NPS foi capaz de bloquear a expresséo proteica do gene c-fos induzida pela
fenciclidina, sendo essa expressdo amplamente reconhecida como uma técnica confiavel para
identificar populaces neuronais de areas cerebrais metabolicamente ativadas. Desta maneira,
0 uso de um doador de NO pareceu evitar o problema de diminuicdo dos receptores NMDA
observado anteriormente (Bujas-Bobanovic et al., 2000). Neste mesmo caminho, Yamada et.
al. encontrou que um outro doador de NO, o S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP), revertia
completamente os efeitos comportamentais em ratos tratados com dizocilpina, conhecida
também como MK-801, uma droga com efeitos antagonistas nao-competitivos do receptor
NMDA semelhantes aos da fenciclidina (Yamada et al., 1996). Além disso, um estudo com

molsidomina, outro doador de NO, também mostrou que esse composto foi capaz de atenuar,
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em roedores, as alteragbes comportamentais (estereotipias e ataxia) induzidas pela
administracdo do MK-801 (Pitsikas, Zisopoulou e Sakellaridis, 2006).

Diante da teoria do neurodesenvolvimento e das evidéncias disponiveis atualmente, a
etiologia da esquizofrenia e a neurotransmissdo mediada pelo NO tem se aproximado cada
vez mais. Em um estudo de revisdo sistematica sobre o papel do NO em pacientes com
esquizofrenia, inicialmente foram encontrados resultados aparentemente contraditorios.
Alguns estudos apontavam para um possivel aumento na neurotransmissdo mediada pelo NO,
enquanto outros indicavam uma diminuicgdo. Entretanto, chegou-se a conclusao que os estudos
qgue apresentavam menos fatores confundidores e possuiam um melhor delineamento,
apontavam para um prejuizo na neurotransmissdo mediada pelo NO na esquizofrenia
(Oliveira, Zuardi e Hallak, 2008). Nesse mesmo sentido, uma metanalise foi realizada
objetivando-se avaliar o papel do NO na esquizofrenia através da analise dos niveis
plasmaticos/séricos de NO em pacientes diagnosticados com esse transtorno. Esse estudo
encontrou niveis mais altos de metabolicos de NO em pacientes em uso de antipsicoticos em
relagcdo aos controles, enquanto essa diferenca significativa ndo foi encontrada nos pacientes
sem uso de medicacdo (Maia-De-Oliveira et al., 2012). Essas observacdes fortalecem ainda
mais o papel do NO na etiologia e tratamento da esquizofrenia, sinalizando a importancia do
mesmo como alvo para o desenvolvimento de novos tratamentos para a doenca (Pitsikas,
2015).

Assim, embasando-se nas evidéncias crescentes de um déficit de NO na esquizofrenia
e nos resultados positivos com doadores de NO em modelos animais de esquizofrenia,
guestionou-se se 0 NPS, um também doador de NO, poderia ter um efeito benéfico em

pacientes portadores desse transtorno mental.

1.5 Nitroprussiato de sodio

O NPS é um vasodilatador direto arterial e venoso que teve seu primeiro uso em
humanos descrito em 1928 (Friederich e Butterworth, 1995). Seu uso é indicado em
emergéncias hipertensivas pela sua acdo rapida, potente e confiavel em reduzir os niveis
pressoricos para padrdes desejados (Vidt e Gifford, 1984; Cohn, Mcinnes e Shepherd, 2011).
O NPS tem seu inicio de acdo imediata, meia-vida curta (um a dois minutos), sofrendo
degradacdo espontanea no organismo em seu metabolito ativo, o NO (Friederich e

Butterworth, 1995). O NO ativa a guanilato ciclase, levando & formacdo de GMPc, estando
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esse processo associado ao relaxamento da musculatura lisa vascular (Murad, 1986). A droga
é administrada por via endovenosa e a dose de infusdo titulada até o efeito hemodindmico
desejado, variando no intervalo de 0,5 - 10 ucg/kg/minuto (Vidt e Gifford, 1984; Cohn,
Mcinnes e Shepherd, 2011). Embora o NPS se constitua em um tratamento muito explorado
para quadros de hipertensdo arterial grave e outras indicagdes vasculares, seus efeitos no SNC
e, particularmente no tratamento da esquizofrenia através da via de neurotransmissdo pelo
NO, esta se fortalecendo recentemente. Reforcando a seguranca do uso do NPS, diversos
estudos ja utilizaram o NPS em voluntarios sadios, ou seja, ndo portadores de quadros
hipertensivos, ndo relatando nenhuma intercorréncia significativa quando a droga é
adequadamente administrada (Schmetterer et al., 1996; Dirnberger et al., 1998; Chowdhary et
al., 2000; Sarabi e Lind, 2001).

Apbs a observacdo que o NPS foi capaz de abolir por completo as alteracdes
comportamentais e a expressdo do c-fos cerebral induzidas pela fenciclidina em ratos, Hallak
et. al. foi o primeiro pesquisador a investigar os efeitos da administragéo desse doador de NO
em esquizofrénicos. No ensaio clinico foi realizada a infusdo aguda endovenosa continua de
baixas doses de NPS (0,5 pcg/kg/minuto durante quatro horas) em pacientes portadores de
esquizofrenia, hospitalizados, em episddio psicético agudo e em uso atual de antipsicéticos.
Os sintomas positivos, negativos, ansiosos e depressivos foram mensurados através de escalas
clinicas durante todo o experimento e nas quatro semanas que se seguiram. Este estudo
randomizado, duplo cego, placebo controlado foi o primeiro a demonstrar uma melhora
segura, rapida e duradoura de sintomas positivos, negativos, ansiosos e depressivos em
pacientes esquizofrénicos apds uma Unica aplicacdo endovenosa de NPS (Hallak et al., 2013).
Os sintomas cognitivos também foram mensurados nessa mesma amostra por uma bateria de
testes cognitivos, uma hora antes da infusdo da medicacdo e oito horas ap6s o término da
mesma. Os resultados mostraram também uma melhora na performance cognitiva no grupo

que recebeu NPS em relagéo ao placebo (Maia-De-Oliveira, Abrao, et al., 2015).

Diante desses resultados impactantes e duradouros na sintomatologia da esquizofrenia
com uma unica infusdo da medicacdo, surgiu 0 questionamento se 0 NPS, possuindo uma
meia-vida curta, poderia estar produzindo efeitos a longo prazo por si s6. Nessa direcdo,
Maia-de-Oliveira et al. analisou se 0 NPS, sozinho, administrado em diferentes tempos (12
horas, um dia, dois dias e uma semana) antes da administracdo de quetamina, poderia prevenir
0 aparecimento do modelo comportamental da esquizofrenia induzido em ratos. O estudo

encontrou que a administracdo de NPS, até uma semana antes da quetamina, preveniu o
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aparecimento de sintomas nos ratos. Esses resultados indicaram pela primeira vez que o NPS
pode apresentar efeitos antipsicoticos preventivos e que, essa medicagdo por si sO, possa ser
realmente responsavel pelos efeitos terapéuticos prolongados de até quatro semanas
encontrados em ensaio clinico prévio (Maia-De-Oliveira, Lobao-Soares, et al., 2015). Em um
outro estudo, também empregando modelos animais de esquizofrenia induzidos por
quetamina, os efeitos de tratamento do NPS em relacdo a nitroglicerina, um outro doador de

NO, mostraram-se mais proeminentes e positivos (Kandratavicius et al., 2015)

O mecanismo de acdo antipsicotica do NPS ainda ndo é conhecido, mas acredita-se
que esteja relacionado com a capacidade de modular a via NMDA-NO-GMPc, que estaria
alterada na esquizofrenia. O NPS gera NO, aumenta a producdo de GMPc e, também tem se
apontado que ele possa exercer efeitos modulatérios no receptor NMDA, independentemente
da capacidade de gerar NO (Hoyt et al., 1992; Manzoni et al., 1992; Hallak et al., 2013).
Além da acdo na via glutamatérgica NMDA-NO-GMPc, o NPS tem sido implicado também
na neurotransmissdo dopaminérgica. Recentemente, um estudo avaliou a acdo do NPS nas
mudangas da inibicdo pré-pulso induzidas por anfetamina, uma droga agonista
dopaminérgica, em ratos. A deficiéncia nessa forma fundamental de processo inibitério
central é frequentemente observada em pacientes esquizofrénicos (Braff et al., 2001). Nesse
sentido, os desfechos demonstraram que o NPS atenuou essas alteracfes da inibicao pré-pulso
(Issy et al., 2014). Outra evidéncia vem a partir da observagdo que a administracdo de NPS
também produz uma quebra no ciclo sono-vigilia em ratos tratados com quetamina, um
antagonista NMDA. Esse mesmo padrdo de alteracdo é semelhante ao encontrados em

animais depletados de dopamina (Maia-De-Oliveira, Lobao-Soares, et al., 2014).

As interacdes entre NO e dopamina ja vem sendo descritas. Lee et al. relataram niveis
reduzidos de NO em pacientes portadores de esquizofrenia em relagdo aos controles
saudaveis. Apos seis semanas de tratamento com o antipsicatico risperidona, um antagonista
dopaminérgico, os niveis de NO aumentaram e esse aumento foi associado a melhora dos
sintomas (Lee e Kim, 2008). Uma metanalise também encontrou que pacientes utilizando
antipsicoticos tém niveis plasmaticos de NO mais altos que controles (Maia-De-Oliveira et
al., 2012). Nesse mesmo sentido, uma vez que o NO estimula a sintese de GMPc, alguns
estudos apontaram um aumento nas concentragdes plasmaticas de GMPc nos pacientes
portadores de esquizofrenia apds o uso de medicag¢Oes antipsicoticas (Ebstein et al., 1976;

Zimmer et al., 1980). Desta forma, tem se pensando que o NO exerca um efeito de tébnus
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inibitorio nos transportadores de dopamina, 0 que poderia corrigir uma atividade reduzida da
dopamina no cortex pré-frontal e, através desse feedback, consertar a hiperatividade

dopaminérgica no nucleo accumbens e corpo estriado (Pycock, Kerwin e Carter, 1980).

Assim, no atual contexto, encontramos o grande impacto dos resultados dos estudos
empregando doadores de NO em modelos animais de esquizofrenia e, principalmente, do
estudo pioneiro apontando efeitos muito importantes e significativos do NPS na
sintomatologia de pacientes portadores de esquizofrenia. Desta forma, abriu-se um campo
vasto para aprofundamento e busca de uma maior elucidacdo dos mecanismos envolvidos,
possibilitando o futuro emprego de uma nova linha de tratamento com acgéo distinta dos atuais
antagonistas dopaminérgicos. Objetivando isso, sdo necessarios mais estudos clinicos
replicando tais resultados, assim como, é de extrema relevancia o uso de técnicas avangadas

de avaliagdo do SNC como a neuroimagem, para o desbravamento desse campo.

1.6 Neuroimagem

A introducdo das técnicas de neuroimagem na década de 1960 revolucionou o estudo
dos transtornos psiquiatricos e, principalmente, dos mecanismos biolégicos ligados a eles. Os
grandes avancos nas Ultimas décadas da tecnologia ndo - invasiva de imagem do SNC
compreenderam técnicas estruturais (tomografia computadorizada e ressonancia magnética) e
funcionais (tomografia por emissdo de féton Unico, tomografia por emissdo de positrons,
ressonancia magnética funcional, espectroscopia por ressonancia magnética e imagem por
tensor de difusdo) (Abou-Saleh, 2006; Mcguire et al., 2008). Como resultado, conquistamos
ferramentas para o estudo estrutural e funcional in vivo e, consequentemente, para uma maior
compreensdo da neurobiologia dos transtornos psiquiatricos.

O advento da imagem funcional levou a uma nova fase de descobertas no campo da
fisiopatologia das patologias mentais e mecanismos de acdo de drogas para tratamento,
especialmente, na esquizofrenia. Dentre as técnicas de neuroimagem funcional, a ressonancia
magnética funcional (RMf) ganhou grande destaque, possuindo vantagens importantes como
minima invasividade, nenhuma radioatividade, avaliacio ampla e sem limitacdo para
repeticdes (Sharma, 2003).

A RMTf é uma técnica sensivel ao estado hemodindmico cerebral, tendo o atributo de

mensurar indiretamente as alteraces na atividade neural por meio das variagbes de
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oxigenacao, fluxo e volume sanguineo cerebral (Wise e Preston, 2010). A metodologia mais
amplamente empregada é a baseada no contraste BOLD (blood oxygen level dependent), na
qual o sinal para obtencdo da imagem € altamente influenciado pelo estado de oxigenacdo do
sangue na regido cerebral (Tracey, 2001). As variagdes do sinal BOLD originam-se das
variagfes da quantidade de desoxihemoglobina no tecido, e ndo diretamente do nivel de
oxigénio. Isso ocorre pois é a desoxihemoglobina que possui a natureza paramagnética de
interferir no campo magnético e levar a uma reducdo local da homogeneidade do campo,
funcionando como um contraste (Norris, 2006). Assim, a RMf baseada no contraste BOLD ¢
capaz de produzir mapas de ativacdo funcional com alta resolucdo espacial e temporal em
resposta a tarefas perceptivas, cognitivas e emocionais e também durante o repouso
(Lucignani e Bastianello, 2007).

Estudos demonstraram que a neuroimagem funcional em humanos pode detectar
mudangas na atividade cerebral desencadeadas pela administracdo de drogas como a
apomorfina, cocaina, fenfluramina, quetamina e nicotina, o que despertou um interesse
crescente do uso da RMf em estudos farmacoldgicos (Grasby et al., 1993; Lahti et al., 1995;
Breiter et al., 1997; Meyer, Kennedy e Brown, 1998; Stein et al., 1998; Leslie e James, 2000).
Nesse contexto, a farmaco - RMf mediada pelo contraste BOLD investiga as alteragdes na
atividade cerebral desencadeadas pela administracdo aguda e cronica de uma droga,
localizando as mudancas funcionais sequencialmente em tempo real (Shah e Marsden, 2004).
Os resultados fornecem informacdes sobre a fisiologia cerebral e mecanismos
neurofarmacoldgicos que, por sua vez, sdo muito Uteis em estudos pré-clinicos de medicacoes
novas, analises de resposta e na investigacdo de modelos fisiopatoldgicas dos transtornos
psiquiatricos (Lucignani e Bastianello, 2007).

Assim, partindo-se da hipotese glutamatérgica de que os sintomas da esquizofrenia
sejam devidos, ao menos em parte, a uma disfuncdo na neurotransmissao mediada pelo NO, o
NPS, por ser uma droga doadora de NO, provavelmente corrigiria essa disfungdo exercendo
seus efeitos terapéuticos. Nosso grupo de pesquisa ja obteve resultados importantes na
melhora da sintomatologia apds uma Unica aplicagdo de NPS em pacientes portadores de
esquizofrenia. Nesse caminho, estudos que investigassem através de técnicas de neuroimagem
funcional os efeitos do NPS no SNC de pacientes portadores de esquizofrenia, seriam
ferramentas de grande impacto para o conhecimento dos mecanismos e efeitos farmacoldgicos

dessa medicacao.
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1.7 A Default Mode Network

Ao longo das ultimas décadas, muitos estudos de neuroimagem tém encontrado
evidéncias in vivo da desconectividade na esquizofrenia, ou seja, uma integracdo funcional
anormal entre regides cerebrais estaria presente nesse transtorno (Bullmore, Frangou e
Murray, 1997; Stephan, Baldeweg e Friston, 2006; Stephan, Friston e Frith, 2009). As teorias
sobre a presenca de uma desconectividade na esquizofrenia ja estavam presentes desde as
primeiras descricbes da fenomenologia da doenca no século XIX por Bleuler, que
enfatizavam a desconexdo entre afeto, cognicdo e comportamento, e estenderam-se até as
mais recentes observacoes de ruptura das redes neurais (Mcglashan, 2011; Karbasforoushan e
Woodward, 2012).

As redes neurais sdo formadas por regides cerebrais distintas espacialmente mas
funcionalmente conectadas, trocando entre si, informacdes de forma continua (Friston, 1994;
Van Den Heuvel e Hulshoff Pol, 2010). O termo conectividade funcional é usado para
descrever as correlagcOes da atividade neural entre essas regides anatomicamente distintas que
constituem as redes neurais, tanto no estado de repouso (resting state), como durante o
processamento de algum estimulo externo (Zhou, Thompson e Siegle, 2009). O advento da
RMf e do sinal BOLD possibilitou a mensuracdo de forma indireta da atividade cerebral
através das mudancas nos niveis de oxigenacdo cerebral. Desta forma, por meio das
correlagdes temporais entre as flutuacbes do sinal BOLD nas regibes anatomicamente

conhecidas podemos avaliar a conectividade funcional (Horwitz, 2003; Fox e Raichle, 2007).

Na dltima década, o estado de repouso tem se configurado como um tema recorrente
nos estudos envolvendo neuroimagem. Atualmente, a RMf em resting state € a principal
ferramenta de imagem em muitos estudos investigando a conectividade funcional no cérebro
humano (Lowe, 2012). A aquisigdo das imagens é realizada em repouso, sem a necessidade de
um estimulo ou tarefa, durante a qual ocorre a deteccdo das flutuagGes de baixa frequéncia do
sinal BOLD (Khanna et al., 2015). Objetivando mensurar o nivel de atividade cerebral
espontanea, os voluntarios podem permanecer com os olhos fechados ou abertos, com a
presenca ou ndo de um ponto de fixacdo visual e sdo orientados a relaxar e ndo pensar em
nada especifico (Snyder e Raichle, 2012). Esses estudos tém revelado novos achados sobre a

conectividade funcional de areas especificas cerebrais e também de redes neurais, provendo
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descobertas sobre a organizacgdo global da comunicagéo funcional cerebral (Van Den Heuvel
e Hulshoff Pol, 2010).

Dentro desse panorama atual de estudos de neuroimagem funcional, uma das redes
neurais mais estudadas € nomeada default mode network (DMN). Raichle et al., foi quem
introduziu pela primeira vez esse conceito ao descrever, através do uso da tomografia
computadorizada por emissdo de positrons (PET), areas cerebrais que apresentavam um
padrdo de menor atividade durante a performance de tarefas que demandassem atencgéo e,
durante o resting state, apresentavam maior atividade funcional. As regides descritas como
pertencentes a DMN foram o preclneo, o cingulo posterior, o cortex pré-frontal medial e lobo
parietal inferior (Raichle et al., 2001). Areas cerebrais adicionais, como o cortex temporal
lateral e a formacdo hipocampal, também podem ser identificadas como parte desta rede,
porém, a partir de uma observacdo menos robusta que as demais regides envolvidas (Buckner,
Andrews-Hanna e Schacter, 2008b). Devido ao aparente antagonismo entre tarefa e ativacéo,
a DMN também pode ser conhecida como "tarefa negativa", (Broyd et al., 2009; Whitfield-
Gabrieli e Ford, 2012). Enquanto durante o resting state, ela apresenta uma maior ativagéo,
refletindo assim uma alta conectividade funcional entre as regides (Raichle e Snyder, 2007).

Apesar dos numerosos estudos investigando as bases neurais da DMN, pouco ainda se
compreende sobre suas funcdes. De maneira geral, a atividade da DMN tem sido relacionada
a diversos processos mentais internos como a autorreferéncia, introspeccdo, memorias
autobiogréaficas, pensamentos associativos e previsdes (Gusnard e Raichle, 2001; Fox et al.,
2005a; Bar et al., 2007; Spreng, Mar e Kim, 2009). Durante 0s momentos passivos, quando
ndo temos demanda para nos engajar no ambiente externo, nossa mente divaga (Antrobus et
al., 1970; Smallwood e Schooler, 2006). Essas observagdes direcionam a ideia de que a DMN
se ativa durante os estados cognitivos passivos, quando o pensamento esta voltado para o
interior, levantando a hipotese dessa rede neural estar associada a cognicdo espontanea. A
rede de regides implicada na DMN esta, funcionalmente e anatomicamente, ligada a
estruturas limbicas, sugerindo um circuito que tenha acesso a informagcfes mnemonicas.
Frente a essa possibilidade, propde-se que a DMN possa dar suporte a construgdo de modelos
mentais internos baseados em sistemas mnemonicos. Essa teoria pode explicar a frequente
observacao de aumento da atividade da DMN tanto em tarefas passivas, nas quais a mente é
liberada para divagar, como durante tarefas cognitivas, quando os sujeitos sdo orientados a

lembrar de fatos do passado ou planejar mentalmente um hipotético evento futuro. Sendo
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assim, atualmente a DMN tem sido implicada em processos mentais importantes,

principalmente ligados & geracdo de pensamentos internamente (Buckner, 2013).

1.8 Default Mode Network e Esquizofrenia

Diante do fato que muitos transtornos mentais sdo marcados por alteracdes nos
processos internos de pensamento ou prejuizo na memoria, ambas funcbes associadas a DMN,
essa rede tem sido cada vez mais estudada nesse contexto. A esquizofrenia pode oferecer um
exemplo clinico intrigante da alteracdo do funcionamento da DMN uma vez que, entre outros
sintomas, esse transtorno mental esta associado a importante desorganizacdo do pensamento
(Buckner, 2013). Assim, o estudo da DMN na esquizofrenia vem ocupando um campo vasto e
crescente de investigacdo, principalmente diante da hipdtese da desconectividade se constituir

em um dos possiveis mecanismos fisiopatologicos da doenca.

Nos ultimos anos, alteracdes na conectividade da DMN tém sido relacionadas a
esquizofrenia, entretanto, os resultados obtidos tém se apresentado muito heterogéneos.
Diversos estudos apontam para uma maior conectividade funcional da DMN durante o resting
state na esquizofrenia (Zhou et al., 2007; Whitfield-Gabrieli et al., 2009; Mannell et al., 2010;
Skudlarski et al., 2010; Woodward, Rogers e Heckers, 2011; Mingoia et al., 2012; Tang et
al., 2013; Chang et al., 2014; Alonso-Solis et al., 2015; Kindler et al., 2015). Porém, uma
outra parcela importante dos estudos aponta na direcdo oposta, ou seja, da presenca de uma
menor conectividade dessa rede nos pacientes portadores de esquizofrenia (Bluhm et al.,
2007; Rotarska-Jagiela et al., 2010; Camchong et al., 2011; Alonso-Solis et al., 2012;
Liemburg et al., 2012; He et al., 2013; Kasparek et al., 2013; Khadka et al., 2013; Manoliu,
Riedl, Doll, et al., 2013; Orliac et al., 2013; Meda et al., 2014; Zhang et al., 2014). Somando-
se a esses achados, alguns estudos também apontam a presenca simultanea de regifes da
DMN com maior conectividade e outras com menor conectividade em pacientes (Ongur et al.,
2010; Manoliu, Riedl, Zherdin, et al., 2013; Razavi et al., 2013).

Apesar da heterogeneidade nos achados dos estudos que investigam a DMN, a
existéncia de uma alteracdo na conectividade dessa rede neural na esquizofrenia ja pode ser

tomada como uma concluséo preliminar a respeito da literatura atual. Desta forma, se faz
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necessaria a busca de maior conhecimento sobre essas alteracfes, assim como, de maiores
evidéncias sobre a desconectividade nesse transtorno mental. Em Gltima andlise, espera-se que
a caracterizacao da desconectividade funcional na esquizofrenia possa levar a identificacao de
biomarcadores relacionados a fenotipos clinicos e comportamentais, etiologia, tratamento e
prognostico (Karbasforoushan e Woodward, 2012). Por fim, a observagdo do efeito de uma
potencial nova droga para tratamento da esquizofrenia sobre o funcionamento da DMN, pode
nos auxiliar muito na elucidacdo de sua acdo terapéutica e também no conhecimento que
temos a respeito dessa importante rede neural.

Assim, no presente estudo, pretendemos avaliar por RMf mediada pelo contraste
BOLD, a conectividade funcional da DMN em resposta a administracdo aguda endovenosa de
NPS em individuos sadios e esquizofrénicos, buscando assim, uma maior compreensdo dos
efeitos terapéuticos importantes dessa medicacdo ja observados.

Levantamos a hipétese de que a administracdo de NPS poderé atenuar as alteragdes
observadas na conectividade da DMN nos pacientes portadores de esquizofrenia quando

comparados aos voluntarios saudaveis.



37

OBJETIVOS




38

2. Objetivos

2.1 Objetivo primario

- Avaliar os efeitos agudos da administragdo de NPS na conectividade funcional da
rede DMN através da RMf mediada pelo contraste BOLD em pacientes portadores de

esquizofrenia e em voluntarios saudaveis.

2.2. Objetivos secundarios

- Determinar se o NPS possui efeitos diferenciados em portadores de esquizofrenia e

voluntarios saudaveis.

- Determinar se 0 NPS possui efeitos diferenciados nos pacientes portadores de

esquizofrenia de acordo com a medicacgdo antipsicotica em uso.

- Determinar quais as regides da DMN apresentam alteracOes significativas da

conectividade funcional durante a infusdo do NPS e apds a mesma.
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3. Metodologia

3.1 Sujeitos

Foram incluidos 35 pacientes portadores de esquizofrenia, segundo os critérios do
Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais da Associacdo Americana de
Psiquiatria (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders DSM-IV), que se
apresentavam estaveis clinicamente e em seguimento ambulatorial no servico de psiquiatria
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo
Paulo (HCFMRP-USP). Também foram incluidos 20 voluntarios saudaveis.

3.2 Selecdo da amostra

Os voluntérios portadores de esquizofrenia foram selecionados e convidados a
participar da pesquisa ap0s consulta de rotina no ambulatorio de reabilitacdo psicossocial
(AREP) ou no ambulatério de esquizofrenia (APQE) do servico de psiquiatria do HCFMRP-
USP. Os voluntérios saudaveis foram selecionados e convidados a participar da pesquisa a
partir de uma populacdo de universitarios. Na ocasido do convite, os voluntarios e seus
familiares, quando necessério, foram informados e esclarecidos quanto as caracteristicas e
implicacdes do experimento, devendo assinar o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (APENDICE A) (conforme Resolucdo n°. 196/96 sobre pesquisa envolvendo seres
humanos do Ministério da Salde), apresentado em formulério padrdo do Hospital das Clinicas
de Ribeirdo Preto. Foi ressaltado também que a ndo aceitacdo em participar do estudo nao

traria qualquer implicacdo aos que se encontravam em acompanhamento clinico no servico.

Apds a aceitacdo em participar do estudo, todos os voluntérios, saudaveis ou
portadores de esquizofrenia, foram submetidos a exames laboratoriais (hemograma completo,
fungéo hepética, funcdo renal, eletrocardiograma, eletrdlitos, funcéo tireoidiana, dosagem de
vitamina B12) para a exclusdo de qualquer condi¢do médica geral que pudesse contraindicar a

inclusdo do sujeito no presente experimento.
Os voluntarios tiveram que atender os seguintes critérios:

Pacientes

Critérios de inclusao:
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e Individuos do sexo masculino;

e |dade entre 18 e 50 anos;

e Diagndstico de esquizofrenia pelo DSM-1V;

e Apresentar quadro estavel da doencga, sem reagudizacdo nas Ultimas
quatro semanas;

e Estar em uso estavel de antipsicoticos, sem qualquer mudanca nas

medicacdes psicotropicas nas Ultimas quatro semanas.

Critérios de exclusdo:

e Presenca de condicdo médica geral relevante (doencas cardiovasculares,
doengas neuroldgicas, insuficiéncia renal, doenga hepatica, hipotiroidismo,
hiponatremia, hipovitaminose B12);

e Histdria de hipersensibilidade ao NPS;

e Diagndstico de abuso ou dependéncia de substancias psicoativas
segundo os critérios do DSM-1V;

e Presenca de marca-passo ou qualquer protese metalica.

O total de 35 voluntarios portadores de esquizofrenia incluidos no estudo foi dividido
em dois grupos de acordo com a medicacdo antipsicotica que estava em uso, conforme
representado na figura 1. O grupo sem clozapina (CLZ) reuniu 0s pacientes em uso de
antipsicoticos tipicos e/ou atipicos, exceto CLZ, e 0 grupo com CLZ agrupou os pacientes em

uso dessa medicacdo antipsicotica.

Voluntérios saudaveis

Critérios de inclusdo:
e Individuos do sexo masculino;
e ldade entre 18 e 50 anos;
e N&o possuir histérico de doenca psiquidtrica, baseado na Entrevista
Clinica Estruturada para 0 DSM-1V;
e Nao ter feito uso de qualquer medicacao psicotropica no periodo de trés
meses anteriores ao estudo;

e Ndo possuir histérico de trauma cranio-encefalico.



Critérios de exclusao:

doencas neurologicas,
hiponatremia, hipovitaminose B12);

segundo os critérios do DSM-IV;

insuficiéncia renal,

Historia de hipersensibilidade ao NPS;

Presenca de marca-passo ou qualquer prétese metalica.
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Presenca de condicdo médica geral relevante (doencas cardiovasculares,

doenca hepatica, hipotiroidismo,

Diagnostico de abuso ou dependéncia de substancias psicoativas

O total de 20 voluntarios saudaveis incluidos no estudo foi dividido em dois grupos

controles, conforme representado na figura 1. Um grupo controle com 15 sujeitos realizou o

mesmo protocolo experimental de imagem e infusdo de NPS dos voluntarios portadores de

esquizofrenia. Ja um controle grupo com cinco sujeitos realizou um protocolo de tarefa de

escuta passiva e infusdo de NPS com a finalidade de descartar que as alteracbes da

conectividade da DMN fossem somente secundarias a um efeito vasodilatador da medicacéo.

Voluntérios portadores de
esquizofrenia (n=35)

Grupo sem CLZ
(n=16)

Grupo com CLZ
(n=19)

Voluntarios saudaveis (n=20)

Grupo controle
(n=15)

Grupo controle com
tarefa de escuta
passiva (n=5)

Figura 1 - Fluxograma da selecéo e diviséo dos voluntérios incluidos.

3.3 Analise estatistica das caracteristicas clinicas e demograficas dos grupos

Para a analise de dados, utilizou-se estatistica descritiva para a apresentacdo das

caracteristicas clinicas e demograficas dos grupos de voluntarios. A analise estatistica foi

realizada utilizando-se o “Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS), verséo 22.0.

Foram consideradas diferengas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para a comparagdo entres as médias de

idade dos grupos sem CLZ, com CLZ e controle, seguido de teste post-hoc de Tukey. O teste t
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para varidveis independentes foi aplicado para a comparacdo da média de tempo de doenca,
tempo sem tratamento apo6s o primeiro episodio psicético, tempo de uso da medicacdo atual e
tempo em uso da dose atual da medicacéo entre os grupos sem CLZ e com CLZ. O teste t para
amostras independentes também foi realizado para a comparacdo dos valores médios da
Escala de Avaliacdo Psiquiatrica Breve (Brief Psychiatric Rating Scale - BPRS) pré-NPS e
p6s-NPS entre os grupos portadores de esquizofrenia. Objetivando a avaliacdo do efeito do
NPS sobre os valores pré e p6s-BPRS dentro de cada grupo de pacientes, aplicou-se o teste t
pareado. Antes da realizacdo dos testes t, a homogeneidade das variancias foi testada pelo
teste de Levene. A escolaridade dos voluntarios categorizada foi comparada pelo teste do qui-

quadrado.

3.4 Instrumentos

3.4.1 Entrevista Clinica Estruturada para o DSM - IV:

Foi utilizada para triagem e confirmacdo diagnostica a Entrevista Clinica Estruturada
para 0 DSM-IV, versao clinica - SCID-CV (First et al., 1997), traduzida e adaptada para o
portugués (Del-Ben et al., 2001). Com a aplicagdo desse instrumento, confirmou-se o
diagndstico de esquizofrenia dos pacientes selecionados e excluiu-se qualquer doenca

psiquiatrica nos voluntarios saudaveis.

3.4.2 Escala Breve de Avaliacao Psiquiatrica (Brief Psychiatric Rating Scale - BPRS):

Para avaliar as alteracfes psicopatoldgicas nos portadores de esquizofrenia antes e
apos o experimento foi utilizada a Escala de Avaliacdo Psiquiatrica Breve - Brief Psychiatric
Rating Scale (BPRS) (Overall e Gorham, 1962), modificada por Bech (Bech, Kastrup e
Rafaelsen, 1986), traduzida e adaptada para o portugués (Zuardi et al., 1994).

Essa versdo é composta por 18 itens da escala original desenvolvida (Overall e
Gorham, 1962). Cada item foi pontuado pelo mesmo entrevistador treinado no uso da mesma,
com escore variando entre zero (minimo - ausente) e quatro (maximo — presente o tempo todo

ou durante a maior parte do tempo).
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3.5 Drogas

3.5.1 Nitroprussiato de sodio

Nipride® (Biolab Sanus): pé liofilizado para infusdo endovenosa. Cinquenta e cinco
frascos - ampola contendo 50 mg de NPS dihidratado em cada frasco, e 0 mesmo numero de

ampolas de diluente com 2 ml cada foram utilizadas em todo o experimento.

O NPS foi utilizado em infusdo endovenosa continua controlada através de bomba de
infusdo em dose de 0,25 pcg/kg/minuto, com monitorizacdo rigorosa de cada voluntario.
Poderia ocorrer reducdo da dose ou interrupgédo da infusdo caso fossem observadas alteracdes

significativas da pressdo arterial (PA) ou de outros parametros hemodindmicos do voluntério.

E importante ressaltar que normalmente as doses necessarias para se obter uma
resposta clinicamente adequada para o controle da PA sdo variaveis e devem ser tituladas,
dependendo da idade do paciente e da intensidade de efeito desejado. A maioria dos pacientes
hipertensos responde a uma infusdo entre 0,5 a 10 pcg/kg/minuto (Vidt e Gifford, 1984).

Cada ampola com 50 mg da droga foi diluida em 2ml de diluente e adicionada a 500
ml de soro glicosado 5%, com concentracao final de 0,1 mg/ml. Como a substancia € sensivel
a luz, foram empregadas solucdes preparadas imediatamente antes do inicio do experimento,

sendo o frasco e o equipo envoltos com material opaco.

Além do NO, o NPS gera espontaneamente o cianeto. Este Gltimo é metabolizado no
figado em tiocianato através de reacdo catalisada pela rodonase, que utiliza ions tiossulfatos
como doadores de enxofre (Himwich e Saunders, 1948; Ivankovich, Miletich e Tinker, 1978;
Kulig, 1992). Teoricamente, esta reacdo pode ser revertida pela enzima tiocianato oxidase
presente nos eritrocitos mas, a termodinamica favorece de forma predominante a formacéo de
tiocianato (Pines e Crymble, 1952; Ivankovich, Miletich e Tinker, 1978). O tiocianato é
excretado intacto pela via renal. Em sua grande maioria, os adultos conseguem metabolizar 50
mg de NPS a partir dos estoques de enxofre no organismo. Fatores como desnutricao,
cirurgias e diuréticos, podem reduzir esses estoques, diminuindo essa capacidade. Raramente,
quando a infusdo ultrapassa o tolerado ou quando a metabolizacdo se torna insuficiente,
radicais cianeto podem se acumular e causar uma intoxicacao clinica (lvankovich et al., 1983;
Curry e Arnold-Capell, 1991).
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O excesso de radicais cianeto pode se ligar aos citocromos mitocondriais, levando ao
bloqueio da respiracdo celular aerdbica e resultar em andxia tecidual, metabolismo
anaeradbico, acidose latica grave e morte celular (Curry e Arnold-Capell, 1991; Hall e Guest,
1992). Existem controvérsias sobre a verdadeira incidéncia da toxicidade clinicamente
significativa por cianeto. Nesse sentido, argumentos para a redugdo do uso do NPS s&o
encontrados simultaneamente a estudos que demonstram nenhuma evidéncia de toxicidade

clinica mesmo apos varios dias de infusdo da droga (Friederich e Butterworth, 1995).

Independentemente da taxa de infusdo ou da dose total administrada, qualquer
paciente recebendo NPS que posteriormente apresente disfuncdo do SNC, instabilidade
cardiovascular e aumento da acidose metabolica, deve ser avaliado para intoxicagdo por
cianeto. A infusdo de NPS deve ser interrompida e as demais intervencdes devem ser
realizadas de acordo com a condicdo do quadro clinico (Curry e Arnold-Capell, 1991; Hall e
Guest, 1992).

O tiocianato formado também pode causar intoxicacdo em pacientes com prejuizo da
excrecdo renal. A meia-vida normal de eliminagéo renal de tiocianato é de 2,7 dias, mas ela
pode ser prolongada para até nove dias em pacientes com insuficiéncia renal. A toxicidade
pelo tiocianato € rara, sendo cem vezes menos toxico que o cianeto. Sintomas inespecificos de
intoxicacdo incluem fadiga, zumbido, nausea, vomito, podendo evoluir para hiperreflexia,
confusdo mental, psicose, miose e, em quadros mais graves, convulsdes e coma. Esses efeitos
sd0 minimizados assim que a infusdo da droga é interrompida ou a sua velocidade de

eliminacdo € aumentada (Curry e Arnold-Capell, 1991; Hall e Guest, 1992).

Contraindica¢Bes médicas para o uso do NPS séo raras e em grande parte teéricas. E
possivel que o risco de toxicidade por cianeto seja maior em individuos com anormalidades
na via cianeto - tiocianato e com menor disponibilidade da enzima hepéatica rodonase.
Pacientes com atrofia hereditaria do nervo Optico (Doenga de Leber) ou ambliopia toxica
apresentam maior risco de toxicidade pelo cianeto, j& que possuem uma anormalidade no
metabolismo do mesmo (Tinker e Michenfelder, 1976; Cohn e Burke, 1979; Friederich e
Butterworth, 1995). Além disso, a droga deve ser utilizada com prudéncia em pacientes com
hepatopatias, nefropatias, hipertensdo intracraniana, doenca cerebrovascular ou doenca

coronariana (Friederich e Butterworth, 1995).

3.5.2 Placebo
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O Placebo se constituiu de soro glicosado 5%.

3.6 Procedimento

Os voluntarios portadores de esquizofrenia e saudaveis foram recebidos no setor de
radiologia localizado no segundo andar do HCFMRP-USP. No dia anterior ao estudo, 0s
individuos foram orientados a ndo ingerirem bebida alcodlica e a realizarem um desjejum leve
antes de comparecerem ao experimento.

Os individuos portadores de esquizofrenia foram avaliados clinicamente através da
BPRS e, posteriormente, encaminhados para a entrevista com a equipe de enfermagem, na
qual também foi realizada a pesagem e afericdo de dados vitais. Os voluntarios saudaveis
foram encaminhados diretamente para a avaliacdo da enfermagem, ndo sendo submetidos,
portanto, a BPRS. Em seguida, os voluntarios foram preparados e submetidos ao experimento
conforme descricdo detalhada abaixo. Finalizado o experimento, os voluntarios saudaveis
foram liberados, enquanto os pacientes portadores de esquizofrenia foram novamente
avaliados através da BPRS e, posteriormente, liberados.

O procedimento para a realizacdo do experimento se iniciou com a introducdo de uma
canula venosa no antebraco direito do voluntario, na qual foram conectados o equipo e a
solugdo de NPS dissolvida e instalada na bomba de infusdo. Outra canula venosa foi
introduzida no antebrago esquerdo e conectada ao equipo e ao soro glicosado 5%. O
voluntario foi posicionado no equipamento de ressonancia magnética funcional e a
monitorizacdo cardiorespiratoria instalada. Um esfigmomandmetro posicionado na porcao
distal do membro inferior esquerdo foi programado para aferir a PA a cada trés minutos. A
frequéncia cardiaca e os niveis de saturacdo de oxigénio também foram monitorados
continuamente através do oximetro posicionado no segundo quirodactilo esquerdo. Os
voluntarios foram orientados a permanecer relaxados, sem pensar em nada especifico e de
olhos fechados. Finalizado o posicionamento e a disposicdo dos equipamentos de
monitorizacao, iniciou-se a infusdo venosa simultaneamente a aquisicdo das imagens atraves
da RMf.

3.6.1 Protocolo experimental

Grupo de pacientes sem CLZ, grupo de pacientes com CLZ e grupo controle:
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Cada individuo, fosse voluntario saudavel ou voluntério portador de esquizofrenia, foi
submetido a uma unica sessdo do estudo de imagem e de infusdo da droga experimental,
sendo esse procedimento idéntico entre os grupos sem CLZ, com CLZ e grupo controle sem
tarefa de escuta passiva, conforme representado na figura 2. A aquisicdo das imagens se
iniciou com a infuséo de soro glicosado 5% no antebrago esquerdo por cerca de 12 minutos. A
partir do décimo segundo minuto, a infusdo de soro glicosado 5% foi finalizada e,
imediatamente, o voluntario passou a receber a solucdo de NPS através da bomba de infuséo
instalada no acesso venoso do antebraco direito. Apds 12 minutos, a infusdo da droga
experimental foi interrompida e o voluntario novamente passou a receber a infusdo de soro

glicosado 5% por seis minutos, finalizando o experimento.

Grupo controle com tarefa de escuta passiva:

O grupo controle com tarefa de escuta passiva foi submetido a um protocolo de
infusdo de soro glicosado 5% e NPS porém, ao invés de permanecerem todo o periodo de
aquisicdo das imagens em repouso, foram submetidos a uma tarefa de escuta passiva capaz de
aumentar a atividade do cortex auditivo primario. Os estimulos foram apresentados por meio
de fones supra-aurais compativeis com o equipamento de ressonancia magnética. Durante a
tarefa, os voluntarios foram orientados a escutar atentamente a uma historia complexa
apresentada simultaneamente para ambas as orelhas. Os sujeitos foram instruidos a
permanecer com os olhos fechados, ndo se movimentar durante todo o exame e a voltar o

maximo possivel de sua atencédo para a tarefa de escuta.

A tarefa de escuta passiva foi realizada utilizando-se um protocolo em bloco de escuta
passiva que consistia de cinco blocos de repouso e quatro blocos de tarefa (escuta passiva),
alternados e com duracdo de dez segundos cada, conforme representado na figura 4. Esse
protocolo foi repetido sob trés condigdes distintas: antes, durante e apos a administracdo do
NPS.

3.6.2 Ressonancia Magnética funcional

Conforme representado na figura 2, no tempo zero (t0), juntamente com a infusédo do

soro glicosado 5%, o protocolo de aquisicdo das imagens foi iniciado com aquisicdo
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volumeétrica ponderada em T1 (3DT1) e seguida por RMf em estado de repouso por seis
minutos. No t12, ao mesmo tempo que a infusdo de soro glicosado foi substituida pela infusdo
de NPS (0,25 pcg/kg/min), as imagens funcionais em estado de repouso foram realizadas por
mais 12 minutos. No t24, apds a substituicdo da infusdo de NPS por soro glicosado 5%,
iniciou-se a aquisi¢cdo volumétrica ponderada em T2 (3DT2), seguida por nova aquisi¢do
funcional em repouso por mais seis minutos. No t35 ocorreu o término da aquisi¢do das
imagens e da infusdo venosa e o0s voluntarios foram auxiliados para sairem do posicionamento
dentro do equipamento. A monitorizacdo cardiorespiratdria foi retirada, assim como as

canulas venosas desconectadas.

3DT1 RMf RMf 3DT2 RMf
A A A
r A Y4 A N N N/ A
I I | I I I
t0 16 t12 124 129 t35
soro glicosado 5% nitroprussiato de sodio soro glicosado 5%

Figura 2 - Representagdo do procedimento de infusdo da droga experimental e aquisi¢do das imagens.

3.6.3 Aquisicdo das imagens

Todas as imagens foram adquiridas em um tomaégrafo Philips 3.0 T Achieva (Philips,
Best, Holanda), utilizando uma bobina de cranio SENSE de oito canais. As imagens
anatdmicas utilizaram uma sequéncia do tipo gradiente eco, ponderada em T1 (TR = 6.7 ms,
TE= 3.1 ms, angulo de flip = 8, matriz =256 X 256 , FOV =256 mm; nimero de fatias: 180;
espessura da fatia = 1 mm, dimenséo do voxel = 1 x 1 x 1 mm®, SENSE = 1). J4 as imagens
funcionais utilizaram uma sequéncia do tipo ecoplanar (EPI — Echo Plannar Imaging),
cobrindo ambos os hemisférios cerebrais, com os seguintes parametros: TR = 3000 ms, TE =
30 ms, angulo de flip = 90°, matriz = 128 x 128, FOV = 230 mm, numero de fatias = 32,
espessura da fatia = 2 mm, SENSE = 2.

A analise de conectividade funcional da rede neural DMN foi feita nos trés grupos de

sujeitos (15 controles, 19 pacientes em uso da medicacdo antipsicética CLZ e 16 pacientes em
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uso de outros antipsicéticos, exceto a CLZ), cada um deles sob trés condic¢Bes diferentes:
antes (pré-NPS), durante (NPS) e apds a administracdo do NPS (p6s-NPS).

3.6.4 Pré-processamento e andlise das imagens

Inicialmente os dados foram pré-processados no programa de uso livre FSL (FRMIB
Software Library), versdo 5.0, (Analysis Group FRMIB, Oxford, United Kingdom), seguindo
a sequéncia proposta por Weissenbacher et al. (Weissenbacher et al., 2009) para calcular a

conectividade funcional baseada em seeds (seed voxel correlation analysis — SCA).

O pré-processamento dos dados contemplou a correcdo de movimento e a correcao
temporal entre as fatias, utilizando as rotinas mcflirt e slicetimer (Jenkinson et al., 2002), e a
suavizacdo espacial aplicando um filtro gaussiano com FWHM de 5 mm. Para assegurar a
qualidade dos dados analisados, os parametros de movimento (translagdo e rotagdo) foram
inspecionados em cada sujeito e em cada condicdo (pré-NPS, NPS e p6s-NPS) para garantir
que em nenhum deles excedia 2 mm de translagdo e/ou 1° de rotagdo. Os sujeitos que tiveram

parametros superiores a esses limites em alguma das condicdes, foram excluidos da analise.

Em seguida, as imagens foram transformadas para o espaco padrdo MNI 152 com a
finalidade de mapear o cérebro de todos os individuos dentro de uma estrutura cerebral
normalizada. Para tanto foi utilizada a rotina flirt (Jenkinson e Smith, 2001; Jenkinson et al.,

2002), que realiza apenas transformacoes lineares.

Apbs essa etapa, utilizamos o SPM5 (Statistical Parametric Mapping, Wellcome
Institute of Cognitive Neurology, London, United Kingdom) para fazer a regressao linear entre
a série temporal de cada sujeito e 18 confundidores, para evitar a possibilidade de correlacfes
espurias: seis parametros de correcdo de movimento (trés rotacoes e trés translacoes), o sinal
global, o sinal da substancia branca, o sinal do fluido cerebroespinhal e suas respectivas
derivadas. As imagens residuo (parte do sinal que ndo foi relacionada com os confundidores)

obtidas apds a regressdo foram utilizadas para a analise de conectividade funcional.

Sobre as imagens residuo foi feita a analise de conectividade funcional utilizando o

programa REST (Resting-state fMRI Data Analysis Toolkit, versdo 1.7, (Song et al., 2011).
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Em primeiro lugar, os dados foram filtrados por um passa-banda de 0,01 a 0,1 Hz. Duas
seeds, uma no cortex do cingulo posterior (PCC - posterior cingulate cortex) e outra no cortex
prée-frontal medial (MPFC - medial prefrontal cortex), foram definidas da seguinte forma:
esferas de 10 mm de raio, centradas nas coordenadas MNI do PCC (-4, -47, 45) e do mPFC
(0, 51, -14) (Fox et al., 2005b). A figura 3 ilustra a localizacdo das seeds. As séries temporais
médias de cada seed foram obtidas e os mapas de correlagdo foram produzidos computando-
se o coeficiente de correlacdo de Pearson entre a série temporal de cada voxel e a série média
da seed. Finalmente, os mapas de coeficiente de correlagdo foram convertidos em mapas de z-

score aplicando-se a transformada de Fisher para garantir uma distribuicdo normal dos dados.

Figura 3 - Localizacdo das duas seeds (em MNI) utilizadas na analise da conectividade funcional: PCC (-4, -47,
45) e mPFC (0, 51, -14).

Realizamos a comparacao entre o grupo controle e o grupo de pacientes (sem uso de
CLZ + com uso de CLZ) para cada condicdo (pré-NPS, NPS e pds-NPS) aplicando o two
sample t-test usando os contrastes controle > paciente e paciente > controle. Também foi
aplicado o teste t de Student pareado para revelar as diferencas entre os padrdes de
conectividade funcional de cada condicdo (pré-NPS, NPS e p6s-NPS) em cada grupo
(controle, paciente sem CLZ e paciente com CLZ). Os mapas de z-score das duas seeds foram
comparados ao mesmo tempo. As trés condi¢des foram comparadas dois a dois para cada um
dos grupos: pré-NPS vs. NPS, NPS vs. pds-NPS e pré-NPS vs. p6s-NPS.

Nesse momento, procuramos por diferencas apenas nas regides que compdem a DMN,
utilizando uma mascara formada por 11 regides de interesse (ROI): cingulo anterior (ACC),
cingulo posterior (PCC), pre-cuneus (pC), cortex pré-frontal medial (mPFC), giro frontal
médio esquerdo (MFGL), giro temporal médio direito (MTGR) e esquerdo (MTGL), lobo

parietal inferior direito (IPLR) e esquerdo (IPLL), formac&o hipocampal (hipocampo + giro
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parahipocampal) direita e esquerda (Buckner, Andrews-Hanna e Schacter, 2008a; Laird et al.,
2009).

Além disso, foi feita uma analise comparando os trés grupos dois a dois para cada
condicdo: pré-NPS controle vs. pré-NPS pacientes sem CLZ, pré-NPS controle vs. pré-NPS
pacientes com CLZ, pré-NPS pacientes sem CLZ vs. pré-NPS pacientes com CLZ, durante
NPS controle vs. durante NPS pacientes sem CLZ, durante NPS controle vs. durante NPS
pacientes com CLZ, durante NPS pacientes sem CLZ vs. durante NPS pacientes com CLZ,
p6s-NPS controle vs. pds-NPS pacientes sem CLZ, pds-NPS controle vs. pds-NPS pacientes
com CLZ, pds-NPS pacientes sem CLZ vs. pds-NPS pacientes com CLZ. As comparacdes
foram feitas usando ANOVA com p<0,001 ndo corrigido e, novamente, utilizamos uma

méscara da DMN para procurar por diferencas apenas dentro dessa rede.

As imagens do protocolo de escuta passiva também foram pré-processados no
programa de uso livre FSL, versdo 5.0. Nessa etapa foram feitas correcdo de movimento,
correcdo temporal entre as fatias e a suavizacdo espacial aplicando um filtro gaussiano com
FWHM de 5 mm. Para assegurar a qualidade dos dados analisados, os parametros obtidos na
correcdo de movimento foram inspecionados em cada sujeito e em cada condicdo (pré-NPS,
NPS e p6s-NPS) para garantir que em nenhum deles os movimentos excedessem 2 mm de
translacao e 1° de rotagdo. Em seguida, para efeito de normalizacdo, as imagens foram
transformadas para o espaco padrdo MNI. Foi utilizada a rotina flirt (Jenkinson e Smith, 2001;
Jenkinson et al., 2002), que realiza apenas transformacdes lineares, para fazer o corregistro

das imagens anatomicas e funcionais com o template MNI 152.

Apos essa etapa, utilizamos o SPM5 para analise estatistica dos dados utilizando os

seguintes passos:

l. Criacdo da matriz de design do GLM (general linear model). Essa matriz
retrata o desenho experimental. Nesse caso, 0 desenho experimental consistia de um protocolo
contendo cinco blocos de repouso e quatro blocos de tarefa (escuta passiva), alternados e com
duracgéo de dez segundos cada (figura 4);

Il. Estimativa dos parametros do GLM;
1. Construcdo dos mapas estatisticos baseados nos contrastes escolhidos (escuta >

repouso e repouso > escuta) em cada uma das condicdes (pré-NPS, NPS e pds-NPS);
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V. Comparacdo dos mapas estatisticos entre as condigdes. Foi aplicado o teste t de
Student pareado para revelar as diferencas no contraste escuta > repouso. As trés condicGes
foram comparadas duas a duas para cada um dos grupos de sujeitos: pré-NPS vs. NPS, NPS
vs. p0s-NPS e pré-NPS vs. pos-NPS. Como nosso objetivo era avaliar o cortex auditivo,
utilizamos uma mascara contendo as areas de Brodmann 41, 42 e 22 nas comparacfes entre as

condigdes (Figura 5).

(a)

Figura 4 - (a) Desenho experimental do protocolo - cinco blocos de repouso e quatro blocos de escuta
passiva, alternados e com duragéo de dez segundos. (b) Matriz de design do general linear model. A
coluna 1 contém o modelo do sinal BOLD (blood oxygen level dependent) do protocolo e a coluna 2
representa uma constante.
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Figura 5 - Méscara do cdrtex auditivo contruida anatomicamente a partir das areas de Brodmann 41
(amarelo), 42 (azul) e 22 (vermelho).

3.7 Aspectos éticos e legais

O estudo aqui apresentado foi submetido para apreciacio do Comité de Etica em
Pesquisa Médica do HCFMRP-USP, segundo processo n° 14278/2011 (ANEXO A). Apos
avaliacdo, foi aprovado juntamente com o TCLE para voluntario portador de esquizofrenia e
voluntério saudavel, que constam no apéndice A. O estudo realizado também esta de acordo
com a resolucdo Conselho Nacional de Saude (CNS) 196/96.

Os sujeitos que preenchiam os critérios necessarios para constituir a amostra do
presente estudo foram convidados a participar da pesquisa, sendo esta, absolutamente
voluntaria. Foi assegurado ao sujeito na ocasido do convite, que haveria total liberdade de
retirar seu consentimento em qualquer momento do transcorrer da pesquisa sem que isso lhe
trouxesse alguma implicacdo negativa. Do mesmo modo, a ndo participacdo no estudo nédo

acarretaria em qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento na instituicao.

Para todos os voluntarios saudaveis e pacientes portadores de esquizofrenia foi lido o
TCLE e fornecidas informacOes sobre a justificativa, objetivos, procedimentos, riscos e
beneficios do estudo ao qual foram convidados a participar. Somente foram aceitos no estudo

sujeitos que assinaram o TCLE.
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A todos os voluntérios foram garantidos os direitos de receber informacdes e
esclarecimentos a respeito de qualquer davida que surgisse no transcorrer do procedimento,
assim como informacdes atualizadas sobre o estudo, mesmo que isso pudesse afetar sua
vontade de continuar participando. Da mesma forma, foi garantida a seguranca de ndo serem
identificados, bem como de que todas as informacdes fornecidas por eles seriam mantidas sob

carater confidencial.
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RESULTADOS




56

4. Resultados

Do total de 35 voluntarios portadores de esquizofrenia alocados em dois grupos de
acordo com a medicacao antipsicética em uso, trés pacientes foram excluidos do grupo sem
CLZ e seis pacientes do grupo com CLZ em razdo dos artefatos de movimento excederem 2
mm de translacdo e 1° de rotacdo. Por sua vez, dos 20 voluntarios saudaveis divididos em
grupo controle e grupo controle com tarefa, um sujeito foi excluido do grupo controle pela

presenca de artefato de movimento (Figura 6).

Portadores de Voluntarios saudaveis
esquizofrenia (n=35) (n=20)
Grupo sem Grupo com Grupo controle Grupo controle
CLZ (n=16) CLZ (n=19) (n=15) com tarefa (n=5)
Excluidos Excluidos Excluidos
(n=3) (n=6) (n=1)

Grupo sem Grupo com Grupo controle Grupo controle
CLZ (n=13 = =

(n=13) CLZ (n=13) (n=14) com tarefa (n=5)

Figura 6 - Fluxograma representando a exclusdo dos voluntarios por artefato de movimento.

4.1 Caracteristicas clinicas e demograéficas

As caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes portadores de esquizofrenia e
voluntarios saudaveis estdo apresentadas na tabela 1. Analisando a variavel idade, observamos
que o grupo sem CLZ apresentou maior valor para idade média (F239=6,46 p<0,01), sendo
significativamente maior comparado ao grupo controle mas sem diferenca em relagdo ao
grupo com CLZ.

Em relacdo ao nivel de escolaridade, a maior parte dos pacientes de ambos 0s grupos,
sem CLZ e com CLZ, possuiam de 4 a 11 anos de estudo e, estatisticamente, ndo foi
encontrada diferenca nessa variavel (y°=1,67; GL = 2; p=0,43). Entretanto, quando

comparamos 0 grupo de pacientes sem CLZ e com CLZ aos controles, verificamos
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escolaridade significativamente maior nos voluntarios saudaveis que se submeteram ao
mesmo protocolo experimental que os pacientes (X2 = 23,38; GL = 4; p<0,01). Nao foram
encontradas diferencas significativas em relacdo ao numero de sujeitos destros e canhotos em
todos os grupos de voluntarios, uma vez que a grande maioria era destra.

Analisando as varidveis relacionadas apenas aos pacientes portadores de esquizofrenia,
ndo foram encontradas diferengas significativas nas variaveis tempo de doenga (t=-0,11; GL =
1; p=0,91), tempo sem tratamento ap0s o primeiro episodio psicotico (t=-0,59; GL = 1,
p=0,56), tempo de introducdo da medicacdo atual (t=0,59; GL = 1; p=0,56) e tempo em uso
da dose atual da medicacdo (t=1,13; GL = 1; p=0,28) entre os grupos. Ainda em relacdo a
comparagdo entre os grupos de pacientes sem e com CLZ, foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas dos valores médios da BPRS pré-NPS e p6s-NPS entre 0s
grupos, (t=2,04; GL=24; p=0,05) e (t=2,04; GL=24; p=0,05) respectivamente. Entretanto, ndo
observamos mudancas significativas entre os valores médios da BPRS pré-NPS e pds-NPS
em cada grupo de pacientes, (t=-1,00; GL=12; p=0,34) (t=-0,56; GL = 12; p=0,58)
respectivamente.

As medicacbes antipsicoticas usadas pelos grupos sem CLZ e com CLZ estdo
apresentadas na tabela 2. No grupo sem CLZ, dois pacientes estavam em uso de dois
antipsicoticos ao mesmo tempo, haloperidol decanoato e quetiapina; e olanzapina e
risperidona, respectivamente. Além do uso de antipsicéticos, alguns pacientes estavam em uso
de inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (n=4), benzodiazepinicos (n=5),
estabilizador de humor (n=1), anticolinérgico (n=1) e anti-histaminico (n=3). No grupo com
CLZ, além do uso do antipsicotico clozapina, alguns pacientes estavam em uso de &acido
valproico (n=4), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (n=4), antidepressivo

triciclico (n=1) e benzodiazepinicos (n=1).



Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos sujeitos.

Portadores de esquizofrenia
Gruposem CLZ GrupocomCLZ

Voluntarios saudaveis

Grupo controle

Grupo controle com

n=13 n=13 n=14 tarefa
n=5
Idade (anos) 36+58 328+6 29,1 +2,3* 29,2 £ 2,94

Escolaridade (n) *

<4 anos 3 1 0 0

4-11 anos 8 8 0 0

>11 anos 2 4 14 5
Destro/Canhoto 10/3 12/1 13/1 4/1
Tempo de doenca (anos) 15,3+8,8 157+£7,7
Tempo sem tratamento apos 1° episddio (meses) 48+93 9925
Tempo de introducdo da medicagéo atual (meses) 61,6 +55,8 50+41,8
Tempo na dose atual da medicag&o (meses) 32,3+432 18,1+135
BPRS pré-NPS 6,3+4,5 10,8+6,6 *
BPRS pds-NPS 6,5+4,.2 109+65*

CLZ: clozapina, n: nimero absoluto, AP: antipsicoticos, NPS: nitroprussiato de sédio, BPRS: Brief Psychiatric Rating Scale, *: p<0,05,

Tabela 2 - Medicagdo antipsicética em uso pelos portadores de esquizofrenia.

Gruposem CLZ

Grupo com CLZ

n=13

Medicacdo/dose n=13
Clozapina (n=13) -
Haloperidol decanoato (n=2) 150mg/4 semanas
Risperidona (n=1) 4mg/dia
Quetiapina (n=3) 566,7 = 251,7 mg/dia
Paliperidona injetavel LP (n=1) 150mg/ 3 semanas
Olanzapina (n=8) 15 + 8,4 mg/dia

517,3 £ 196,2 mg/dia

CLZ: clozapina, n:nimero absoluto de pacientes, LP: liberacéo prolongada

8G
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4.2 Anédlise das imagens

4.2.1 Comparacao entre condicfes (pré-NPS, NPS e pds-NPS)

Para a observacdo das alteragdes na conectividade funcional entre as condi¢bes em
cada grupo, foram utilizados seis contrastes: pré-NPS > NPS, NPS > pré-NPS, NPS > pos-
NPS, p6s-NPS > NPS, pré-NPS > pd6s-NPS e p6s-NPS > pré-NPS. Foram considerados

apenas clusters com mais de 20 voxels.

Primeiramente, consideramos para analise o grupo formado pelo total de pacientes
(sem uso de CLZ + com uso de CLZ):
4.2.1.1 Grupo de pacientes

No grupo de pacientes (sem uso de CLZ + com uso de CLZ) ndo foram encontradas
diferencgas significativas entres as condi¢des pré-NPS, NPS e p6s-NPS.

Posteriormente, consideramos 0s grupos de pacientes de acordo com a medicagdo em

uso:

4.2.1.2 Grupo pacientes sem CLZ

No grupo de pacientes que ndo estavam fazendo uso da CLZ foram encontradas

diferencas no contraste NPS > pré-NPS e no pés-NPS > NPS.
NPS > pré-NPS:

A figura 7 mostra as regides em que padréo de conectividade se altera, observando-se
aumento na conectividade do cuneus e do pré-cuneus (p < 0,001 ndo corrigido). A tabela 3

descreve detalhadamente o resultado obtido.
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Figura 7 - Alterac6es na conectividade funcional da DMN no grupo de pacientes sem CLZ no contraste NPS >
pré-NPS. A conectividade aumentou no cuneus e no pré-cuneus. Valores de p ndo corrigidos, p < 0,001.

Tabela 3 (continua) - Tabela descritiva mostrando as regifes em que a conectividade funcional foi alterada no
grupo de pacientes sem CLZ no contraste NPS > pré-NPS.

Cluster 1
Ndmero de voxels: 104

Max. coordenadas: -2, -72, 32

Regido anatdmica % da regido nessa
localizacéo

N4o identificada 5,77
Cuneus (E) 10,58
Cuneus (C) 5,77
Cuneus (D) 15,38
Pré-cuneus (E) 10,58
Pré-cuneus (C) 14,42
Pré-cuneus (D) 37,50
N4o identificada 43,27
Substéncia cinzenta (E) 16,35
Substancia cinzenta (D) 26,92
Substéncia branca (E) 4,81
Substéncia branca (D) 8,65

N&o identificada 56,73

Area de Brodmann 7 (E) 14,42
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Tabela 3 (conclusdo) - Tabela descritiva mostrando as regides em que a conectividade funcional foi alterada no
grupo de pacientes sem CLZ no contraste NPS > pré-NPS.

Cluster 1
Numero de voxels: 104

Max. coordenadas: -2, -72, 32

Regido anatdmica % da regido nessa
localizacéo

Area de Brodmann 7 (D) 23,08

Area de Brodmann 31 (E) 1,92

Area de Brodmann 31 (D) 3,85

max.: maxima, D: direito, E: esquerdo, C: central, %: porcentagem.

P6s-NPS > NPS

A figura 8 mostra as regibes nas quais o padrdo de conectividade se altera,
observando-se aumento na conectividade do subgiral, do giro temporal inferior e do giro
temporal médio (p < 0,001 ndo corrigido). A tabela 4 descreve detalhadamente o resultado
obtido.

’ »mll

peoes=

Figura 8 - Alteracdes na conectividade funcional da DMN no grupo de pacientes sem CLZ no contraste pos-NPS
> NPS. A conectividade aumentou no subgiral, giro temporal inferior e no giro temporal médio. Valores de p
ndo corrigidos, p < 0,001.
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Tabela 4 - Tabela descritiva mostrando as regides em que a conectividade funcional foi alterada no grupo de
pacientes sem CLZ no contraste p6s-NPS > NPS.

Cluster 1
Numero de voxels: 20

Max. coordenadas: 64, -54, -10

Regido anatdmica % da regido nessa
localizacéo
Subgiral (D) 15,00

Giro temporal inferior (D) 35,00

Giro temporal médio (D) 50,00
Né&o identificado 5,00

Substancia cinzenta (D) 40,00
Substéncia branca (D) 55,00
N&o identificado 60,00

Area de Brodmann 21 (D) 30,00

Area de Brodmann 37 (D) 10,00

max.: maxima, D: direito, %: porcentagem.

4.2.1.3 Grupo pacientes com CLZ

No grupo de pacientes que estavam fazendo uso do CLZ foram encontradas diferencas

no contraste pds-NPS > NPS.
P6s-NPS > NPS

A figura 9 mostra as regides em que padréo de conectividade se altera, observando-se
aumento na conectividade do giro frontal superior (p < 0,001 n&o corrigido). A tabela 5

descreve detalhadamente o resultado obtido.
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Figura 9 - AlteracGes na conectividade funcional da DMN no grupo de pacientes com CLZ no contraste pds-NPS
> NPS. A conectividade aumentou no giro frontal superior. Valores de p ndo corrigidos, p < 0,001.

Tabela 5 - Tabela descritiva mostrando as regifes em que a conectividade funcional foi alterada no grupo de
pacientes com CLZ no contraste pds-NPS > NPS.

Cluster 1
Ndmero de voxels: 21

Max. coordenadas: 16, 66, 18

Regido anatdmica % da regido nessa
localizacdo

N&o identificado 9,52

Giro frontal superior (D) 90,48

N&o identificado 14,29
Substancia cinzenta (D) 57,14
Substancia branca (D) 28,57

Né&o identificado 42,86

Area de Brodmann 10 (D) 57,14

max.: maxima, D: direito, %: porcentagem.

4.2.1.4 Grupo controle

No grupo controle foram encontradas diferencas entre o contraste pré-NPS > pds-NPS.
A figura 10 mostra as regides em que padrdo de conectividade se altera, observando-se
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aumento na conectividade do giro temporal médio (p<0,001 ndo corrigido). A tabela 6
descreve detalhadamente o resultado obtido.

Figura 10 - Alteracdes na conectividade funcional da DMN no grupo controle no contraste pré-NPS > p6s-NPS.
A conectividade aumentou no giro temporal médio. Valores de p ndo corrigidos, p<0,001.

Tabela 6 - Tabela descritiva mostrando as regides em que a conectividade funcional foi alterada no grupo
controle no contraste pré-NPS > pds-NPS.

Cluster 1
Ndmero de voxels: 30

Max. coordenadas: 60, -30, -14

Regido anatdmica % da regido nessa
localizacéo

Giro temporal médio (D) 100,00

Substancia cinzenta (D) 26,67

Substéncia branca (D) 73,33

Né&o identificado 73,33

Area de Brodmann 21 (D) 26,67

max.: maxima, D: direito, %: porcentagem.

A tabela 7 resume os resultados encontrados na comparacao entre as condicdes pré-
NPS, NPS e pds-NPS em cada grupo.
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Tabela 7 - Resultados da comparacgdo entre condigdes (pré-NPS, NPS e p6s-NPS) dentro de um mesmo grupo. O
* marca em que contrastes foram encontrados diferencgas significativas considerando valores de p<0,001 néo
corrigido.

Pacientes
Controle Pacientes sem CLZ Pacientes com CLZ
(sem CLZ + com CLZ)

pré-NPS > NPS

NPS > pré-NPS *

NPS > p6s-NPS

p6s-NPS > NPS * *

pré-NPS > p6s-NPS *

p6s-NPS > pré-NPS

CLZ: clozapina, NPS: nitroprussiato de sodio

4.2.2 Comparagao entre grupos

4.2.2.1 Grupo de pacientes e grupo controle
Para a observacao de alteracdes da conectividade funcional entre as condi¢cdes nesses
dois grupos, utilizamos os contrastes controle > pacientes e pacientes > controle. Foram

considerados apenas clusters com mais de 20 voxels.

Pré-NPS
Controle > Pacientes

A figura 11 mostra as regides em que padrdo de conectividade se altera, observando-se
a existéncia de apenas um cluster (p < 0,001 ndo corrigido). A tabela 8 descreve

detalhadamente o resultado obtido.
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Figura 11 - Alteracdes na conectividade funcional da DMN na condi¢cdo pré-NPS no contraste controle >
pacientes. A conectividade aumentou no giro temporal médio e no giro temporal superior. Valores de p nédo

corrigidos, p<0,001.

Tabela 8 - Tabela descritiva mostrando as regifes em que a conectividade funcional foi alterada na condicao pré-
NPS no contraste controle > pacientes.

Cluster 1
Numero de voxels: 21

Max. coordenadas: 48, -54, 6

Regido anatdmica % da regido nessa
localizacéo
Giro temporal médio (D) 80,95

Giro temporal superior (D) 19,05

Substancia cinzenta (D) 19,05
Substancia branca (D) 80,95
N&o identificada 80,95

Area de Brodmann 39 (D) 19,05

max.: maxima, D: direito, %: porcentagem
Pacientes > Controle

A figura 12 mostra as regides em que padrdo de conectividade se altera, observando-se
a existéncia de apenas um cluster (p < 0,001 ndo corrigido). A tabela 9 descreve

detalhadamente o resultado obtido.
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Figura 12 - Alteragdes na conectividade funcional da DMN na condicdo pré-NPS no contraste pacientes >
controle. A conectividade aumentou no giro temporal médio, no giro temporal superior, no giro angular, no giro
supramarginal e no lobo parietal inferior. Valores de p ndo corrigidos, p<0,001.

Tabela 9 - Tabela descritiva mostrando as regides em que a conectividade funcional foi alterada na condigdo pré-
NPS no contraste pacientes > controle.

Cluster 1
Numero de voxels: 81

Max. coordenadas: -50, -60, 30

Regido anatdbmica % da regido nessa
localizacdo
Giro temporal médio (E) 1,23

Giro temporal superior (E) 9,88

Giro angular (E) 24,69
Giro supramarginal (E) 56,79
Lobo parietal inferior (E) 7,41
N4o identificado 1,23
Substancia cinzenta (E) 9,88
Substancia branca (E) 88,89
N&o identificado 90,12
Area de Brodmann 39 (E) 3,70
Area de Brodmann 40 (E) 6,17

max.: maxima, E: esquerdo, %: porcentagem
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NPS
Pacientes > Controle

As figuras 13 e 14 mostram as regides em que padrdo de conectividade se altera,
observando-se a existéncia de dois clusters (p < 0,001 ndo corrigido). A tabela 10 descreve

detalhadamente o resultado obtido.

Cluster 1

Figura 13 - Alterac6es na conectividade funcional da DMN na condi¢do NPS no contraste pacientes > controle.
O cluster 1 tem 139 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro temporal superior,
no giro angular, no giro supramarginal e no lobo parietal inferior. Valores de p ndo corrigidos, p<0,001.

Cluster 2

Figura 14 - AlteragGes na conectividade funcional da DMN na condigdo NPS no contraste pacientes > controle.
O cluster 2 tem 56 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro angular, no giro
supramarginal e no lobo parietal inferior. VValores de p ndo corrigidos, p<0,001.
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Tabela 10 - Tabela descritiva mostrando as regifes em que a conectividade funcional foi alterada na condigéo

NPS no contraste pacientes > controle.

Cluster 1
Numero de voxels: 139

Méx. coordenadas: -48, -56, 36

Cluster 2

Ndmero de voxels: 56

Méx. coordenadas: 50, -56, 32

Regido anatdmica % da regido nessa  Regido anatdmica % da regido nessa
localizacédo localizacao

Giro temporal superior (E) 4,32 Giro angular (D) 16,07
Giro angular (E) 33,09 Giro supramarginal (D) 78,57
Giro supramarginal (E) 31,65 Lobo parietal inferior (D) 5,36
Lobo parietal inferior (E) 30,94

Substancia cinzenta (D) 3,57
Substancia cinzenta (E) 5,04 Substancia branca (D) 96,43
Substancia branca (E) 94,96

N&o identificado 96,43
Nao identificado 94,96 Area de Brodmann 40 (D) 3,57
Area de Brodmann 40 (E) 5,04

max.: maxima, D: direito, E: esquerdo, %: porcentagem

P&6s-NPS

Pacientes > Controle

As figuras 15 — 18 mostram as regides em que padrdo de conectividade se altera,

observando-se a existéncia de quatro clusters (p < 0,001 n&o corrigido). A tabela 11 descreve

detalhadamente o resultado obtido.
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Cluster 1

Figura 15 - AlteracBes na conectividade funcional da DMN na condi¢do p6s-NPS no contraste pacientes >
controle. O cluster 1 tem 263 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro temporal
médio, no giro temporal superior, no giro angular, no giro supramarginal e no lobo parietal inferior. Valores de p
n&o corrigidos, p<0,001.

Cluster 2

p< 0001 I

penps =

Figura 16 - Alteracdes na conectividade funcional da DMN na condi¢do p6s-NPS no contraste pacientes >
controle. O cluster 2 tem 113 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro temporal
médio direito. Valores de p ndo corrigidos, p<0,001.

Cluster 3

Figura 17 - Alteracdes na conectividade funcional da DMN na condi¢do p6s-NPS no contraste pacientes >
controle. O cluster 3 tem 78 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro temporal
médio esquerdo. Valores de p néo corrigidos, p<0,001.
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Cluster 4

Figura 18 - Alteragdes na conectividade funcional da DMN na condicdo p6s-NPS no contraste pacientes >
controle. O cluster 4 tem 31 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro angular,
no giro supramarginal e no lobo parietal inferior. Valores de p ndo corrigidos, p<0,001.



Tabela 11 - Tabela descritiva mostrando as regides em que a conectividade funcional foi alterada na condicdo p6s-NPS no contraste pacientes > controle.

Cluster 1

Ndmero de voxels: 263

Max. coordenadas: -48, -58, 28

Cluster 2

NuUmero de voxels: 113

Max. coordenadas: 66, -20, -12

Cluster 3

NUmero de voxels: 78

Max. coordenadas: -62, -42, -6

Cluster 4
Nlmero de voxels: 31

Max. coordenadas: 50, -58, 34

Regido anatdbmica

% da regido

Regido anatdmica

% da regido

Regido anatdbmica

% da regido

Regido anatdbmica % da regido

nessa nessa nessa nessa
localizacédo localizacdo localizacéo localizacédo

Giro temporal médio (E) 4,94 N&o identificado 10,62 N&o identificado 7,69 Giro angular (D) 19,35

Giro temporal superior (E) 16,35 Giro temporal médio (D) 89,38 Giro temporal médio (E) 92,31 Giro supramarginal (D) 77,42

Giro angular (E) 22,81 Lobo parietal inferior (D) 3,23

Giro supramarginal (E) 36,88 N&o identificado 16,81 N&o identificado 20,51

Lobo parietal inferior (E) 19,01 Substéncia cinzenta (D) 50,44 Substéncia cinzenta (E) 46,15 Substéancia branca (D) 100,00
Substancia branca (D) 32,74 Substancia branca (E) 33,33

N&o identificado 3,42 Nao identificado 100,00

Substéncia cinzenta (E) 24,71 Né&o identificado 49,56 Né&o identificado 56,41

Substéncia branca (E) 71,86 Area de Brodmann 21 (D) 50,44 Area de Brodmann 21 (E) 43,59

N&o identificado 75,29

Area de Brodmann 39 (E) 10,27

Area de Brodmann 40 (E) 14,45

max.: maxima, D: direlto, E: esquerdo, %: porcentagem

¢l
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A tabela 12 resume os resultados encontrados na comparagdo entre o grupo de
pacientes (sem uso de CLZ + com uso de CLZ) e grupo controle, considerando clusters de
pelo menos 20 voxels.

Tabela 12 - Resultados da comparacéo entre os grupos pacientes e controle dentro de uma mesma condicdo. O *

marca em que contrastes foram encontrados diferencas significativas considerando valores de p<0,001 néo
corrigido.

pré-NPS NPS pds-NPS
controle > pacientes *
pacientes > controle * * *

NPS: nitroprussiato de sddio

4.2.2.2 Grupo pacientes sem CLZ, grupo pacientes com CLZ e grupo controle

Para a observacao das alteragOes de conectividade funcional em cada condi¢do foram
utilizados seis contrastes: controle > paciente sem CLZ, paciente sem CLZ > controle,
controle > paciente com CLZ, paciente com CLZ > controle, paciente sem CLZ > paciente
com CLZ e paciente com CLZ > paciente sem CLZ. Foram considerados apenas clusters com

mais de 20 voxels.

Pré-NPS:
Na condicdo pré-NPS foram encontradas diferengas no contraste paciente com CLZ >
controle. A figura 19 mostra as regides em que padrdo de conectividade se altera, observando-

se aumento na conectividade do giro angular, giro supramarginal e do lobo parietal inferior (p

< 0,001 néo corrigido). A tabela 13 descreve detalhadamente o resultado obtido.

Figura 19 - Alteracdes na conectividade funcional da DMN na condicdo pré-NPS no contraste paciente com CLZ
> controle. A conectividade aumentou no giro angular, no giro supramarginal e no lobo parietal inferior. Valores
de p ndo corrigidos, p < 0,001.
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Tabela 13 - Tabela descritiva mostrando as regides em que a conectividade funcional foi alterada na condicdo
pré-NPS no contraste paciente com CLZ > controle.

Cluster 1
NUmero de voxels: 46

Max. coordenadas: -50, -60, 32

Regido anatdmica % da regido nessa
localizacédo

Giro angular (E) 10,87

Giro supramarginal (E) 54,35

Lobo parietal inferior (E) 34,78
Substancia cinzenta (E) 6,52

Substéncia branca (E) 93,48

N&o identificado 93,48

Area de Brodmann 40 (E) 6,52

max.: maxima, E: esquerdo, %: porcentagem.

NPS:

Na condi¢cdo NPS s6 foram encontradas diferencas no contraste paciente sem CLZ >
controle. As figuras 20, 21, 22 e 23 mostram as regibes em que padrdo de conectividade se
altera, observando-se a existéncia de quatro clusters (p<0,001 n&o corrigido). A tabela 14

descreve detalhadamente o resultado obtido para cada um dos clusters.

Cluster 1

Figura 20 - AlteracGes na conectividade funcional da DMN na condi¢do NPS no contraste paciente sem CLZ >
controle. O cluster 1 tem 131 voxels e estd sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro
supramarginal, no giro angular, lobo parietal inferior, giro temporal superior e no giro temporal médio. Valores
de p ndo corrigidos, p < 0,001.
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Cluster 2

Figura 21 - AlteracGes na conectividade funcional da DMN na condicdo NPS no contraste paciente sem CLZ >
controle. O cluster 2 tem 56 voxels e estd sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro
supramarginal, no giro angular, lobo parietal inferior e no giro temporal médio. Valores de p nédo corrigidos, p <
0,001.

Cluster 3

p< 0,001 I

penps =

Figura 22 - AlteracGes na conectividade funcional da DMN na condi¢cdo NPS no contraste paciente sem CLZ >
controle. O cluster 3 tem 37 voxels e esté sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no pré-cuneus.
Valores de p ndo corrigidos, p < 0,001.

Cluster 4

p < 0,001 I

penps =

Figura 23 - AlteracBes na conectividade funcional da DMN na condi¢gdo NPS no contraste paciente sem CLZ >
controle. O cluster 4 tem 34 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro cingular.
Valores de p ndo corrigidos, p < 0,001.



Tabela 14 - Tabela descritiva mostrando as regifes em que a conectividade funcional foi alterada na condicdo NPS no contraste paciente sem CLZ > controle.

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4
NUmero de voxels: 131 NUmero de voxels: 56 Ndmero de voxels: 37 Namero de voxels: 34
Maéx. coordenadas: -46, -56, 32 Max. coordenadas: 44, -58, 34 Max. coordenadas: 4, -62, 34 Max. coordenadas: 4, -42, 28
Regido anatdbmica % daregido  Regido anatdmica % da regido Regido anatdbmica % daregido  Regido anatdbmica % da regido
nessa nessa nessa nessa
localizacédo localizacédo localizacéo localizacédo
Giro temporal médio (E) 3,05 Giro temporal médio (D) 1,79 Pré-cuneus (D) 100,00 Giro cingulado (D) 100,00
Giro temporal superior (E) 7,63 Giro angular (D) 41,07
Giro angular (E) 39,69 Giro supramarginal (D) 55,36 Né&o identificado 8,11 Né&o identificado 14,71
Giro supramarginal (E) 40,46 Lobo parietal inferior (D) 1,79 Substéncia cinzenta (D) 62,16 Substéncia cinzenta (D) 41,18
Lobo parietal inferior (E) 9,16 Substancia branca (D) 29,73 Substéncia branca (D) 44,12
Néo identificado 1,79
Né&o identificado 1,53 Substéancia branca (D) 1,79 Né&o identificado 37,84 Né&o identificado 58,82
Substancia cinzenta (E) 6,11 Substancia cinzenta (D) 96,43 Area de Brodmann 7 (D) 62,16 Area de Brodmann 31 (D) 41,18
Substéncia branca (E) 92,37
N&o identificado 98,21
Néo identificado 93,89 Area de Brodmann 40 (D) 1,79
Area de Brodmann 39 (E) 3,05
Area de Brodmann 40 (E) 3,05

max.: maxima, D: direito, E: esquerdo, %: porcentagem.

9.
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P6s-NPS:

Na condicéo p6s-NPS foram encontradas diferencas no contraste paciente com CLZ >

controle, controle > paciente sem CLZ, paciente sem CLZ > controle.
Paciente com CLZ > controle

A figura 24 mostra as regides em que padréo de conectividade se altera, observando-se
0 aumento na conectividade do lobo parietal inferior, giro supramarginal, giro angular, no giro

temporal superior e no giro temporal médio (p < 0,001 nédo corrigido). A tabela 15 descreve

detalhadamente o resultado obtido.

Figura 24 - Alteracfes na conectividade funcional da DMN na condi¢do p6s-NPS no contraste paciente com
CLZ > controle. A conectividade aumentou no lobo parietal inferior, giro supramarginal, giro angular, no giro
temporal superior e no giro temporal médio. Valores de p ndo corrigidos, p < 0,001.

Tabela 15 (continua) - Tabela descritiva mostrando as regides em que a conectividade funcional foi alterada na
condicdo pds-NPS no contraste paciente com CLZ > controle.

Cluster 1
Nlmero de voxels: 218

Max. coordenadas: -48, -58, 28

Regido anatdmica % da regido nessa
localizacédo
Giro temporal médio (E) 1,38

Giro temporal superior (E) 12,84
Giro angular (E) 16,97
Giro supramarginal (E) 28,90

Lobo parietal inferior (E) 39,91
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Tabela 15 (conclusdo) - Tabela descritiva mostrando as regides em que a conectividade funcional foi alterada na
condicdo pds-NPS no contraste paciente com CLZ > controle.

Cluster 1
Ndmero de voxels: 218

Max. coordenadas: -48, -58, 28

Regido anatdbmica % da regido nessa
localizacédo

Nao identificado 1,38

Substancia cinzenta (E) 25,23

Substéncia branca (E) 73,39

N&o identificado 74,77

Area de Brodmann 39 (E) 413

Area de Brodmann 40 (E) 21,10

max.: maxima, E: esquerdo, %: porcentagem.
Controle > Paciente sem CLZ

A figura 25 mostra as regides em que padrdo de conectividade se altera, observando-se

0 aumento na conectividade do giro pés-central (p < 0,001 ndo corrigido). A tabela 16

descreve detalhadamente o resultado obtido.

Figura 25 - AlteracBes na conectividade funcional da DMN na condi¢cdo p6s-NPS no contraste controle >
paciente sem CLZ. A conectividade aumentou no giro pos-central. Valores de p ndo corrigidos, p < 0,001.
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Tabela 16 - Tabela descritiva mostrando as regifes em que a conectividade funcional foi alterada na condicéo
p6s-NPS no contraste controle > paciente sem CLZ.

Cluster 1
NUmero de voxels: 24

Max. coordenadas: 62, -20, 36

Regido anatdmica % da regido nessa
localizacédo
Giro pds-central (D) 100,00
Substéncia cinzenta (D) 45,83
Substéncia branca (D) 54,17
Né&o identificado 54,17
Avrea de Brodmann 2 (D) 417
Area de Brodmann 3 (D) 41,67

max.: maxima, D: direito, %: porcentagem.
Paciente sem CLZ > Controle

As figuras 26, 27, 28, 29, 30 e 31 mostram as regides em que padréo de conectividade
se altera, observando-se a existéncia de seis clusters (p < 0,001 n&o corrigido). A tabela 17

descreve detalhadamente o resultado obtido para cada um dos clusters.

Cluster 1

Figura 26 - Alteragdes na conectividade funcional da DMN na condigdo pds-NPS no contraste paciente sem CLZ
> controle. O cluster 1 tem 85 voxels e est4 sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro
supramarginal, giro angular, giro temporal superior, giro temporal médio e no lobo parietal inferior. VValores de p
n&o corrigidos, p < 0,001.
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Cluster 2

Figura 27 - Alteracdes na conectividade funcional da DMN na condic¢do p6s-NPS no contraste paciente sem CLZ
> controle. O cluster 2 tem 48 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro
temporal. Valores de p ndo corrigidos, p < 0,001.

Cluster 3

p< 0001 I

penps =

Figura 28 - Alteragdes na conectividade funcional da DMN na condigdo pds-NPS no contraste paciente sem CLZ
> controle. O cluster 3 tem 41 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro
temporal médio, giro temporal inferior e outras regides. Valores de p ndo corrigidos, p < 0,001.

Cluster 4

Figura 29 - Alteracdes na conectividade funcional da DMN na condigdo p6s-NPS no contraste paciente sem CLZ
> controle. O cluster 4 tem 37 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro
supramarginal, giro angular e no lobo parietal inferior. Valores de p ndo corrigidos, p < 0,001.
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Cluster 5

Figura 30 - Alteracdes na conectividade funcional da DMN na condigdo p6s-NPS no contraste paciente sem CLZ
> controle. O cluster 5 tem 29 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro
temporal médio e no subgiral. VValores de p ndo corrigidos, p<0,001.

Cluster 6

Figura 31 - Alteragdes na conectividade funcional da DMN na condigdo pds-NPS no contraste paciente sem CLZ
> controle. O cluster 6 tem 21 voxels e esta sinalizado pela cruz. Nele a conectividade aumentou no giro
temporal médio e outras regides. Valores de p ndo corrigidos, p<0,001.



Tabela 17 (continua) - Tabela descritiva mostrando as regiGes em que a conectividade funcional foi alterada na condicdo p6s-NPS no contraste paciente sem CLZ > controle.

Cluster 1

Ndmero de voxels: 85

Max. coordenadas: -48, -58, 26

Cluster 2

Numero de voxels: 48

Max. coordenadas: -66, -40, -6

Cluster 3

Numero de voxels: 41

Max. coordenadas: 68, -20, -14

Regido anatdbmica

% da regido nessa

Regido anatdbmica

% da regido nessa

Regido anatdbmica

% da regido nessa

localizacédo localizacdo localizacédo

Giro temporal médio (E) 4,71 Né&o identificado 8,33 Né&o identificado 29,27
Giro temporal superior (E) 22,35 Giro temporal médio (E) 91,67 Giro temporal inferior (D) 7,32
Giro angular (E) 11,76 Giro temporal médio (D) 63,41
Giro supramarginal (E) 57,65 Né&o identificado 22,92
Lobo parietal inferior (E) 3,53 Substéncia cinzenta (E) 50,00 Né&o identificado 34,15

Substancia branca (E) 27,08 Substancia cinzenta (D) 56,10
Nao identificado 3,53 Substancia branca (D) 9,76
Substéncia cinzenta (E) 15,29 Né&o identificado 52,08
Substéncia branca (E) 81,18 Area de Brodmann 21 (E) 47,92 Néo identificado 43,90

Area de Brodmann 20 (D) 4,88

Néo identificado 84,71 Area de Brodmann 21 (D) 51,22
Area de Brodmann 39 (E) 5,88
Area de Brodmann 40 (E) 9,41

8



Tabela 17 (conclusdo) - Tabela descritiva mostrando as regides em que a conectividade funcional foi alterada na condicdo p6s-NPS no contraste paciente sem CLZ > controle.

Cluster 4 Cluster 5 Cluster 6
NUmero de voxels: 37 Ndmero de voxels: 29 Ndmero de voxels: 21
Maéx. coordenadas: 46, -50, 30 Max. coordenadas: 54, -10, -16 Max. coordenadas: 64, -34, -8
Regido anatdbmica % da regido nessa  Regido anatdmica % da regido nessa Regido anatdbmica % da regido nessa
localizacédo localizacdo localizacéao
Giro angular (D) 10,81 Subgiral (D) 13,79 Né&o identificado 9,52
Giro supramarginal (D) 86,49 Giro temporal médio (D) 86,21 Giro temporal medio (D) 90,48
Lobo parietal inferior (D) 2,70
N4o identificado 17,24 N4o identificado 23,81
Substéncia branca (D) 100,00 Substéncia cinzenta (D) 13,79 Substéncia cinzenta (D) 38,10
Substancia branca (D) 68,97 Substancia branca (D) 38,10
Nao identificado 100,00
N4o identificado 86,21 N&o identificado 61,90
Area de Brodmann 21 (D) 13,79 Area de Brodmann 21 (D) 38,10

max.: maxima, D: direito, E: esquerdo, %: porcentagem.

€8
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A tabela 18 resume os resultados encontrados na comparagdo dentro de uma mesma
condicdo (pré-NPS, NPS e p6s-NPS) entre os grupos sem CLZ, com CLZ e controle.

Tabela 18 - Resultados da comparagdo entre grupos dentro de uma mesma condicdo. O * marca em que
contrastes foram encontrados diferencas significativas considerando valores de p<0,001 ndo corrigido.

pré-NPS NPS p6s-NPS
controle > paciente sem CLZ *
paciente sem CLZ > controle * *
controle > paciente com CLZ
paciente com CLZ > controle * *

paciente sem CLZ > paciente com CLZ

paciente com CLZ > paciente sem CLZ

CLZ: clozapina, NPS: nitroprussiato de sodio.

4.2.3 Tarefa de escuta passiva

Para a observacdo das alteracdes da ativacdo da mascara do cortex auditivo entre as
condigdes no grupo controle com tarefa, foram utilizados seis contrastes: pré-NPS > NPS,
NPS > pré-NPS, NPS > pds-NPS, p6s-NPS > NPS, pré-NPS > pds-NPS e p6s-NPS > pré-

NPS. Foram considerados apenas clusters com mais de 20 voxels.

Ndo foram encontradas regides estatisticamente significativas em nenhum dos
contrastes. A figura 32 mostra o valor médio dos mapas estatisticos da regido definida pela
mascara do cortex auditivo em cada uma das condicBes (pré-NPS, NPS e pds-NPS),

ilustrando que nédo existem diferencas entre as 3 condi¢cbes comparadas.
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Figura 32 - Valores médios dos mapas estatisticos na regido definida pela mascara do cdrtex auditivo em cada
uma das condicGes (pré-NPS, NPS e p6s-NPS). As barras representam o desvio padréo.
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5. Discussao

O presente estudo objetivou-se a investigar o efeito do NPS, medicacéo cujos efeitos
terapéuticos ja foram descritos na sintomatologia da esquizofrenia, na conectividade da DMN
de pacientes portadores desse transtorno mental e controles saudaveis. Através da RMf,
observamos o padrdo de conectividade dessa rede neural antes, durante e apds a infusdo da
droga em estudo. Na fase pre-NPS encontramos uma possivel associacdo entre um estado de
hiperconectividade da DMN e uma maior gravidade do quadro psicopatoldgico. Ja em relacdo
ao efeito do NPS, nossos resultados mostraram um aumento da conectividade funcional da
DMN com a infusdo da medicagdo nos pacientes portadores de esquizofrenia, especialmente
no hemisfério D, enquanto esse mesmo padrdo ndo foi encontrado nos controles saudaveis. O
aumento na conectividade das regides pertencentes a rede neural também se mostrou distinto
entres os grupos de pacientes avaliados, sendo mais precoce e amplo nos pacientes que nao
estavam em uso de CLZ.

5.1 Pré- NPS

Partindo-se da condigdo pré-NPS, ao compararmos a conectividade da DMN no grupo
de pacientes portadores de esquizofrenia em relacdo ao grupo controle, ambos os grupos
apresentaram regides da DMN com maior conectividade. Os pacientes tiveram maior
conectividade nas regides do giro temporal médio E, giro temporal superior E, giro angular E,
giro supramarginal E e lobo parietal inferior E, enquanto o grupo controle teve maior
conectividade no giro temporal médio D e giro temporal superior D. Porém, ao separamos 0s
pacientes nos dois grupos de acordo com a medica¢do em uso, o0 grupo em uso de CLZ
apresentou um padréo diferenciado de maior conectividade da DMN em relacdo aos controles
na fase anterior a infusdo de NPS, enquanto isso nao foi observado no grupo de pacientes sem
uso de CLZ. Assim, a maior conectividade das regides da DMN encontrada no grupo formado
por todos os pacientes portadores de esquizofrenia pode ser atribuida, principalmente, ao
padrédo de hiperconectividade encontrado no grupo em uso de CLZ.

E crescente 0 nimero de estudos que investigam as alterages na conectividade da
DMN na esquizofrenia, entretanto, os resultados encontrados tém se mostrado bastante
heterogéneos. Diversos estudos apontam para a presenca de uma maior conectividade
funcional da DMN durante resting state (Zhou et al., 2007; Whitfield-Gabrieli et al., 2009;
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Mannell et al., 2010; Skudlarski et al., 2010; Woodward, Rogers e Heckers, 2011; Mingoia et
al., 2012; Tang et al., 2013; Chang et al., 2014; Alonso-Solis et al., 2015; Kindler et al.,
2015). Entretanto, outra parcela aponta para uma menor conectividade desta rede neural nos
portadores da doenca (Bluhm et al., 2007; Rotarska-Jagiela et al., 2010; Camchong et al.,
2011; Alonso-Solis et al., 2012; Liemburg et al., 2012; He et al., 2013; Kasparek et al., 2013;
Khadka et al., 2013; Manoliu, Riedl, Doll, et al., 2013; Orliac et al., 2013; Meda et al., 2014;
Zhang et al., 2014). E possivel verificar diferencas metodol6gicas importantes entre esses
estudos no que se refere a amostra de pacientes selecionados, tipo e duracdo do tratamento
medicamentoso vigente e, principalmente, a respeito da técnica de analise das imagens
funcionais empregada. As duas técnicas mais comumente empregadas para 0 processamento
das imagens funcionais sdo a analise baseada na seed/ROIl e a analise do componente
independente (ACI).

A anélise baseada na seed/ROI extrai o curso temporal do sinal BOLD de uma regido
selecionada (seed/ROI) e determina a correlacdo temporal entre esse sinal extraido e o curso
temporal do sinal BOLD de todos os outros voxels cerebrais (Uddin et al., 2009). Por sua vez,
a ACI é um método que decompde estatisticamente as séries temporais da RMf em um
conjunto de componentes maximamente independentes (temporalmente ou espacialmente) a
partir do sinal BOLD (Mckeown et al., 1997; Calhoun et al., 2001). Ao contréario do anterior,
este método ndo parte de uma regido pré-selecionada e consegue localizar e caracterizar redes

funcionais a partir de uma varredura de todos os dados coletados. (Jafri et al., 2008).

Através de uma analise critica da literatura disponivel sobre o tema, aferimos que nos
ultimos anos é crescente o nimero de estudos que utilizam a ACI em relacdo aos que utilizam
a analise baseada na seed/ROI para processamento das imagens funcionais. Ao analisarmos 0s
resultados desses estudos que empregam a ACI, observamos uma maior parcela deles
apontando para uma menor conectividade da DMN na esquizofrenia em relacdo aos controles
saudaveis. Ja por sua vez, analisando os estudos que empregam a analise baseada na
seed/ROI, encontramos mais estudos com resultados de uma maior conectividade desta rede
neural na doenca.

O presente estudo empregou a técnica de analise baseada na seed/ROI e na mesma
direcdo que a literatura atual, também encontrou uma maior conectividade da DMN na
esquizofrenia em relacdo aos controles saudaveis, entretanto, isso so foi observado no grupo
de pacientes em uso de CLZ. Como ja é bem conhecido, 0 uso do antipsicotico CLZ &

indicado para os pacientes portadores de esquizofrenia refrataria. Diante disso, esses pacientes



89

em uso de CLZ apresentam um curso mais grave e refratario da doenca, justamente por ndo
terem apresentado uma resposta terapéutica adequada aos outros antipsicoticos disponiveis
(Buchanan, 1995; Wahlbeck et al., 1999; Kane e Correll, 2010). Essa caracteristica de maior
gravidade psicopatoldgica se refletiu nos valores médios da pontuacdo da BPRS entre os
grupos de pacientes portadores de esquizofrenia do nosso estudo. O grupo em uso de CLZ
obteve pontuacdes significativamente mais altas, ja que sabidamente apresentam um curso
mais grave e refratario da doenca.

Novamente, na mesma direcdo que apontou os resultados do nosso estudo na fase pré-
NPS de uma maior conectividade em regifes desta rede neural nos pacientes com
sintomatologia mais grave, recentes estudos também encontraram associacdo entre a
conectividade da DMN e a severidade dos sintomas psicopatoldgicos nos pacientes
esquizofrénicos. Um estudo que comparou pacientes portadores de esquizofrenia refratarios
ao tratamento farmacolégico, pacientes ndo refratarios e controles saudaveis, observou uma
maior conectividade das regides do cortex pré-frontal dorso-medial e polo temporal nos
pacientes com pior sintomatologia (Alonso-Solis et al., 2015). Kindler et al. também
estudando uma amostra de pacientes refratarios, encontrou a conectividade funcional do pré-
cuneus correlacionada positivamente as caracteristicas psicopatologicas avaliadas através do
escore total da escala de sindrome positiva e negativa (PANSS) (Kindler et al., 2015). Outros
estudos apontaram uma correlacdo positiva entre a hiperconectividade em repouso de regides
pertencentes a rede neural, como o cortex pré-frontal medial e entre cértex do cingulo
posterior e giro frontal médio E, e os escores das escalas positiva e geral da PANSS,
respectivamente (Whitfield-Gabrieli et al., 2009; Woodward, Rogers e Heckers, 2011). E por
fim, um pior insight entre os pacientes portadores de esquizofrenia também foi associado a
hiperconectividade das regides do giro angular e cortex do cingulo posterior da DMN
(Gerretsen et al., 2014).

Outro ponto que vem ao encontro da hipdtese de maior conectividade da DMN nos
quadros de sintomatologia mais grave e/ou refratariedade, é a observacdo dos resultados de
estudos envolvendo amostras de pacientes iniciando o curso da doenga. Um estudo que
avaliou pacientes em primeiro episodio psicotico, com sintomas positivos e negativos ha
menos de um ano, encontrou uma menor conectividade funcional entre as regides da DMN,
cortex pré-frontal dorso-medial e o cortex do cingulo posterior/pré-cuneus, nos pacientes em
relacdo aos controles saudaveis (Alonso-Solis et al., 2012). Um outro estudo investigou uma

amostra de 115 pacientes em primeiro episddio psicotico e virgens de tratamento
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medicamentoso, tendo sido confirmado o diagnostico de esquizofrenia em todos o0s
voluntarios ao longo do seguimento longitudinal. Esse estudo também apontou para um
estado de menor conectividade em regides da DMN (He et al., 2013). Assim, todo esse
panorama nos permite pensar que a hiperconectividade da DMN pode ter uma papel
importante em relacdo a gravidade da sintomatologia clinica e cognitiva ao longo do curso da
esquizofrenia.

A respeito das regides que apresentaram maior conectividade nos pacientes em uso de
CLZ em relagdo aos controles na fase pré-NPS, temos o giro angular E, o giro supramarginal
E e o lobo parietal inferior E. Essas regiGes tém grande relacdo com uma das areas cerebrais
responsaveis pela mentalizacdo, o sulco temporal superior posterior, que engloba a jungédo
temporo-parietal e se estende até o giro angular (Frith e Frith, 2003). O processo de
mentalizacdo, também conhecido como teoria da mente, refere-se a capacidade cognitiva do
individuo de inferir o seu préprio estado mental e o estado mental de outras pessoas e, desta
forma, interpretar, explicar e predizer os comportamentos (Frith, Morton e Leslie, 1991;
Scholl e Leslie, 1999). Esse processo € relacionado como sendo automatico e ndo exigindo
uma decisao deliberada para ocorrer (Scholl e Leslie, 1999; Kampe, Frith e Frith, 2003).

No contexto do estudo da teoria da mente nos transtornos psiquiatricos, levantou-se o
questionamento a respeito da possibilidade dos sintomas psicéticos da esquizofrenia poderem
ser explicados por uma ma interpretacdo cognitiva das proprias intencdes e das intencdes de
outras pessoas, resultando assim, de uma alteracdo do processo de mentalizacdo. Alguns
pacientes com esquizofrenia, por exemplo, ao invés de tomar suas crencas como
representacdes subjetivas da realidade, igualam suas representacbes com a realidade. Isso
pode causar uma dificuldade em distinguir entre a subjetividade e a objetividade e assim,
gerar falsas crencas na forma de conviccdes delirantes. Uma negligéncia dos sinais sociais e
intencbes de outras pessoas também pode levar a uma ruptura da comunicacdo e,
eventualmente, uma desordem formal do pensamento. Além disso, 0s pacientes
esquizofrénicos que tém dificuldade em reconhecer seus comportamentos como resultado de
suas proprias intengdes, podem interpretar suas acfes como estando sob um controle externo
(Frith; Brune, 2005).

Neste contexto, a hiperconectividade dessas regides da DMN nos pacientes em uso de
CLZ, ou seja, com sintomatologia mais grave, pode estar relacionada ao uso de estratégias
neuronais distintas nessas areas cerebrais, com a presenca de conectividades ou cooperacgdes

excepcionais, e isso levando a um processo de hipermentalizagcdo na esquizofrenia (Zhou et
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al., 2007). Esse processo implicaria em uma alteragdo no limite da normalidade entre os
pensamentos internos e as percepgdes externas, podendo assim, gerar 0 quadro
psicopatoldgico conhecido desse transtorno mental (Whitfield-Gabrieli et al., 2009).

Ainda em relacdo as regides da DMN que se apresentaram com maior conectividade
tanto no grupo de pacientes como no subgrupo em uso de CLZ em relagdo aos controles,
observamos uma lateralizacdo na qual todas as regides hiperconectadas encontravam-se a E.
Por sua vez, quando avaliamos o grupo de voluntarios saudaveis, observamos uma
lateralizacdo oposta, com as regibes do giro temporal médio e giro temporal superior
hiperconectadas a D. Neste contexto, um corpo crescente de evidéncias tem revelado que a
assimetria entre hemisféricos na esquizofrenia ndo é apenas estrutural mas também funcional,
existindo um assimetria anormal nas conexdes funcionais quando comparamos portadores
deste transtorno com sujeitos saudaveis (Ribolsi et al., 2014). Um estudo que também utilizou
a RMf em resting state revelou que um grupo de pacientes portadores de esquizofrenia com
sintomatologia positiva predominante apresentava maior assimetria entre os hemisférios a E
guando comparados ao outro grupo de pacientes com predominio de sintomas negativos e
controles. Em contraste, 0s pacientes portadores de maior sintomatologia negativa
apresentavam maior assimetria a D em relagdo aos outros grupos. O mesmo estudo observou
algumas regides pertencentes & DMN exibindo uma assimetria anormal na conectividade
funcional nos pacientes esquizofrénicos, independente da sintomatologia dominante (Ke et
al., 2010). Na mesma direcdo, também encontramos alteracdes na conectividade da DMN na
esquizofrenia e dentro elas, a presenca de uma assimetria anormal entre o funcionamento dos
hemisférios j& relatada na literatura cientifica e fonte de maiores estudos.

Por fim, uma outra possibilidade importante a ser aventada a respeito do padréo
distinto de conectividade da DMN entre os grupos de pacientes divididos de acordo com a
medicacdo antipsicética em uso, € de um efeito diferenciado da CLZ na conectividade da
DMN em relacdo aos demais antipsicoticos. Em uma revisdo sistematica da literatura
realizada pelo nosso grupo de pesquisa na qual se investigou as alteragfes estruturais e
funcionais associadas ao uso da medicacdo CLZ na esquizofrenia, encontramos um padrdo
diferenciado de acdo no sistema nervoso central dessa droga em relagdo aos antipsicoticos
tipicos e também outros atipicos. Esse padrédo funcional distinto nos pacientes em uso de CLZ
foi observado principalmente em lobo frontal, especialmente areas pré-frontais e ganglios da

base, sendo uma menor ativacdo encontrada. Porém, alguns estudos também apontaram uma
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maior ativacdo de areas corticais, como o lobo parietal, com o uso da CLZ (Garcia et al.,
2015).

Quando comparada aos outros antipsicoticos, aléem do antagonismo mais fraco aos
receptores dopaminérgicos D,, a CLZ apresenta um amplo espectro de atividade colinérgica,
adrenérgica e serotoninérgica, que pode ser responsavel pelo seu perfil Unico de eficacia
(Wenthur e Lindsley, 2013). A preferéncia pelo antagonismo aos receptores D; ou Dy, ao
invés de D,, também pode ser essencial, assim como sua alta afinidade pelo receptor
serotoninérgico 5-HT,a (Seeman, Corbett e Van Tol, 1997; Meltzer, 1999) A CLZ também
tem efeitos significativos e diferenciados nos circuitos GABAérgicos e glutamatérgicos e esta,
principalmente, associada a uma melhora da transmissdo glutamatérgica, ja visto que em
estudos animais essa droga causou aumento na atividade dos receptores glutamatérgicos
NMDA (Arvanov et al., 1997; Meltzer, 1997; Naheed e Green, 2001; Melone, Bragina e
Conti, 2003; Bishara e Taylor, 2008; Fakra e Azorin, 2012). Assim, 0 conjunto de todas essas
caracteristicas farmacoldgicas distintas atribuidas a CLZ pode também estar relacionada a
maior conectividade de regibes da DMN encontrada apenas no grupo de pacientes em uso

desse antipsicotico.

5.2. Efeito do NPS

Em relacdo ao efeito da administracdo de NPS, ao compararmos a conectividade
funcional da DMN no grupo de pacientes portadores de esquizofrenia em relacdo aos
controles, observamos um efeito de aumento da conectividade em regides a D dessa rede
neural. Como ja discutido anteriormente, regides pertencentes a DMN ja se encontravam
hiperconectadas no hemisfério E na fase pré-NPS e, com a infusdo da droga, esse padrdo de
conectividade se ampliou para regides localizadas no hemisfério contralateral. Esse padrdo de
aumento de conectividade de regifes a D também pode ser observado quando comparamos a
conectividade da DMN entre as fases pré-NPS, NPS e pd6s-NPS dentro de cada grupo de
pacientes. A partir desses resultados, é de extrema relevancia destacar um efeito de
modulacdo a D associado ao NPS, nos direcionando & hipdtese do efeito da droga estar
relacionado a uma ampliacdo da conectividade da DMN nos portadores de esquizofrenia.

Pensando-se na assimetria funcional entre os hemisférios e no efeito do NPS sobre ela,
nos remetemos a uma das funcOes cerebrais sabidamente lateralizada, a linguagem. A

disfungédo da linguagem na esquizofrenia tem sido um alvo importante de estudos uma vez
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que, muitos dos sintomas chaves da doenca sdo expressos através da linguagem e a propria
alteracdo dessa funcdo mental, também faz parte da sintomatologia do transtorno (Tandon et
al., 2013). Uma das hipoteses levantadas diz respeito aos individuos portadores de
esquizofrenia possuirem uma anormalidade na lateralizacdo da linguagem, apresentando desta
forma, uma falha em estabelecer o hemisfério E como dominante e essa falha contribuiria
para o aparecimento dos sintomas (Crow, Timothy J., 2004; Crow, T. J., 2004). Nesse
contexto, evidéncias estruturais e funcionais sugerem que a esquizofrenia esta associada com
uma reducdo da lateralizacdo da linguagem para o hemisfério E, com alguns estudos
apontando até uma lateralizacdo reversa para o hemisfério D (Gruzelier, 1999; Kwon et al.,
1999; Kircher et al., 2002; Ribolsi et al., 2014). Desta forma, o envolvimento do hemisfério D
na mediacdo das funcbes de linguagem do hemisfério E parece ser maior nos pacientes
esquizofrénicos (Mitchell e Crow, 2005).

Em contraste com o hemisfério E que esta relacionado predominantemente a processos
linguisticos tais como fonologia, morfologia e sintaxe, o hemisfério D atua como o principal
mediador de fendmenos paralinguisticos e pragmaticos que acompanham as palavras e podem
influenciar ou modificar o significado das mesmas. As fungdes desses fendbmenos sdo cruciais
para a compreensdo da real intengdo comunicativa de uma outra pessoa e para uma
comunicacdo social efetiva. Quando prejudicadas, podem contribuir para um déficit na
interagdo social como o encontrado entre os sintomas da esquizofrenia. O hemisfério D
também esta implicado em outras funcGes que se encontram prejudicadas na esquizofrenia,
como a compreensao e producdo de discurso, o processamento de significados alternativos
(metéforas) e a compreensao e producdo da prosddia emocional (Mitchell e Crow, 2005).

Frente a importancia das funcdes exercidas pelo hemisfério D e ao prejuizo das
mesmas comumente observado no quadro psicopatolégico dos portadores de esquizofrenia,
podemos aventar que esse amplo efeito do NPS ocorreu na direcdo de restabelecer o
funcionamento de areas implicadas nesses processos afetados pela doenca. Esses resultados
nos auxiliam a fundamentar os efeitos terapéuticos da droga ja descritos em um estudo prévio
do nosso grupo de pesquisa, 0s gquais nos motivaram a realizar o presente estudo. Apos a
administracdo aguda endovenosa continua em baixas doses de NPS (0,5 pcg/kg/minuto
durante quatro horas) em pacientes portadores de esquizofrenia obteve-se uma melhora
segura, rapida e duradoura de sintomas positivos, negativos, ansiosos e depressivos apds uma
Unica aplicacdo da droga (Hallak et al., 2013). Sintomas cognitivos também foram avaliados

uma hora antes da infusdo e oito horas ap6s a mesma, resultando em uma melhora
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significativa da performance cognitiva desses pacientes apés a infusdo da droga (Maia-De-
Oliveira, Abrao, et al., 2015).

Em um segundo momento, quando dividimos os pacientes em dois grupos, sem uso de
CLZ e com uso de CLZ, e analisamos o efeito do NPS dentro de cada grupo e também entre
eles e o grupo de controles saudaveis, encontramos um efeito significativo de aumento da
conectividade em ambos os subgrupos de pacientes. O grupo sem CLZ apresentou um
aumento da conectividade mais precoce, ja durante a fase de infusdo da droga, sendo também
mais amplo e simétrico entre os hemisférios. Por sua vez, o grupo com CLZ apresentou um
aumento de conectividade mais tardio e restrito, apenas na fase pos-NPS.

Partindo-se desses efeitos distintos entre os grupos de pacientes, € possivel pensar que
a gravidade do quadro psicopatoldgico da esquizofrenia possa diferenciar a acdo do NPS. O
efeito mais importante, sendo esse precoce e envolvendo um maior nimero de regides da
DMN distribuidas homogeneamente nos hemisférios D e E, ocorreu nos pacientes ndo
portadores de esquizofrenia refrataria. Ja o efeito mais tardio e menos extenso ocorreu nos
pacientes refratarios. Como ja descrito em alguns estudos disponiveis na literatura e também
observado em nossos resultados da fase pré-NPS, o padrdo de conectividade da DMN na
esquizofrenia pode ser distinto entre os pacientes de acordo com a gravidade da
sintomatologia presente (Gerretsen et al., 2014; Alonso-Solis et al., 2015). Diante disso, nossa
hipo6tese € de que pacientes que ndo apresentam curso refratario dos sintomas, representados
em nossa amostra pelos pacientes sem uso de CLZ, poderiam se beneficiar mais amplamente
dos efeitos terapéuticos do NPS. Essa teoria esta de acordo com o efeito mais precoce, amplo
e simétrico de aumento da conectividade nas regides da DMN observado no presente estudo,
assim como, com os efeitos terapéuticos inéditos, impactantes e ja descritos do NPS como
uma agente adjuvante efetivo sobre a sintomatologia positiva, negativa, ansiosa, depressiva e
cognitiva de pacientes portadores de esquizofrenia ndo refrataria (Hallak et al., 2013). A
respeito dos pacientes em uso de CLZ, nosso grupo de pesquisa também avaliou os efeitos
terapéuticos adjuvantes da infusdo de NPS em dois pacientes portadores de esquizofrenia
refrataria em uso do antipsicético CLZ e apresentando sintomas refratarios a essa droga. Os
resultados apontaram uma melhora na sintomatologia positiva e negativa de ambos os
pacientes com a administracdo aguda endovenosa continua em baixas doses de NPS (0,5
pcg/kg/minuto durante quatro horas) (Maia-De-Oliveira, Belmonte-De-Abreu, et al., 2014).
Apesar da amostra muito reduzida de apenas dois sujeitos, os beneficios terapéuticos do uso

de NPS nesses pacientes portadores de esquizofrenia refrataria foram bem mensurados e
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descritos. Entretanto, os resultados ndo se apresentaram tdo amplos em relacdo a melhora da
sintomatologia quando comparados aos desfechos dos pacientes ndo refratarios. Esses dados
estdo em concordancia com o efeito do NPS mais tardio e restrito na conectividade das
regidbes da DMN observado em nossa amostra de pacientes em uso de CLZ e, portanto, de
sujeitos refratarios.

Outro ponto a ser pensado é a respeito do distinto mecanismo de acdo dos
antipsicoticos em uso interferir no efeito do NPS sobre a DMN. A CLZ é uma droga com
perfil diferenciado e Unico de acdo e eficacia quando comparada aos outros antipsicoticos
tipicos e atipicos (Wenthur e Lindsley, 2013). Uma potencial explicacdo para sua eficacia
superior esta nos seus efeitos significativos nos circuitos glutamatérgicos, sendo capaz de
potencializar a neurotransmissdo mediada pelo receptor NMDA. Apesar do mecanismo da
CLZ de potencializar a neurotransmissdo mediada pelo NMDA ainda ser desconhecido,
evidéncias sugerem que ela pode atuar na ativacdo do receptor NMDA indiretamente, através
da modulacéo dos niveis sindpticos de glutamato, glicina e D-serina, ligantes deste receptor.
Uma dessas acOes pode ser dar pela inibicdo do transportador de aminoacido neutro acoplado
ao transportador de aminoacido neutro acoplado ao sédio 2 (SNAT,, que tem grande
afinidade pela glicina, aumentando assim os niveis sinépticos de glicina e, por fim, ativando
os receptores NMDA (Javitt et al., 2005). A circulacdo do principal metabolito da CLZ, o N-
desmetil-clozapina, que possuiu propriedades agonistas parciais do receptor muscarinico do
subtipo M;, tem também se mostrado capaz de agir na neurotransmissdo mediada pelo
receptor glutamatérgico NMDA (Marino et al., 1998; Sur et al., 2003; Li et al., 2005). Além
disso, Tanahashi et al. demonstrou que a CLZ aumentou a liberagdo de D-serina e L-
glutamato in vivo e em culturas de astrocitos de ratos, melhorando assim, a neurotransmissao
mediada pelos receptores NMDA (Tanahashi et al., 2012).

Em relacdo ao mecanismo de acdo antipsicotica do NPS, o mesmo ainda ndo é
conhecido. Acredita-se que esteja relacionado com a capacidade de modular a via
glutamatérgica NMDA-NO-GMPc, que estaria alterada na esquizofrenia. O NPS, como um
doador de NO, aumenta a producdo de GMPc e, através desse aumento, modula cascatas de
proteinas quinases, fatores de transcricdo e outros produtos ligados aos genes. Esses efeitos
em cascata podem durar, mesmo quando o NPS ndo esta mais agindo diretamente. Também
ha evidéncias que o NO atue diretamente nos receptores NMDA e isso possa melhorar a
hipofuncéo desses receptores (Hoyt et al., 1992; Manzoni et al., 1992; Hallak et al., 2013).

Assim, diante da atuacdo glutamatérgica de ambas as drogas, CLZ e NPS, pensamos que seja
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possivel que essa a¢do diferenciada da CLZ e ndo compartilhada por outros antipsicoticos, ja
esteja causando um efeito modulatério na DMN. Por essa razdo, o efeito do NPS no grupo em
uso de CLZ néo é téo precoce e amplo como o efeito encontrado no grupo sem uso de CLZ.
Por fim, pensamos que frente a acdo glutamatérgica da CLZ, um efeito adicional do NPS
nessa mesma via de neurotransmissdo pode se constituir uma ferramenta muito benéfica para

potencializagdo do tratamento, principalmente nos casos de pacientes super refratarios.

Ainda sobre o padrédo distinto de conectividade encontrado no grupo em uso de CLZ,
observamos que 0 aumento mais restrito da conectividade apds a infusdo ocorreu apenas a E
guando comparado aos controles. Esse desfecho se distingue do encontrado no grupo sem uso
de CLZ, no qual o aumento de conectividade foi mais amplo e se estendeu para regides da
DMN no hemisfério D e E. E importante salientar que o grupo em uso de CLZ ja apresentava
na fase pré-NPS as regibes do giro angular, giro supramarginal e lobo parietal inferior
hiperconectadas apenas a E, como discutido anteriormente. Desta forma, o que se observou
apos a infusdo do NPS foi uma ampliacdo desse padrdo de maior conectividade a E, incluindo
as regides do giro temporal superior e giro temporal médio. O lobo temporal tem sido
associado a capacidade de compreender o comportamento de outras pessoas, no contexto da
teoria da mente, e também ao processo de autorreferéncia, ambos prejudicados na
esquizofrenia (Olson, Plotzker e Ezzyat, 2007; Park et al., 2011; Pauly et al., 2014). Além
disso, o lobo temporal superior E abrange o cortex auditivo, cujo funcionamento anormal tem
sido associado aos sintomas positivos, especialmente as alucina¢des auditivas (Dierks et al.,
1999; Hoffman e Hampson, 2011). Assim, pensamos que 0 aumento de conectividade a E no
grupo portador de quadro psicopatolégico mais grave pode sinalizar uma tentativa de modular
um funcionamento anormal de regides implicadas na fisiopatologia da esquizofrenia, gerando
uma melhora no desempenho social e na sintomatologia positiva ja descrita em estudos
prévios com NPS em pacientes esquizofrénicos (Hallak et al., 2013; Maia-De-Oliveira,
Belmonte-De-Abreu, et al., 2014).

A respeito do grupo de controles saudaveis, é importante destacar que a infusdo de
NPS ndo apenas ndo ocasionou o mesmo padrdo significativo de aumento de conectividade
das regides da DMN encontrado nos pacientes portadores de esquizofrenia, como teve um
efeito oposto. Esses resultados demonstram um funcionamento distinto da DMN nos sujeitos
saudaveis, sugerindo uma conectividade preservada e sem um padrdo de modulacdo em

resposta ao NPS. A Unica regido que apresentou um aumento de conectividade apés a infusdo
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da droga nesse grupo em relacdo ao grupo de pacientes sem uso de CLZ foi o giro pds-central
D. Essa area cerebral pertencente ao lobo parietal divide o cortex parietal anterior e posterior.
Nela encontramos o cOrtex somatossensorial primario, assim como a principal area receptiva
sensorial dos sentidos do tato e cinestesia. Apesar do giro pos-central ser uma regido que tem
sido pouca investigada nas pesquisas de neuroimagem e esquizofrenia, um estudo recente
apontou um menor volume dessa area no hemisfério D nos pacientes esquizofrénicos em
relacdo aos controles (Ferro et al., 2015). Somando-se aos nossos resultados, de uma maior
conectividade do giro pos-central nos controles saudaveis, mais estudos se fazem necessarios
para avaliar a importancia dessa regido nos mecanismos fisiopatol6gicos da esquizofrenia.

A importante discrepancia dos efeitos do NPS observados entre os pacientes e
controles saudaveis vem embasar ainda mais as evidéncias da presenca de alteracdes na DMN
na esquizofrenia e dos efeitos terapéuticos dessa droga, visto que as alteracdes funcionais
foram amplamente significativas apenas nos grupos de portadores do transtorno mental. Nesse
presente estudo, as regides cerebrais avaliadas foram aquelas pertencentes a uma das redes
neurais mais estudadas na atualidade, a DMN. Apesar da heterogeneidade nos resultados dos
estudos que investigam a conectividade da DMN na esquizofrenia, a presenca de uma
alteracdo do seu funcionamento nos portadores desse transtorno ja é bem estabelecida
(Karbasforoushan e Woodward, 2012). Apesar de ainda ndo ser completamente
compreendida, a atividade da DMN tem sido relacionada a diversos processos mentais como a
autorreferéncia, introspec¢do, memorias autobiograficas, pensamentos associativos e
previsdes (Gusnard e Raichle, 2001; Fox et al., 2005a; Bar et al., 2007; Spreng, Mar e Kim,
2009). Essa rede neural também tem sido associada a cognicdo espontanea e a geracdo de
pensamentos internos (Buckner, 2013). Assim, o efeito modulatério do NPS sobre a DMN,
aumentando a conectividade de regiGes implicadas na fisiopatogenia da esquizofrenia, pode
representar uma tentativa de "correcdo™ das alteracdes da DMN presentes nesse transtorno

mental, gerando assim a consistente melhora sintomatoldgica ja descrita.

5.3 Tarefa de escuta passiva

O NPS é uma droga amplamente conhecida e utilizada como um vasodilatador direto
arterial e venoso, sendo seu uso indicado principalmente em emergéncias hipertensivas. Seu

inicio de acdo é imediato e a dose de infusdo deve ser titulada até o efeito hemodinadmico
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desejado, variando no intervalo de 0,5 - 10 pcg/kg/minuto (Vidt e Gifford, 1984; Cohn,
Mcinnes e Shepherd, 2011). No presente estudo, o NPS foi utilizado em dose menores as
empregadas para tratamento de quadros de hipertensdo arterial graves (0,25 pcg/kg/minuto) e
os voluntarios foram rigorosamente monitorados nos parametros cardiorespiratorios. Apesar
de nenhuma alteragdo ter sido detectada nesses parametros fisioldgicos ao longo de todo o
experimento, julgamos como imprescindivel a avaliagdo do impacto dos efeitos de
vasodilatacdo promovidos pelo NPS sobre os dados de RMf obtidos. Nesse sentido, a tarefa
de escuta passiva teve como objetivo ampliar a seguranca de que as alteracGes encontradas na
conectividade funcional da DMN néo seriam frutos exclusivos de mudancas generalizadas de
fluxo sanguineo, uma vez que independente do uso do NPS, j& se conhecia a ativacdo

esperada para a mascara do cértex auditivo.

Os resultados desse protocolo mostraram que o NPS ndo casou nenhum efeito
vasodilatador generalizado no grupo de voluntarios avaliados, ou seja, ndo ocorreu nenhum
aumento adicional do sinal BOLD nas regides auditivas primarias durante e/ou ap6s a infusdo
da droga. Esse desfecho fortalece a teoria que o mecanismo de acéo antipsicotica do NPS
esteja relacionado com a capacidade de modular a via glutamatérgica NMDA-NO-GMPc, ndo

estando assim, relacionado ao efeito vasodilatador previamente conhecido.

5.4 Limitac0es e forca do estudo

Este estudo avaliou de forma inédita a conectividade funcional da rede DMN em
resposta a administracdo endovenosa de NPS em voluntarios saudaveis e portadores de
esquizofrenia. Nossos resultados apresentaram-se consistentes e de grande importancia para o
aprofundamento do tema em estudo, porém, se faz necessario pontuar algumas limitacdes.

Em relacdo a sele¢do dos sujeitos, ndo foi realizado o pareamento dos voluntarios
entres 0s grupos de pacientes portadores de esquizofrenia e o grupo de controles. Isso ocorreu
devido a algumas particularidades do protocolo experimental aplicado, como a necessidade de
um acesso venoso periferico em ambos 0s membros superiores, a monitorizacdo
cardiorespiratoria continua, a infusdo por via endovenosa da droga em estudo e,
principalmente, ao periodo prolongado de tempo dentro do aparelho de ressonancia magnética

no qual o voluntario permanecia imdvel e sob ruidos importantes gerados pela maquina. Esses
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fatores aumentaram a resisténcia a participacdo do experimento, dificultando desta forma a
captacdo dos voluntérios e pareamento dos mesmos nos grupos. Por esta razdo, uma das
caracteristicas que variou significantemente entre os grupos de pacientes portadores de
esquizofrenia e o grupo de controles foi o nivel de escolaridade, possuindo todos o0s sujeitos
saudaveis tempo de estudo maior que 11 anos, enquanto a maioria dos pacientes tinha entre 4
a 11 anos.

Outro ponto a ser considerado diz respeito a dose e ao tempo de infusdo do NPS.
Infundimos a dose de 0,25pcg/kg/minuto de NPS durante 12 minutos, enquanto a infusdo nos
ensaios clinicos prévios que geraram resultados importantes em termo de efetividade foi de
0,5pcg/kg/minuto durante quatro horas. O emprego de dose e tempo de infusdo menor se fez
necessario devido as limitacGes ligadas ao delineamento de um estudo de neuroimagem
funcional. Apesar dessas diferencas, a conhecida propriedade de inicio de acdo imediato do
NPS e nossos resultados consistentes, ndo melhor explicados por um efeito vasodilatador da
droga, fortaleceram nossos achados.

Em relacdo a BPRS, instrumento utilizado para avaliar as alteracdes psicopatoldgicas
presentes antes e apds o experimento, ndo observamos diferencas significativas entre 0s
valores médios pré e p6s-NPS em cada grupo de pacientes. E provavel que isso tenha ocorrido
pelo tempo reduzido de infusdo do NPS, ja que nos ensaios clinicos com tempo de infuséo de
quatro horas as mudancgas significativas na pontuacdo da BPRS antes e apds a infusdo se
fizeram presentes e duradouras. Além disso, a BPRS geralmente ndo € utilizada para
avaliacOes seriadas rapidas. Entretanto, nesse contexto essa escala foi escolhida como
apropriada devido sua importante capacidade de abranger um amplo espectro de sintomas da
esquizofrenia.

Um outro fator a ser pontuado diz respeito a aquisi¢do das imagens. Os voluntarios
saudaveis e pacientes portadores de esquizofrenia foram submetidos a um estudo de
neuroimagem funcional em resting state, ou seja, sem a realizacdo de qualquer tarefa
cognitiva, com excecdo do grupo controle que foi submetido a tarefa de escuta passiva.
Assim, para o estado de repouso todos os voluntarios foram orientados a permanecer
relaxados, em siléncio, de olhos fechados e evitando pensamentos sistematicos durante todo o
tempo do experimento. Entretanto, a importante manipulacdo fisica empregada devido a
presenca da monitorizacdo cardiorespiratoria continua, dos acessos venosos periféricos e a

possivel presenca de ansiedade associada ao pré-conhecimento da infusdo de uma nova droga,
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podem ter sido fatores que interferiram no estabelecimento de um estado de repouso
adequado.

Por fim, nossos resultados refletem uma amostra de portadores de esquizofrenia
crénicos e com longo tempo de uso de medicacOes antipsicéticas. A extrapolacdo desses
resultados deve ser cuidadosa, ja que o efeito do NPS na conectividade funcional da DMN em
pacientes em primeiro episodio psicético, virgens de tratamento ou com tempo curto de
doenca, ndo foi avaliado até 0 momento.

O presente estudo € inedito, configurando-se assim, como 0 primeiro a empregar a
técnica da RMf baseada no contraste BOLD para avaliar a conectividade funcional em resting
state das regiGes cerebrais pertencentes a rede neural DMN, antes, durante e ap6s a infusdo do
NPS. Destaca-se que a aquisi¢do das imagens funcionais ocorreu simultaneamente a infusao
da droga em estudo, possibilitando a observacao precisa e confidvel da acdo do NPS no SNC.
O protocolo experimental também incluiu uma fase anterior a infusdo da medicacdo, a fase
pré-NPS, na qual todos os voluntarios foram submetidos a aquisi¢cdo de imagens funcionais
simultaneamente a infusdo de placebo. Desta forma, ndo so cada sujeito foi controle de si
mesmo, como também obtivemos dados sobre a conectividade da DMN no estado de repouso
de todos os voluntarios, agregando assim, nossos resultados a literatura cientifica atual sobre
o0 tema.

Nosso estudo avangou ao poder avaliar ndo somente um grupo de pacientes portadores
de esquizofrenia, mas também dois subgrupos divididos segundo a medicacdo antipsicotica
em uso. Essa caracteristica metodologica nos permitiu investigar e identificar diferencas no
efeito do NPS sobre a conectividade funcional da DMN, possivelmente relacionadas ao
tratamento medicamentoso vigente. Além disso, controles saudaveis foram submetidos ao
mesmo protocolo de infusdo da droga e aquisicdo de imagens empregado nos pacientes,
resultando em uma comparacdo consistente e confiavel do efeito do NPS em portadores de
esquizofrenia e em sujeitos saudaveis. Um grupo controle também foi submetido a um
protocolo de tarefa de escuta passiva realizado antes, durante e apds a infusdo da medicacéo.
Isso nos assegurou que as alteracbes da conectividade observadas ndo foram melhor
explicadas pelo efeito vasodilatador conhecido do NPS. Por fim, durante todo o estudo néo se
observou qualquer efeito adverso associado ao NPS, assim como, nenhuma interacdo negativa
entre a droga em estudo e as medicacdes antipsicoticas em uso pelos pacientes, reforcando

novamente a seguranca do uso do NPS.
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O impacto dos resultados de um estudo pioneiro que apontou efeitos terapéuticos
importantes do NPS na sintomatologia da esquizofrenia abriu um campo vasto para
aprofundamento e busca de uma maior elucidacdo dos possiveis mecanismos envolvidos em
sua acdo (Hallak et al., 2013). Nessa direcdo, ao investigarmos o efeito do NPS na
conectividade funcional da DMN nos pacientes portadores de esquizofrenia e em voluntarios
saudaveis, encontramos resultados que contribuem muito para o entendimento da melhora do

quadro psicopatoldgico constatada com uma unica infusdo da medicagdo em estudo.
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6. Conclusdo

Buscando uma maior compreensdo dos efeitos terapéuticos do NPS sobre a
sintomatologia da esquizofrenia, investigamos o efeito dessa droga na conectividade funcional
da DMN em voluntarios saudaveis e portadores de esquizofrenia. Nossos resultados
apontaram um efeito significativo de aumento da conectividade nas regides da DMN com a
infusdo do NPS nos pacientes portadores de esquizofrenia, especialmente no hemisfério D,
enquanto esse mesmo padrdo ndo foi encontrado nos controles saudaveis. O aumento na
conectividade das regiGes pertencentes a rede neural também se mostrou distinto entres os
grupos de pacientes avaliados, sendo mais precoce e amplo nos pacientes que ndo estavam em
uso de CLZ, portanto, que ndo apresentavam um curso refratario da doenca. Também
observamos que o efeito modulatério do NPS ocorreu sobre regides da DMN ja em estudo e
fortemente implicadas na fisiopatogenia da esquizofrenia.

Conclui-se assim, que nossa investigacdo neurofuncional sobre os efeitos do NPS na
conectividade funcional das regides da DMN contribuiu para a compreensdo dos efeitos
terapéuticos rapidos, seguros e duradouros na sintomatologia de pacientes portadores de
esquizofrenia. Nossos achados também reforcam a futura aprovacdo do NPS como uma nova
ferramenta adjuvante no tratamento da esquizofrenia, atuando em sistemas distintos dos ja

muito bem conhecidos antagonistas dopaminérgicos.
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APENDICE A
Voluntério portador de esquizofrenia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DA PESQUISA: Efeito do nitroprussiato de sodio em voluntarios
saudaveis e pacientes portadores de esquizofrenia: um estudo de ressonancia
magnética funcional.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Giovana Jorge Garcia

CRM-SP: 136.135
Endereco: Avenida Bandeirantes, 3900 Ribeirdo Preto-SP CEP: 14049-900
Fone: (16) 3602-2430

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa. Antes que vocé
decida é importante que vocé entenda o porqué esta pesquisa esta sendo feita e o que significa
participar dela. E também muito importante que vocé saiba que o tratamento que vocé faz e as
medicacdes que vocé vem tomando ndo serdo mudados em nenhum momento por causa deste
estudo de pesquisa. Suas informacgdes pessoais também serdo mantidas em sigilo. Caso vocé
ndo aceite participar desse estudo, seu acompanhamento em nosso servigo continuara sendo o

mesmo, sem nenhum prejuizo.

Por favor, leia atentamente as informacdes a seguir e discuta as mesmas com outras
pessoas que vocé considere importantes e que possam lhe ajudar a decidir, se assim o desejar.
Caso vocé tenha alguma davida durante a leitura, ndo se envergonhe em perguntar para que
eu possa esclarecé-lo. Leve o tempo que for necessario para tomar sua decisdo se ird

participar ou ndo deste estudo.
01. Justificativa e objetivo da pesquisa:

Estudos prévios em seres humanos, realizados pela nossa equipe de pesquisa, mostraram
gue uma substancia chamada nitroprussiato de sodio, utilizada ha véarias décadas de forma segura
para tratar picos de pressdo alta, pode melhorar sintomas presentes na Esquizofrenia. Além dos
sintomas como ouvir vozes, ver vultos e acreditar em coisas que ndo estdo acontecendo, essa

medicacdo também mostrou melhora importante na interacdo do paciente com o ambiente, na
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memoria, na atencdo e no comportamento. O presente estudo pretende avaliar a acdo dessa

medicacgdo através de exames de imagem do cérebro.

02. Os procedimentos que serdo utilizados e seu proposito, bem como a

identificacdo dos procedimentos que sdo experimentais:

Caso concorde, vocé fard um exame chamado ressonancia magnética funcional em uma
data previamente agendada. Para fazer este exame serd necessario instalar um soro na sua veia e
sera injetada a substancia em estudo, chamada nitroprussiato de sodio, e também soro. Neste
exame, vocé devera permanecer deitado sem se movimentar por cerca de 35 minutos, para

podermos avaliar o funcionamento de seu cérebro.

03. Desconfortos e riscos esperados:

Como qualquer injecéo, o soro que sera instalado em sua veia podera Ihe causar dor.
A substancia (nitroprussiato de sddio) que vocé recebera ja foi estudada em outras pessoas e nao
proporcionou efeitos desagradaveis ou risco a vida. De qualquer forma, ao final dos exames
verificaremos se vocé estara bem antes de o liberarmos para casa. Caso vocé sinta desconforto
durante o exame, poderemos conversar sobre isso, e caso VOcé continue a se sentir muito
incomodado interromperemos o0 exame se Vocé assim desejar. VVocé terd a liberdade de retirar seu
consentimento a qualquer momento e deixar de participar no estudo sem que isso lhe traga
qualquer prejuizo. Caso vocé se interesse, os resultados dos seus exames e da pesquisa serdo

fornecidos, assim que disponiveis.

04. Beneficios que se pode obter:

O esclarecimento de como o nitroprussiato de sodio age no cérebro, e se é capaz de
reduzir sintomas em pessoas com diagnostico semelhante ao seu (Esquizofrenia), poderdo
aumentar o nosso entendimento dos seus potenciais efeitos terapéuticos e fornecer uma base

cientifica para novas aplicacdes medicas da droga.

PESQUISADOR:

Eu , R.G. , abaixo

assinado, tendo recebido as informagfes acima, e ciente dos meus direitos abaixo

relacionados, concordo em participar.
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1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a
pesquisa e o tratamento a que serei submetido;

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar no estudo sem que isso traga prejuizo a continuidade do meu cuidado e
tratamento;

3. A seguranga de que nao serei identificado e que sera mantido o carater
confidencial da informacéo relacionada com a minha privacidade;

4. O compromisso de me proporcionar informagéo atualizada durante o estudo,
ainda que esta possa afetar minha vontade de continuar participando;

5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizacdo que legalmente teria
direito, por parte da Instituicdo a satde, em caso de danos que a justifiqguem, diretamente
causados pela pesquisa e;

6. Que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo orcamento da
pesquisa.

Tenho ciéncia do exposto acima e desejo utilizar o produto como método terapéutico

recomendado pelo médico que subscreve este documento.

Ribeirdo Preto, de de

ASSINATURA DO PACIENTE E DO FAMILIAR (OU RESPONSAVEL LEGAL)
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Voluntario saudavel

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DA PESQUISA: Efeito do nitroprussiato de sédio em voluntarios
saudaveis e pacientes portadores de esquizofrenia: Um estudo de ressonancia
magnética funcional.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Giovana Jorge Garcia

CRM-SP: 136.135
Endereco: Avenida Bandeirantes, 3900 Ribeirdo Preto-SP CEP: 14049-900
Fone: (16) 3602-2430

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa. Antes que vocé
decida é importante que vocé entenda o porqué esta pesquisa esta sendo feita e o que significa
participar dela. E importante ressaltar que suas informacBes pessoais serdo mantidas em
sigilo. Por favor, leia atentamente as informagdes a seguir e discuta as mesmas com outras
pessoas que vocé considere importantes e que possam lhe ajudar a decidir, se assim o desejar.
Caso vocé tenha alguma ddvida durante a leitura, ndo se envergonhe em perguntar para que
eu possa esclarecé-lo. Leve o tempo que for necessario para tomar sua decisdo se ira

participar ou ndo deste estudo.
01. Justificativa e objetivo da pesquisa:

Estudos prévios em seres humanos, realizados pela nossa equipe de pesquisa,
mostraram que uma substancia chamada nitroprussiato de sédio, utilizada ha vérias décadas
de forma segura para tratar picos de pressdo alta, pode melhorar sintomas presentes na
Esquizofrenia. Além dos sintomas como ouvir vozes, ver vultos e acreditar em coisas que nao
estdo acontecendo, essa medicacdo também mostrou melhora importante na interacdo do
paciente com 0 ambiente, na memoria, na atencdo e no comportamento. O presente estudo

pretende avaliar a acao dessa medicacdo através de exames de imagem do cérebro.

02. Os procedimentos que serdo utilizados e seu propoésito, bem como a

identificacdo dos procedimentos que sdo experimentais:

Caso concorde, vocé fara um exame chamado ressonancia magnética funcional em

uma data previamente agendada. Para fazer este exame sera necessario instalar um soro na sua
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veia e sera injetada a substancia em estudo, chamada nitroprussiato de sodio, e também soro.
Neste exame, vocé deverd permanecer deitado sem se movimentar por cerca de 35 minutos,

para podermos avaliar o funcionamento de seu cérebro.

03. Desconfortos e riscos esperados:

Como qualquer injecéo, o soro que sera instalado em sua veia podera lhe causar dor. A
substancia (nitroprussiato de sédio) que vocé receberd ja foi estudada em outras pessoas e ndo
proporcionou efeitos desagradaveis ou risco a vida. De qualquer forma, ao final dos exames
verificaremos se vocé estara bem antes de o liberarmos para casa. Caso vocé sinta desconforto
durante o exame, poderemos conversar sobre isso, e caso vocé continue a se sentir muito
incomodado interromperemos 0 exame se vocé assim desejar. Vocé terd a liberdade de retirar
seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar no estudo sem que isso lhe traga
qualquer prejuizo. Caso vocé se interesse, os resultados dos seus exames e da pesquisa serdo

fornecidos, assim que disponiveis.

04. Beneficios que se pode obter:

O esclarecimento de como o nitroprussiato de sodio age no cérebro, e se é capaz de
reduzir sintomas em pessoas com esquizofrenia, poderdo aumentar 0 nosso entendimento dos
seus potenciais efeitos terapéuticos e fornecer uma base cientifica para novas aplicacbes

médicas da droga.

PESQUISADOR:

Eu , R.G. , abaixo

assinado, tendo recebido as informagcbes acima, e ciente dos meus direitos abaixo

relacionados, concordo em participar.

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer davida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a
pesquisa e o tratamento a que serei submetido;

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar no estudo sem que isso traga prejuizo a continuidade do meu cuidado e

tratamento;
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3. A seguranca de que ndo serei identificado e que serd& mantido o carater
confidencial da informacé&o relacionada com a minha privacidade;

4. O compromisso de me proporcionar informacdo atualizada durante o estudo,
ainda que esta possa afetar minha vontade de continuar participando;

5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizacdo que legalmente teria
direito, por parte da Instituicdo a saude, em caso de danos que a justifiquem, diretamente
causados pela pesquisa €;

6. Que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo or¢camento da
pesquisa.

Tenho ciéncia do exposto acima e desejo utilizar o produto como método de pesquisa

orientado pelo médico que subscreve este documento.

Ribeirdo Preto, de de

ASSINATURA DO VOLUNTARIO
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Structural and functional neuroimaging findings
associated with the use of clozapine in schizophrenia:

a systematic review

Giovana J. Garcia,' Marcos H. Chagas,' Carlos H. Silva," Jodo P. Machado-de-Sousa, -2

José A. Crippa,™? Jaime E. Hallak'?

1Department of Neuroscience and Behavior, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sio Paulo (USP), Ribeirdo Preto, SP,
Brazil. *National Science and Technology Institute for Translational Medicine (INCT-TM), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico (CNPq), Brazil.

Objective: Schizophrenia is one of the most severe psychiatric disorders, and its current treatment
relies on antipsychotic medications with only partial effectiveness. Clozapine is an atypical
antipsychotic with a specific profile of action indicated for treatment-resistant schizophrenia.
Neuroimaging studies assessing the effects of clozapine could help shed light on the neural
underpinnings of the effects of this drug in the brain. The objective of this study was to review the
available literature on the structural and functional neuroimaging findings associated with use of
clozapine.

Method: We conducted a systematic review of the indexed literature using the PubMed, BIREME,
and 1Sl Web of Knowledge search engines and the following keywords: clozapine, neuroimaging,
computed tomography, MRI, functional magnetic resonance, PET, SPECT, and DTI.

Results: A total of 23 articles were included in the review. In structural studies, the use of clozapine
was associated with volume reductions in the basal ganglia, especially the caudate nucleus, where
functional neuroimaging studies also found decreased perfusion. In the frontal lobe, clozapine
treatment was associated with increased gray matter volume and reduced perfusion.

Conclusion: The results of the studies reviewed suggest that the use of clozapine is associated with
distinctive structural and functional neuroimaging findings that are not shared with other antipsychotics.

Keywords: Clozapine; neuroimaging; schizophrenia; magnetic resonance; computed tomography

Introduction

Schizophrenia is a chronic and often disabling disorder
that affects about 1% of the world population, with no
significant differences between countries, cultures, or
gender, and poses an important challenge to clinical
psychiatry. In general, onset occurs in late adoles-
cence and early adulthood, causing severe impairment to
the personal, social, and occupational functioning of
patients, affecting their productivity, and generating high
costs to health systems. Schizophrenia has a hetero-
geneous presentation and different psychopathological
dimensions, classified as positive, negative, disorga-
nized, affective, and cognitive domains, the expression
of which varies across individuals and over the course of
the disease.®

Despite numerous studies aimed at understanding the
disorder, its etiology and pathophysiology are still

Correspondence: Jaime Eduardo Cecilio Hallak, Department of
Neuroscience and Behavior, Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, Universidade de Sao Paulo (USP), Av. Bandeirantes, 3900,
CEP: 14048-900, Ribeirédo Preto, SP, Brazil.

E-mail: jhallak @fmrp.usp.br

Submitted Feb 10 2014, accepted May 02 2014.

unknown, and available treatments are only partially
effective.* Evidence suggests that schizophrenia is the
result of the interaction of genetic, environmental, and
social aspects, and most researchers view it as a
neurodevelopmental disorder.®”

Antipsychotic drugs are the main treatment for schizo-
phrenia, and are classified as typical or atypical according
to their profile of action and extrapyramidal side effects.
These medications are of the utmost importance in
reducing psychotic symptoms and preventing relapse.®
However, in contrast with their clear effects on psychotic
symptoms, antipsychotics have modest effects on nega-
tive symptoms and cognitive impairment >

Clozapine, the first atypical antipsychotic, represents
the main advance in the pharmacological treatment of
schizophrenia since the introduction of antipsychotics in
clinical practice in the 1950s. It has unique potential for
treatment of refractory positive symptoms, negative
symptoms, suicidal risk, and cognitive functioning without
triggering extrapyramidal symptoms,® ' with the impor-
tant drawback of its potential to cause agranulocytosis.
Due to its superior efficacy profile, clozapine has been
investigated for a better understanding of its effects on
the central nervous system in the search for novel, more
efficient antipsychotic drugs.'?
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Major technical advances in imaging techniques
achieved in recent decades have enabled the in vivo
study of patients with schizophrenia, and become an
important tool to investigate its pathophysiological mechan-
isms. Recent developments in this area have also vastly
expanded our knowledge of the effects of phamacological
compounds in the brain and their action on the central
nervous system without the use of invasive methods.'®

The objective of this study was to review available data
on the structural and functional correlates of the use of
clozapine in schizophrenia, assessed through neuroima-
ging techniques, namely computed tomography (CT),
structural (MRI) and functional (fMRI) magnetic reso-
nance imaging, magnetic resonance spectroscopy
(MRS), single-photon emission computed tomography
(SPECT), positron emission tomography (PET), and
diffusion tensor imaging (DTI).

Method

The article search and selection process was based on
the PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic

for articles indexed in the PubMed, BIREME, and 1SI Web
of Knowledge electronic databases using the following
search terms and their equivalents in Portuguese:
clozapine AND (neuroimaging OR computed tomography
OR MRI OR functional magnetic resonance OR PET OR
SPECT OR DTI), published untii December 2012.
References of selected articles were also hand-searched
for possible additional citations.

To be included in the review, studies had to meet the
following criteria: 1) involve only human samples; 2) be an
original article published in English, Portuguese, or
Spanish; and 3) describe brain structural and/or func-
tional features associated with the use of clozapine in
schizophrenia. Exclusion criteria were: 1) case reports,
literature reviews, or letters to the editor; 2) studies that
did not use clozapine; 3) reports on the side effects of
clozapine or about its effects on organs other than the
brain; 4) studies that did not use neuroimaging techni-
ques; 5) investigations on the use of clozapine in other
psychiatric and/or neurological disorders; 6) analyses of
previous structural and functional changes predicting
response to clozapine; and 7) studies assessing only
receptor occupancy.

Reviews and Meta-Analyses) statement. We searched
{ PubMed

11
(n=212) (n=248)

BIREME
(n=5)

|

L]

Articles selected
n=465

Articles excluded (n=443)
—Case reports, reviews, letters to the edilor (n=89)

— Studies describing side effects and effects
of clozapine on other organs (n=24)

— Studies that did not use neuroimaging technigues
or clozapine or without detailed results about

v
™y

Articles selected
n=22
I—

Included
= Hand search (n=1)

v

Articles included
n=23

— S

v

the clozapine group (n=200)

— Studies on the use of clozapine in other psychiatric
and/or neurological disorders (n=18)

— Studies on previous structural and functional changes
that predict response to clozapine (n=12)

— Studies assessing receptor occupancy alone (n=100)

Figure 1 Flowchart of the article search and selection procedure for the systematic review.
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The article search and selection process and reasons
for the exclusion of references are shown in Figure 1.

Results

Of the 23 articles examined in this review, 15 included
healthy control groups for comparison. Regarding experi-
mental samples, eight studies included only patients
treated with clozapine and 15 involved patients on other
antipsychotics in addition to participants on clozapine.

For heuristic purposes, the included studies were
divided into “structural” and “functional’ according to
the neuroimaging technique used. Seven studies used
structural MRI and the remaining 16 used functional
neuroimaging techniques (two used fMRI, three used
MRS, five used SPECT, and seven used PET). One of
the functional studies used two techniques: spectroscopy
and SPECT.

Structural studies

Studies evaluating the effects of clozapine by means of
MRI are described in Table 1. The interval between MRI
scans before and after clozapine initiation ranged from 24
weeks to 5 years. Of the seven MRI studies included, six
described the use of typical antipsychotics prior to
clozapine. Clozapine was the only medication used by
patients during image acquisition in three studies, while
the remaining four also included patients on other
antipsychotics. Four studies in this group assessed basal
ganglia volume, mainly focusing on the caudate nucleus,

Neuroimaging of clozapine

and the three remaining studies assessed white and gray
matter volumes, white and gray matter density, and gray
matter cortical thickness respectively.

In comparison with typical antipsychotic therapy,
clozapine treatment was associated with volume reduc-
tions in the caudate nucleus in all studies assessing this
region. Regarding white and gray matter volume, Molina
et al."® found increased gray matter volume and reduced
white matter volume after comparing a group on
clozapine treatment and a healthy control group, with
changes observed in total, frontal, parietal, and occipital
volumes in comparison with controls.'® Van Haren et al.®
investigated white and gray matter density in a long-
itudinal study and reported that the dose of clozapine
accumulated per year during the 5-year follow-up study
was related to a smaller reduction in density in the region
of the left superior frontal gyrus compared with typical
antipsychotic therapy. In a study comparing patients on
clozapine and olanzapine, another atypical antipsychotic,
Mattai et al.®® assessed gray matter cortical thickness
and found the use of clozapine to be associated with
thickness reduction in an area of the right prefrontal cortex.

Functional studies

The included functional studies were divided in accor-
dance with the neuroimaging technique used.
Functional magnetic resonance (fMRI)

The two fMRI studies assessing the effects of clozapine
in the central nervous system are described in Table 2.

Table 1 Structural findings associated with the use of clozapine as assessed by MRI

Talairach
Variable coordinates
Reference Sample Medication Duration Region assessed investigated (x,y, 2) Results
Chakos™ 15 patients CLZ (8) 54.6 weeks Caudate nucleus Volume N/A | caudate nucleus
Typical AP (7) volume in CLZ group
Previous typical AP (8)
Frazier'® 8 patients CLZ 2 years Basal ganglia Volume N/A | caudate nucleus
8 controls  Previous typical AP Lateral ventricles volume
Scheepers'™ 26 patients CLZ 24 weeks Caudate nucleus Volume N/A | caudate nucleus
Previous typical AP volume
Scheepers'” 28 patients CLZ 52 weeks Caudate nucleus Volume N/A | right caudate
Previous typical AP nucleus volume in
patients who
responded to CLZ
Molina'® 29 patients RSP (17) 26 months  WM/GM: total, Volume N/A 1 fotal, frontal,
11 controls CLZ (12) frontal, parietal, parietal, occipital GM
Previous typical AP temporal and volume and | total,
occipital frontal, parietal and
occipital WM volume in
CLZ vs. control group
Van Haren'® 96 patients CLZ 5 years WM and GM Density (-7, 58, 25) Accumulated dose/
113 controls  Typical AP years of CLZ and OLZ
Atypical AP related to a smaller |
Previous typical/ of density in superior
atypical AP left frontal gyrus
Mattai®® 24 patients CLZ (12) 6 years GM Cortical N/A Small area in the right
44 controls  OLZ (12) thickness prefrontal cortex
Unspecified previous thinner in the CLZ vs.
treatment OLZ group

AP = antipsychotic; CLZ = clozapine; GM = gray matter; MRl = magnetic resonance imaging; N/A = not available; OLZ = olanzapine; RSP =

risperidone; WM = white matter: 1 = increase; | = decrease.

138
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Both studies used single scans and tasks simultaneous to
image acquisition. Wenz et al.2' compared patients taking
clozapine with healthy controls during a motor task to
assess the sensorimotor cortex. A substantial reduction
in motor activation signal was found in patients taking
clozapine in comparison with controls, especially in
association with left hand movements.?'

Besides patients on clozapine and healthy controls,
Schmitt et al.?® also assessed patients using typical
antipsychotics during visual and auditory stimulation
tasks, with the objective of assessing prefrontal and
parietal areas and the anterior cingulate gyrus. In this
study, clozapine was associated with greater activation in
these areas in comparison with atypical antipsychotics.

None of these studies provided specific information
concerning the use of typical antipsychotics prior to
clozapine.

Magnetic resonance spectroscopy (MRS)

Three studies assessed the effects of clozapine on the
central nervous system through MR proton spectroscopy
(Table 3). Two of these investigations included groups of
patients on typical and other atypical antipsychotics and
healthy control groups to be compared with patients on
clozapine in a single scan. The remaining study was a
longitudinal investigation of a group of patients without
medication (baseline) and after 8 weeks of clozapine
treatment. All patients taking clozapine in these studies
had been previously treated with typical antipsychotics.
The brain areas assessed using MRS were the left frontal
lobe, left temporal lobe, caudate nucleus, left thalamus,
and left dorsolateral prefrontal cortex (LDLPFC).
Metabolites measured with MRS included N-acetylaspar-
tate (NAA), choline, and creatine, but the use of clozapine
was not associated with any significant changes in their
levels.

Positron emission tomography (PET) and single-photon
emission computed tomography (SPECT)

The functional neuroimaging studies that used PET and
SPECT (n=12) are listed respectively in Tables 4 and 5.
Of all studies included in this group, nine were long-
itudinal studies. Six of the studies in this category used
tasks during image acquisition protocols and six recorded
activity at rest. The use of typical antipsychotics prior to
clozapine was reported in eight articles. Four of the

studies included only samples of patients on clozapine,
whereas the remaining eight included groups using other
typical and/or atypical antipsychotics.

Six articles described reduced frontal lobe perfusion
with the use of clozapine, especially in prefrontal
areas.”®-?821:8235% Three of these were longitudinal
studies in which the first scan was obtained while patients
were on treatment with typical antipsychotics®®®° or
atypical antypsychotics®® and the second scan was
performed after a period of treatment with clozapine.
Cohen et al.* described reduced frontal lobe perfusion
with the use of clozapine in comparison with controls, and
Molina et al.*® found similar results comparing a group on
clozagine with neuroleptic-naive patients and con-
trols 3% Lastly, Cohen et al®' also found reduced
frontal lobe perfusion in patients on clozapine compared
with patients on fluphenazine and controls.®!

Conversely, one study found significantly increased
perfusion in regions of the frontal lobe comparing patients
without medication and the same group of patients 8
weeks after the initiation of clozapine treatment2®
Clozapine treatment was also associated with increased
cerebral blood flow (CBF) in the dorsolateral prefrontal
cortex and reduced CBF in the ventrolateral frontal cortex
in comparison with haloperidol treatment and untreated
controls. 3

A pattern of decreased activation in the region of the
basal ganglia in association with the use of clozapine was
found in four studies.?®28353¢ Tywo of these compared
patients on clozapine and patients on typical antipsycho-
tics,”® one compared patients on clozapine and
risperidone,®® and the last one compared a group of
patients on clozagine with neuroleptic-naive patients and
healthy controls.

Increased perfusion in regions of the temporal,
occipital, and parietal cortices was reported in five
studies. 231335 Two of the studies found increased
perfusion in the occipital cortex of patients on clozapine
compared with haloperidol treatment.335

Molina et al.2® reported increased posterior temporal
and occipital cortex perfusion in patients treated with
clozapine compared with controls, in addition to
increased perfusion in the medial occipital cortex in
clozapine patients compared with risperidone patients.?®
Finally, Cohen et al.** described increased perfusion in
the occipital and parietal cortices when comparing
patients treated with clozapine and healthy controls.

Table 2 Functional findings associated with the use of clozapine as assessed by fMRI

Reference Sample Medication Duration/task

Region assessed

Talairach coordinates

X, ¥, 2) Results

Wenz™' 14 patients CLZ Single scan Sensorimotor cortex N/A | motor activation in
10 controls Motor task comparison with controls, more
noticeably in the left hand
Schmitt?® 18 patients CLZ (9) Single scan Prefrontal and parietal (36, 14, 44) 1 activation in pre-frontal
21 controls  Typical AP (9} visual/auditory cortices and anterior (39, -59, 44) dorsolateral, posterior parietal
stimulus cingulum gyrus (-12, 20, 48) and anterior cingulate cortices
(6, 31, 40) vs. typical AP

AP = antipsychotic; CLZ = clozapine; fMRI = functional magnetic resonance imaging: N/A = not available; T = increase; | = decrease.
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Table 3 Findings associated with the use of clozapine as assessed by MRS

Talairach
Reference Sample Medication Duration Region assessed coordinates (x, y, z) Results
Bustillo® 38 patients CLZ (19) Single scan Caudate nucleus N/A Mo differences among groups
21 controls  HLP (19) left frontal lobe in CSF-corrected NAA
Previous typical AP | NAA in left frontal lobe in
HLP vs. control group
Szulc® 58 patients CLZ (10) Single scan Left frontal and left N/A Mo differences in NAA
21 confrols  Atypical AP (38) temporal lobes and between the atypical APs
Typical AP (10) left thalamus analyzed together and
Previous typical AP separately (CLZ, OLZ, RSP)
vs. controls and typical APs
| NAA in thalamus of typical
AP vs. control group
participants
Ertugru?® 22 patients CLZ 8 weeks Left DLPFC N/A Trend toward T NAA/Cre in

Previous typical and
atypical AP

left DLPFC region

AP = antipsychotics; CLZ = clozapine; Cre = creatine; CSF = cerebrospinal fluid; DLPFC = dorsolateral prefrontal cortex; HLP = haloperidol;
MRS = magnetic resonance spectroscopy; NAA = N-acetylaspariate; N/A = not available; OLZ = olanzapine; RSP = risperidone; | =

increase; | = decrease.

Discussion

We reviewed empirical articles dealing with the structural
and functional correlates of the use of clozapine in schizo-
phrenia assessed through neuroimaging techniques.
Taken together, the results of these studies suggest that
clozapine treatment may be associated with changes in
the structure and activity of specific brain areas, mainly the
basal ganglia and frontal cortex.

The area of the basal ganglia, especially the caudate
nucleus, was shown to develop volume reductions
associated with the use of clozapine in structural studies,
in addition to decreased perfusion in functional studies.
This may reflect the weak antagonism of clozapine on D2
receptors, which are abundant in this region, and its
significant action on D3 and D4 receptors. This profile of
action may cause a down-regulation of D2 receptors
and consequent volumetric and metabolic reductions
in a given brain region.37 The previous use and
discontinuation of typical antipsychotics could be impli-
cated in such findings, since their strong antagonist action
on D2 receptors could stimulate upregulation of these
receptors, as well as cause volume and perfusion
increases.

Accordingly, the discontinuation of these medications
could lead to reductions in volume and activity that could
be mixed with the effects of clozapine introduction.3®

Regarding gray matter, the results available suggest
that clozapine may have a neuroprotective effect, as
suggested by descriptions of increased gray matter
volume and decreased loss of density in the left frontal
gyrus in the articles reviewed. Previous studies using
olanzapine, which is an atypical antipsychotic similar to
clozapine, showed an increase in glial cell division and
cortical hypertrophy in rats.®® Such effects of clozapine
may also explain its action on gray matter.

Another possibility is that the use of typical antipsycho-
tics such as haloperidol has been associated with
progressive loss of gray matter.*® Therefore, the previous
use of typical antipsychotics and their subsequent

discontinuation could be involved in the increase of
volume and density of gray matter.

The frontal lobe, and mainly its prefrontal portion, has
been assessed in many functional studies included in this
review because of its likely involvement in the etiology
and pathophysiology of schizophrenia. Half of the studies
that used SPECT and PET described reduced activity in
frontal regions. Clozapine increases extracellular dopa-
mine in frontal areas, and this increase stimulates the
release of GABA, an inhibitor that reduces perfusion in
the region.**2 The fact that clozapine blocks D1
receptors more efficiently than D2 receptors may also
be involved in the metabolic patterns observed.*® D1
receptors are densely distributed in the prefrontal cortex,
and clozapine-induced D1 blockade could contribute to
lower prefrontal activity. Clozapine has also been found to
reduce prefrontal hyperfunction in patients with schizo-
phrenia during task performance.?®

The increase in cortical activity in the parietal and
temporal cortices and, mainly, in the occipital cortex
observed with the use of clozapine may be a result of the
tendency of atypical antipsychotics to increase cortical
perfusion.** However, it may also be a consequence of
the discontinuation of previous therapy with typical
antipsychotics, the use of which has been associated
with decreased cortical activity. In general, however,
patients taking clozapine showed greater activation in the
cortical regions assessed when compared with patients
using typical antipsychotics. This can probably be
explained by an improvement in glutamatergic transmis-
sion caused by clozapine, which is supported by findings
from animal studies that show an increase in the activity
of NMDA glutamate receptors with clozapine treatment
that did not occur with the administration of haloper-
idol.“4€ Therefore, typical antipsychotics seem unable to
counteract glutamatergic hypofunction in schizophrenia.

Levels of NAA, a marker of neuronal integrity assessed
through spectroscopy, were found to be reduced in
prefrontal and temporal regions in schizophrenia.?>+
The absence of significant differences in NAA levels
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Table 4 Functional findings associated with the use of clozapine as assessed by SPECT

Talairach
coordinates
Reference  Sample Medication Tests Duration Region assessed % v, z) Results
Rodriguez®® 39 patients CLZ SPECT: 26 weeks Thalamus, basal N/A | perfusion in thalamus,
28 controls  Typical AP Tc-99m ECD ganglia, superior/ basal ganglia, superior left

Previous typical HMPAQO
AP

inferior DLPFC, and
anterior prefrontal

DLPFC and anterior PFC
in CLZ (17) vs. typical AP

cortex responders
Zhao™ 21 patients CLZ SPECT: 8 weeks Frontal, temporal, N/A Smaller % of T with
40 controls Unspecified Tc-99m ECD parietal, and activation condition in
previous WCST occipital lobes frontal lobe before and
treatment Cerebellum after CLZ vs. controls
No T in RS perfusion
Molina® 10 patients RSP SPECT: 8 weeks Cerebral activation (-4, 56, 32) CLZ: | medial PFC and
10 controls  CLZ Tc-99m HMPAO pattern (46, -74, 32) 1 posterior temporal,
Previous typical Stroop test (54, -42,-12) occipital and brain stem vs.
and/or atypical (-12, -54,36) controls
AP (-8,8,2) | perfusion in posterior
(4, -22, 54) cingulate and
(30, 8, -20) hippocampus and |
(2, -40, -18) medial occipital cortex and
head of the caudate in
responders vs. RSP
ErtugruP® 22 patients CLZ SPECT: 8 weeks Frontal, parietal, (-71, 10, 4) 1 perfusion in left and
Previous typical Tc-99m HMPAO temporal, and (-71, -8, 16) right frontal (superior and
and/or atypical occipital lobes (-71, 10, 35) medial)/caudate in CLZ
AP Caudate, thalamus, (-71, 10, 55) responders
cerebellum
Ergun® 20 patients CLZ SPECT 8 weeks Cortical, subcortical, N/A Alteration in perfusion,
Previous typical Tc-99m HMPAO cerebellar mainly in the frontal cortex

and/or atypical SISCOM

AP

and basal ganglia

AP = antipsychotic; CLZ = clozapine; DLPFC = dorsclateral prefrontal cortex; ECD = ethyl cysteinate dimer; HMPAO =
hexamethylpropyleneamine oxime; N/A = not available; PFC = prefrontal cortex; RS = resting state; RSP = risperidone; SISCOM =
subtraction ictal SPECT coregistered to MRI; SPECT = single photon emission tomography; Tc = technetium; WCST = Wisconsin Card

Sorting Test; | =increase; | = decrease.

across the groups evaluated in the studies may suggesta
normalization of this marker with the use of clozapine.?*
Previous use of typical antipsychotics should also be
considered as a possible explanation, since this class of
antipsychotics has been associated with lower NAA
levels in the thalamus and frontal lobe of patients
compared to controls.23:2*

The structural and functional changes associated with
clozapine treatment found in this review are different from
those previously associated with typical antipsychotics
and, albeit smaller, from those described in association
with the use of ather atypical antipsychotics. A consistent
finding of MRI studies is that typical antipsychotics are
associated with enlargement of the basal ganglia and
reductions in cortical volume, mainly in the frontal and
temporal lobes, while atypical antipsychotics seem to be
mostly associated with enlargement of the thalamus.*&%°
Spectroscopy studies have described reduced NAA
levels in frontal areas in patients treated with typical
antipsychotics compared to patients on atypical antipsy-
chotics.>'%2 In addition, typical antipsychotics seem to
reduce activity in the frontal cortex and increase activity
in the basal ganglia, while atypical antipsychotics appear
to be associated with decreased activity in frontal
areas. 5354

Some limitations of our review must be mentioned.
First, the previous use of typical antipsychotics reported

Rev Bras Psiquiatr. 2015;37(1)

in most studies and the time of withdrawal varying widely
from a few days to months could act as confounding
factors in the interpretation of the results presented.
These drugs can cause specific structural and functional
changes of unknown intensity, direction, and course after
the discontinuation of use. Further investigation is
necessary to accurately determine whether the changes
reported in the articles and summarized here are due to
the introduction of clozapine or to the discontinuation of
typical antipsychotics. Another limitation is that the dose
and time of clozapine treatment in the different samples
varied significantly, making comparisons more difficult.
Another factor possibly affecting results is that most of the
subjects enrolled in the studies were diagnosed with
refractory schizophrenia, which, due to its severity and
poor prognosis, can cause changes in the central nervous
system. The heterogeneity in study designs and number
of scans performed should also be considered as
obstacles to global analyses and imaging comparisons.
Finally, the lack of control groups of either healthy
subjects or patients on antipsychotics other than cloza-
pine is another factor that hinders the comparison of
results.

An important point to be noted in our review was the
inclusion of articles describing studies with the same
sample or similar samples whose results were analyzed
and presented separately. Molina et al.®® and Molina
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et al®® worked with the same sample of treatment-
resistant patients that were taking clozapine; however,
the most recent publication included and compared a
group of treatment-naive patients. Both studies found
reduced frontal lobe perfusion with the use of clozapine.
Cohen et al.** worked with the same sample of Cohen
et al® but included more subjects and found similar
results. The two articles by Scheepers et al."®'” analyzed
the same sample of patients, but with different durations
of clozapine treatment. Both articles described volume
reductions in the caudate nucleus. Finally, Lahti et al.®
and Lahti et al.** also worked with the same sample, but
investigated different brain areas in each article. If, on the
one hand, studies with the same sample can be expected
to reach the same conclusions, the inclusion of additional
analyses and comparisons may lend strength to their
findings.

Available evidence from neuroimaging investigations
suggests that clozapine may have a specific profile of
action on the central nervous system when compared
with typical and other atypical antipsychotics, particularly
in the prefrontal area of the frontal lobe and in the basal
ganglia. Determination of the neural basis of the effects of
clozapine in the brain may provide clues into the still-
unknown etiology of schizophrenia and inform the
development of novel, better medications to treat
psychosis.
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ANEXO A

’ 8 Eo=
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA ' .“
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO  cpien 1jsp

RIBEIRAQ PRETO

Ribeirao Preto, 08 de fevereiro de 2012
Oficio n® 451/2012
CEP/MGV

Prezados Senhores,

O trabalho intitulado “EFEITO DO NITROPRUSSIATO DE
SODIO EM VOLUNTARIOS SAUDAVEIS E PORTADORES DE ESQUIZOFRENIA:
UM ESTUDO DE RESSONANCIA MAGNETICA FUNCIONAL”, foi analisado pelo
Comité de Etica em Pesquisa, em sua 339? Reunido Ordinaria realizada em
06/02/2012, e enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - Voluntario Portador de Esquizofrenia -
versido 2.0 de 17/01/2012 e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -
Voluntario Saudavel - versdo 2.0 de 17/01/2012, de acordo com o Processo
HCRP n° 14278/2011.

De acordo com Carta Circular n° 003/2011/CONEP/CNS,
datada de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o
caso, devera rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na ultima do referido Termo; o
pesquisador responsdvel deverd da mesma forma, rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na
ultima pagina do referido Termo. g

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional
de Harmonizagdo de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolugdo n°
196/ 96 CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o
Relatério Parcial e o Relatério Final da pesquisa.

Atenciosamente.
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R% MARCIA GUIMARAES VII:LANOVA
oordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Mustrissimos Senhores

GIOVANA JORGE GARCIA

PROF. DR. JAIME EDUARDO CECIiLIO HALLAK(Orientador)
Depto. de Neurociéncias e Ciéncias do Comportamento

S Comité de Etica em Pesquisa HCRP e FMRP-USP
Campus Universitario — Monte Alegre FWA-00002733;IRB-00002186 e Registro SISNEP/CONEP n 4
14048-900  Ribeirdo Preto SP (16) 3602-2228
cep@hcrp.usp.br
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