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DESCRIPTORS Abstract

Nitric Oxide; For the last 40 years, schizophrenia has been considered to be the result primarily of a dysfunction
Schizophrenia; in brain dopaminergic pathways. In this review, it is described and discussed findings concerning
Psychosis; nitric oxide-mediated neurotransmission in schizophrenia. Studies were searched in PubMed,
Plasma levels; SciELO, and LILACS using the terms schizophrenia and nitric oxide plasma levels or nitric oxide
Serum levels; serum levels, with no time limit. The reference lists of selected articles were also hand-searched
Meta-analysis; for additional articles. From 15 potential reports, 10 were eligible to be included in the review
Systematic review. and meta-analysis. These studies included a total of 505 patients with schizophrenia and 339

healthy volunteers. No significant difference was found between patients and healthy controls
regarding total nitrite plasma/serum levels (effect size g = 0.285, 95%Cl = -0.205 to 0.774,
p = 0.254). However, when studies with patients under antipsychotic treatment were examined
separately, there was a significant difference between patients and healthy volunteers (effect
size g = 0.663, 95%Cl = 0.365 to 0.961, p < 0.001), showing that patients under treatment have
higher levels of plasma/serum nitric oxide than controls. These results suggest that antipsychotics
increase nitric oxide plasma/serum levels and that the nitrergic pathway would be a fertile target
for the development of new treatments for patients with schizophrenia.
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Introduction

Schizophrenia is a devastating disorder that occurs in about
1% of the population throughout life. Individuals are usually
affected somewhere between the end of adolescence and
the beginning of adult life and the course of schizophrenia
is chronic and debilitating."

For the last 40 years, schizophrenia was believed to be
primarily the result of a dysfunction in brain dopaminergic
pathways.2 However, antipsychotic drugs that act as dopa-
mine receptor antagonists have proven effective in treating
only some of the symptoms of schizophrenia.

Recent research suggests that hypoactivity of a sub-
type of glutamatergic receptor, the N-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptor, may be involved in schizophrenia.3* One
of the pieces of evidence supporting this hypothesis comes
from the psychotic syndrome produced by NMDA receptor
antagonists. This pharmacological model is the one that
best mimics schizophrenia symptoms, as it induces both
the positive and negative symptoms commonly seen in the
disorder.>8 However, research on NMDA receptor agonists for
the treatment of schizophrenia has produced inconsistent
results’®, possibly due to the development of rapid tolerance
to these compounds secondary to down-regulation of NMDA
receptors.'°

Accordingly, researchers have suggested the possible
implication of nitric oxide (NO) in the pathophysiology of
schizophrenia and other psychiatry disorders, such as bipolar
disorder and depression. "2

NO is a gas with a unique chemistry and has been shown
to influence the release of neurotransmitters, learning,
memory, and neurodevelopment. In addition, questions have
been raised about whether NO plays an important role in the
maturation of neurons and synaptogenesis. The activation of
NMDA receptors by glutamate results in calcium influx into
the cell, which binds to calmodulin and stimulates the neu-
ronal nitric oxide synthase (nNOS) enzyme to produce NO in
the nervous system. NO activates guanylate cyclase, which
increases the levels of the second messenger cyclic GMP (cy-
clic guanosine monophosphate). This “NMDA-NO-cyclic GMP
pathway” has been demonstrated to modulate the release of
neurotransmitters such as glutamate and dopamine. Although
the direction of abnormalities in this pathway is still under
debate, it has been repeatedly implicated in schizophrenia,
and perhaps the development of drugs that act downstream
NMDA receptors - on NO for instance - could circumvent the
problem of the down-regulation of those receptors.'?

In this review we describe empirical studies available in
the literature that analyzed the role of NO in schizophrenia
by examining NO plasma/serum levels in patients diagnosed
with the condition.

Methods

The search was performed in the PubMed, SciELO, and
LILACS databases using the keywords schizophrenia and
nitric oxide plasma levels or nitric oxide serum levels, with
no time limit. The reference lists of selected articles were
also hand-searched for additional articles.

In order to be included in the analysis, studies had to
meet the following criteria: 1) be published in any language;
2) include patients with schizophrenia diagnosed according

to DSM-IV-TR criteria; 3) have a comparison group of healthy
subjects; 4) measure total nitrite plasma (or serum) levels
to indirectly assess NO plasma levels.

Since NO is a very labile molecule and has a short half-life,
the detection of NO in its native form is very difficult.’® In
aqueous solution, NO reacts with molecular oxygen and ac-
cumulates in plasma/serum as nitrite (NO-2) and nitrate (NO-
3) ions. These ions can be measured in biological fluids and
have been used as correlates of NO levels.' In most studies,
plasma/serum NO metabolite levels are represented as total
nitrite (nitrite + nitrate) after nitrate conversion to nitrite. '’

Among the studies analyzed in this review, 80% inves-
tigated differences in total nitrite plasma levels between
schizophrenia patients and healthy volunteers, while the
remaining 20% investigated differences in total nitrite se-
rum levels between the two groups. Given the considerable
agreement concerning the equivalence between serum and
plasma concentrations of certain drugs and assuming that the
same is true for NO,'® we decided to analyze studies using
plasma and serum as a single group.

Four studies measured patients’ total nitrite levels at
two different times - before and after antipsychotic treat-
ment.'7-2° In these cases, we opted to work with measures
obtained before antipsychotic treatment to ensure equiva-
lence with the results of the remaining studies.

In order to select potentially relevant studies, three in-
dependent reviewers (JPMO, SI, CT) examined the abstracts
identified in the literature search using the previously defined
inclusion criteria. Disagreement at any stage was resolved by
consensus. The studies included in the review are summa-
rized in Table 1, which also describes the sociodemographic
characteristics of the samples in each study.

Statistical analyses were performed with STATA 10.1
(StataCorp, College Station, Texas) using the METAN com-
mand. For each study, odds ratios and 95% confidence in-
tervals were calculated. We used a random effects model
that weighted the studies according to their inverse vari-
ance and provided the odds ratio and the corresponding
confidence interval.

The between-study variability among the population
effect sizes, i.e. heterogeneity, was assessed formally by ap-
plying Cochran’s q test for homogeneity?' and informally by
assessing a sample size independent descriptive measure of
inconsistency 12.22 The 12 index describes the percentage of
the total variability in a set of effect sizes due to true het-
erogeneity, that is, between-study variability.? For example,
a meta-analysis with 12 = 0 means that all variability in effect
size estimates is due to sampling error within studies. On
the other hand, a meta-analysis with 12 = 50 means that half
of the total variability among effect sizes is caused not by
sampling errors, but by true heterogeneity between studies.
Higgins et al.?? proposed a tentative classification of 12 values
with the purpose of helping to interpret magnitude. Thus,
percentages of around 25% (12 = 25), 50% (12 = 50), and 75%
(12 = 75) would indicate low, medium, and high heterogene-
ity, respectively.

Publication bias

It was used Egger’s regression test, which is a formal method
of assessing publication bias,?* implemented with the STATA
function METABIAS.
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Meta-regression

The effects of mean duration of illness on total nitrite plasma
levels were assessed in a random effects meta-regression
model by using the METAREG?® command in STATA. The default
option using residual maximum likelihood (REML) was selected.

Sensitivity analysis

To test how robust the results were to variations in the meta-
analysis methodology, we examined the effect of excluding
the two studies which evaluated NO serum levels instead of
NO plasma levels.'7:2¢

Results

The search yielded 15 matches, of which 10 fulfilled the
inclusion criteria for this meta-analysis. One study was
excluded due to the presence of subjects with less than six
months of disease duration. Based on the diagnostic criteria
of DSM-IV TR, at least six months of illness are required for
schizophrenia to be diagnosed.?” Four articles were excluded
because they measured levels of individual NO metabolites
rather than total nitrite levels.?-3' Thus, 10 studies provided
comparative data from patients versus controls (Table 1).

Among the 10 studies analyzed in this review, all in-
vestigated differences in total nitrite plasma/serum levels
between schizophrenia patients and healthy volunteers.
The levels of plasma/serum total nitrite ranged from 3.37 +
2.27 pmol/L? to 69.2 + 13.2 pmol/L3? in healthy volunteers
and from 1.85 + 0.70 pmol/L% to 102.8 + 34.7 pmol/L3? in
patients with schizophrenia.

As shown in Figure 1, no significant difference was found
between patients and healthy controls regarding total

Table 1 - Studies included in the meta-analysis

nitrite plasma/serum concentrations (effect size g = 0.285,
95%Cl = -0.205 to 0.774, p = 0.254). Between-study hetero-
geneity (12 = 90.8%, Q = 98.22, p < 0.001) was found, but
there was no evidence of publication bias (p = 0.466). The
meta-regression analysis showed a significant moderating
effect of mean duration of illness (7 studies; r = 0.153;
p = 0.005).

When studies with drug-free patients were evaluated
separately (Figure 2), no significant difference was found
between patients and healthy controls regarding total ni-
trite plasma/serum concentrations (effect size g = -0.109,
95%Cl = -0.856 t0 0.637, p = 0.774). There was between-study
heterogeneity (12 = 90.7%, Q = 43.01, p < 0.001), but no evi-
dence of publication bias (p = 0.066). The meta-regression
analysis showed no effect of duration of illness (4 studies;
r =0.147; p = 0.057).

However, when we examined only the studies with pa-
tients under treatment (Figure 3), there was a significant
difference between patients and healthy volunteers (effect
size g = 0.663, 95%Cl = 0.365 to 0.961, p < 0.001), show-
ing that patients under antipsychotic drug treatment have
higher levels of plasma/serum total nitrite than controls. A
moderate between-study heterogeneity (12 = 56.0%, Q =9.10,
p = 0.059) was found and there was no evidence of publica-
tion bias (p = 0.819). The meta-regression analyses showed
no significant interactions.

All the results of this meta-analysis remained the same
when we excluded the two studies which worked with
NO serum levels:':2¢ all studies (effect size g = 0.209,
95%Cl = -0.377 to 0.795, p = 0.484); drug-free studies (ef-
fect size g = -0.378, 95%Cl = -1.071 to 0.316, p = 0.286); and
under-treatment studies (effect size g = 0.765, 95%Cl = 0.482
to 1.048, p = 0.000).

Duration of illness Mean age * Age at onset + SD
Reference Subjects N (M/F) (years) Antipsychotics SD (years) (years)
SZ 21 (14/7) 30.4+7.8
18
Atmaca et al. L 21 (14/7) ND No 292+ 6.7 ND
. SZ 20 (4/16) 26.8 + 8.5
17
Taneli et al. L 20 (13/7) 1.2+1.0 No 255458 23.4+£2.9
SZ 100 (68/32) 34.29 £ 9.39
36
Akyol et al. L 51 (35/16) 10.0 £ 6.9 Yes 35.49 + 10.69 243 +7.2
SZ 82 (59/23) 33.64 +11.08
37
Zoroglu et al. L 21 (15/6) 12.1 £ 8.9 Yes 33.53 4 10.92 ND
SZ 30 (18/12) 38.0+15.0
20
Nakano et al. L 30 (18/12) 1.9+0.7 No 41.0 £ 19.0 ND
. SZ 66 (66/0) 33.6+ 11.0
26
Yilmaz et al. L 28 (28/0) 12.1 £+ 10.0 Yes 34.4112.0 22+9
SZ 55 (24/31) 33.6+9.9
19
Lee et al. cL 55 (24/31) 5.6 +5.2 DN 3354599 27.5+9.5
. SZ 46 (36/10) 34.0+11.8
38
Yanik et al. L 32 (22/10) ND ves 32.9 £ 13.1 ND
. SZ 45 (45/0) 30.3+8.5
39
Kim et al. L 45 (45/0) 4.3+5.4 DN 30.5482 26.5+8.4
e ey 3 SZ 40 (24/16) 30.2+7.9
33
Djordjevic et al. L 36 (22/14) ND Yes 29.8+5.8 ND

CL: controls; DN: Drug Naive; F: female; M: male; N: number of subjects; ND: not described; SZ: schizophrenics.



5152

J.P. Maia-de-Oliveira et al.

Discussion

The neurobiology of schizophrenia is characterized by abnor-
malities in neurotransmission pathways including glutamate,
GABA, and dopamine.?3 The activation of glutamatergic
NMDA receptors results in calcium influx into the cell, which
stimulates nNOS to produce NO, which in turn activates
guanylate cyclase resulting in increased production of cyclic

GMP. Dysfunction in this “NMDA-NO-cyclicGMP” pathway has
been implicated in schizophrenia.3*3%
Because the direction of abnormalities in this pathway is
still under debate, in this meta-analysis we tried to better
understand the role of NO in patients with schizophrenia by
investigating whether there were differences in its plasma/
serum concentrations (as reflected by total nitrite) between
subjects with schizophrenia and healthy controls.

Standardised mean diference

Study (95% Cl) % Weight
Akyol et al.* | 0.69 (0.35, 1.04) 10.5
Zoroglu et al.” — 0.52 (0.04, 1.01) 10.0
Yanik et al.’ | 0.65 (0.19, 1.12) 10.1
Taneli et al."” B 1.00 (0.33, 1.66) 9.3
Kim et al.* [ ] | -0.59 (-1.02, -0.17) 10.3
Yilmaz et al.% — 0.24 (-0.20, 0.69) 10.2
Atmaca et al."® — 0.95 (0.31, 1.59) 9.3
Lee et al.” . 5 -0.84 (-1.23, -0.45) 10.4
Djordjevi¢ et al.® - B 1.24 (0.75, 1.74) 10.0
Nakano et al.? | -0.89 (-1.43, -0.36) 9.8
Overall 0.28 (-0.20, 0.77) 100.00

0

Standardised mean diference

Figure 1 - Comparison of plasma/serum levels of total nitrite between schizophrenic patients and healthy controls in the
10 studies under investigation.

No significant difference was found between patients and healthy controls (effect size g = 0.285, 95%Cl = -0.205 to 0.774,
p = 0.254). Between-study heterogeneity was found (12 = 90.8%, Q = 98.22, p < 0.001), but there was no evidence of pub-
lication bias (p = 0.466). The meta-regression analysis showed a significant moderating effect of mean duration of illness
(7 studies; r = 0.153; p = 0.005).

Standardised mean diference

Study (95% Cl) % Weight
Taneli et al."” 5 - B 1.00 (0.33, 1.66) 19.0
Kim et al.® —u— -0.59 (-1.02, -0.17) 20.8
Atmaca et al.’® v 0.95 (0,31, 1.59) 19.2
Lee et al.” - B -0.84 (-1.23, -0.45) 21.0
Nakano et al.?° —m -0,89 (-1.43, -0.36) 20.9
Overall b 100.0
-2 0 2

Standardised mean diference

Figure 2 - Comparison of plasma/serum levels of total nitrite between drug-free schizophrenic patients and healthy controls.
No significant difference was found between patients and healthy controls (effect size g = -0.109, 95% Cl = -0.856 to 0.637,
p = 0.774). Between-study heterogeneity was found (12 = 90.7%, Q = 43.01, p < 0.001), but there was no evidence of publica-
tion bias (p = 0.066). The meta-regression analysis showed no effect of duration of illness (4 studies; r = 0.147; p = 0.057).
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Standardised mean diference

Study (95% Cl) % Weight
Akyol et al.* —— 0.69 (0.35, 1.04) 24.2
Zoroglu et al.¥ —— 0.52 (0.04, 1.01) 18.4
Yanik et al.® — 0.65 (0.19, 1.12) 19.2
Yilmaz et al.% — 0.24 (-0.20, 0.69) 20.0
Djordjevi¢ et al.? —B— 1.24 (0.75, 1.74) 18.1
Overall 'S 0.66 (0.37, 0.96) 100.0
-2 0 2

Standardised mean diference

Figure 3 - Comparison of plasma/serum levels of total nitrite between schizophrenic patients receiving antipsychotics and

healthy controls.

A significant difference between patients and healthy volunteers was found (effect size g = 0.663, 95%Cl = 0.365 to 0.961,
p < 0.001), showing that patients under medication treatment have higher levels of plasma NO than controls. A moderate
between-study heterogeneity (12 = 56.0%, Q = 9.10, p = 0.059) and no evidence of publication bias (p = 0.819) were found.
The meta-regression analyses showed no significant interactions.

Among the 10 selected studies, there were no significant
differences between patient groups and control groups re-
garding total nitrite plasma/serum levels. This finding may be
explained by the presence of several studies with apparently
contradictory results. Seven out of the 10 manuscripts found
increased total nitrite levels in patients;'7:18.26:32.36-38 while the
remaining three found the opposite.®%2%39 nterestingly, all
of these studies showed significant results. This is probably
the reason why we detected between-study heterogeneity.
Methodological variations across the studies may be the
explanation for this discrepancy. For example, the dura-
tion of disease could be a relevant factor for the levels of
NO, given the possible adaptive mechanisms related to the
evolution of symptoms. Seven out of 10 studies made refer-
ence to the duration of disease in the patient group and the
meta-regression analysis showed a significant moderating
effect of mean duration of illness, showing a positive cor-
relation between the latter and levels of NO. In this regard,
there are two studies in the literature that measured NO
metabolite levels during the first episode of schizophrenia.
In 1996, Das et al. found low plasma nitrate levels in first-
episode patients, and in 2004 Ramirez et al.”’ reported low
concentrations of nitrite and nitrate in the cerebrospinal
fluid of first-episode patients.?4° Studies with first-episode
patients and a longitudinal design are likely to foster a
greater understanding of the relationship between duration
of illness and NO levels. For example, studies that measure
NO serum levels could generate correlations between NO
levels and different phases of schizophrenia.

The use of antipsychotics by patients may influence the
results of these studies. When the five studies with drug-free
patients were evaluated, no significant difference was found
between patients and healthy controls regarding total nitrite
plasma/serum concentrations. However, when we examined
only the five studies with patients under antipsychotic treat-
ment, a significant difference between patients and healthy

volunteers was found, showing that patients taking antipsy-
chotics have higher levels of plasma/serum NO than controls.
In 1996, Das et al. found decreased plasma nitrate levels in
first-episode schizophrenic patients who were also drug naive.?
In addition, a study in which the patients spent a longer period
without taking antipsychotic medication before the beginning
of the trials (drug-free for at least four weeks) reported de-
creased total plasma nitrite levels in the patient group, and that
six-week antipsychotic treatment with risperidone increased
these levels in correlation with clinical response. Significant
changes of nitrite plasma levels between baseline and the end
of the treatment in the patient group were found and compared
between the 37 responders to treatment (> 30% improvement
in PANSS score) and the 18 non-responders to treatment.
Among responders, total plasma nitrite levels after treatment
significantly increased when compared to baseline. However,
there were no significant changes among non-responders. The
authors suggested that the improvement of psychiatric symp-
toms can lead to partial normalization of a deficiency in NO
after treatment.® Finally, three articles reported an increase
in cerebrospinal fluid levels of cyclic GMP in patients with
schizophrenia after treatment with antipsychotic drugs.*'® As
observed previously, the mechanism of action of NO involves
increases in cyclic GMP concentrations through the activation
of soluble guanylate cyclase.

Although plasma and serum are not the same thing and
the decision to analyze studies that quantified NO serum
levels and NO plasma levels together could be regarded
as generating a potential confounding factor in this study.
Nonetheless, the sensitivity analyses indicated that this deci-
sion did not affect the main results of this meta-analysis. All
the results of the meta-analysis remained the same when the
two studies that evaluated NO serum levels were excluded.

It is essential that future studies be more careful in con-
trolling for potential confounding factors that are known to be
relevant in schizophrenia. In this regard, well-designed studies
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must take into account variables such as disease duration and
staging, schizophrenia subtype, tobacco use, and antipsychotic
treatment.** Also, further studies should examine potential
correlations between the intensity and quality of symptoms
(as measured by scales like the PANSS), stage of disease, and
plasma/serum levels of NO in schizophrenia patients.

Conclusion

High between-study heterogeneity was found and this could
be responsible for the meta-analysis finding of no significant
differences between the patient group and the control group
regarding total nitrite plasma/serum levels. There were
studies with apparently contradictory results and they could
be divided into two groups: one group suggesting increased
plasma/serum levels of total nitrites in patients when com-
pared with healthy volunteers and another one supporting
a possible decrease in such levels. It is thus likely that the
results of one group were cancelled out by the results of
the other.

One of the findings of this review was a positive correla-
tion between the duration of disease and levels of NO. In
other words, the longer the duration of the disease is, the
greater the NO levels in patients. We speculate that this could
be explained both by pathophysiological differences between
the acute and chronic phases of schizophrenia as well as by
the use of medications along the course of the disease.

Lastly, patients under antipsychotic treatment were found
to have higher levels of NO metabolites than controls. This
finding might be related to a possible stimulation of the
nitrergic pathway by these drugs. It is believed that this
pathway constitutes a fertile target for the development of
new treatments for patients with schizophrenia.
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DESCRITORES: Resumo

Oxido nitrico; Durante os Gltimos 40 anos, a esquizofrenia foi considerada, principalmente, como o resultado
Esquizofrenia; de disfuncoes dopaminérgicas no cérebro. Esta revisao descreve e discute algumas descobertas
Psicose; sobre a neurotransmissdao mediada pelo 6xido nitrico na esquizofrenia. A busca foi feita nas bases
Niveis plasmaticos; PubMed, SciELO e LILACS usando-se os termos schizophrenia e nitric oxide plasma levels ou nitric
Niveis séricos; oxide serum levels, sem limites de tempo. As listas de referéncias dos artigos selecionados foram
Metanalise; examinadas em busca de outras publicacoes pertinentes. Dentre 15 artigos passiveis de serem
Revisao sistematica. incluidos, 10 preenchiam os critérios estabelecidos para a revisao e metanalise. Esses estudos

incluiram 505 pacientes com esquizofrenia e 339 voluntarios saudaveis. Nao foram encontradas
diferencas significativas entre pacientes e voluntarios saudaveis quanto aos niveis plasmaticos
de nitrito total (effect size g = 0,285, IC 95% = -0,205 a 0,774, p = 0,254). No entanto, o exame
separado dos estudos envolvendo pacientes em tratamento antipsicotico apresentou diferencas
significativas entre pacientes e voluntarios saudaveis (effect size g = 0,663, IC 95% = 0,365 to
0,961, p < 0,001), demonstrando que pacientes em tratamento possuem niveis plasmaticos mais
altos de oxido nitrico. Esses resultados sugerem que os antipsicoticos podem aumentar os niveis
plasmaticos de dxido nitrico e que a via nitrérgica (e sua estimulacao) constituiria um alvo propicio
para o desenvolvimento de novos tratamentos para pacientes com esquizofrenia.
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Introducéao

A esquizofrenia é uma doenca devastadora que atinge cerca
de 1% da populacao ao longo da vida. Os individuos geralmen-
te sdo afetados entre o fim da adolescéncia e o inicio da vida
adulta e o curso da esquizofrenia é cronico e debilitante.’

Pelos Gltimos 40 anos, a esquizofrenia vem sendo conside-
rada, principalmente, o resultado de disfuncoes dopaminér-
gicas no cérebro.? No entanto, as drogas antipsicoticas que
atuam como antagonistas dos receptores de dopamina tem
se provado efetivas em tratar apenas alguns dos sintomas
da esquizofrenia.

Pesquisas recentes sugerem que a hipoatividade de um
subtipo do receptor glutamatérgico, o receptor N-metil-D-
asparato (NMDA), pode estar envolvida na esquizofrenia.*
Uma das evidéncias em favor dessa hipotese advém da
sindrome psicotica gerada pelos antagonistas do receptor
NMDA. Esse modelo farmacologico é o que reproduz melhor os
sintomas da esquizofrenia, uma vez que induz tanto sintomas
positivos quanto negativos comumente observados na doen-
ca.>® No entanto, pesquisas sobre os agonistas do receptor
NMDA para o tratamento da esquizofrenia tem produzido
resultados inconsistentes,® consequéncia do down-regulation
dos receptores NMDA. "

Dessa forma, pesquisadores tém sugerido a possivel impli-
cacdo do 6xido nitrico (NO) na fisiopatologia da esquizofrenia
e de outras doencas psiquiatricas, tais como o transtorno
bipolar e a depressao.'"

0 NO é um gas com uma quimica singular, que teve com-
provada a influéncia sobre a liberacdo de neurotransmissores,
a aprendizagem, a memoria e o neurodesenvolvimento. Além
disso, surgiram questionamentos a respeito da importancia
do papel NO na maturacao de neurdnios e na sinaptogéne-
se. A ativacao dos receptores NMDA pelo glutamato resulta
em influxo do calcio na célula, que se liga a calmodulina
e estimula a enzima 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS)
a produzir NO no sistema nervoso. O NO ativa a guanilato
ciclase, que eleva os niveis do segundo mensageiro, o GMP
ciclico (monofosfato guanosina ciclico). Demonstrou-se que
essa “via NMDA-NO-GMP ciclico” modula a liberacao de
neurotransmissores, tais como o glutamato e a dopamina.
Embora a direcao das anormalidades nessa via ainda esteja
sendo debatida, ela tem sido repetidamente implicada na
esquizofrenia e talvez o desenvolvimento de drogas que
atuem mais adiante aos receptores NMDA - como no NO,
por exemplo - possa evitar o problema de down-regulation
desses receptores.'?

Nesta revisao sao descritos estudos empiricos disponiveis
na literatura que analisaram o papel de NO na esquizofrenia
ao examinar os niveis plasmaticos/séricos do NO em pacientes
diagnosticados com esse transtorno.

Métodos

Abusca foi feita nas bases PubMed, SciELO e LILACS usando-
-se 0s termos schizophrenia e nitric oxide plasma levels ou
nitric oxide serum levels, sem limites de tempo. As listas de
referéncias dos artigos selecionados também foram exami-
nadas em busca de outras publicacdes pertinentes.

Para serem incluidos na analise, os estudos deveriam
atender aos seguintes critérios: 1) ser publicado em qualquer
lingua; 2) incluir pacientes com esquizofrenia diagnosticada

de acordo com os critérios de DSM-IV-TR (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders - fourth edition, text
revision); 3) apresentar um grupo comparativo de sujeitos
saudaveis; 4) medir os niveis plasmaticos (ou séricos) de
nitrito total para avaliar indiretamente os niveis plasmaticos
de NO.

Como a molécula de NO é muito instavel e tem a meia vida
curta, a deteccao de NO em sua forma nativa é extremamen-
te dificil.”® Em solucdo aquosa, o NO reage com o oxigénio
molecular e se acumula no plasma/soro como os ions nitrito
(NO-2) e nitrato (NO-3). Esses ions podem ser medidos em
fluidos biologicos e tém sido usados como correlatos dos niveis
de NO." Na maioria dos estudos, os niveis plasmaticos/séricos
de metabolitos de NO sao representados como nitrito total
(nitrito + nitrato) apos a conversao de nitrato em nitrito."

Dentre os estudos analisados nesta revisao, 80% inves-
tigaram a diferenca nos niveis plasmdticos de nitrito total
entre pacientes com esquizofrenia e voluntarios saudaveis,
enquanto os 20% restantes investigaram as diferencas dos
niveis séricos de nitrito total entre os dois grupos. Dada a
consideravel concordancia quanto a equivaléncia entre as
concentragdes séricas e plasmaticas de certas drogas, e
supondo que o mesmo € verdadeiro para NO,'" decidimos
analisar estudos usando plasma e soro como um Unico grupo.

Quatro estudos mediram os niveis de nitrito total dos
pacientes em dois momentos - antes e depois do tratamento
com antipsicoticos.'”2° Nesses casos, optou-se por trabalhar
com as medidas obtidas antes do tratamento com antipsi-
coticos, de modo a garantir a equivaléncia aos resultados
dos outros estudos.

Para selecionar estudos potencialmente relevantes, trés
revisores independentes, (JPMO, SI e CT) examinaram os
resumos identificados na busca feita na literatura usando os
critérios de inclusao previamente definidos. Discordancias
em qualquer estagio eram resolvidas através de consenso.
Os estudos inclusos na revisao estao resumidos na Tabela 1,
que também descreve as caracteristicas sociodemograficas
das amostras em cada estudo.

As analises estatisticas foram feitas com STATA 10.1
(StataCorp, College Station, Texas) usando o comando METAN.
Para cada estudo, odds ratios e intervalos de confianca
de 95% foram calculados. Foi usado um modelo de efeitos
randomicos que classificou os estudos de acordo com suas
variancias inversas e gerou o odds ratio e o intervalo de
confianca correspondente.

A variabilidade entre os estudos dentre os tamanhos
de efeito da variabilidade total da populacao, isto é, a
heterogeneidade, foi avaliada formalmente, por meio da
aplicacao do teste q de Cochran para a homogeneidade?' e,
informalmente, por meio da avaliacao da medida descritiva
de inconsisténcia independente de tamanho da amostra 12.%
0 indice 12 mostra a porcentagem da variabilidade total em
um conjunto de da variabilidade total devida a verdadeira
heterogeneidade, ou seja, a variabilidade entre os estudos.?
Por exemplo, uma metanalise com 12 = 0 significa que toda a
variabilidade das estimativas do tamanhos de efeito é devida
ao erro de amostragem nos estudos. Por outro lado, uma
metanalise com 12 = 50 significa que metade da variabilidade
total entre os tamanhos de efeito é causada nao por erros
de amostragem, mas por heterogeneidade verdadeira entre
os estudos. Higgins et al.?? propuseram uma classificacao
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experimental dos valores de 12 com o proposito de auxiliar
ainterpretar magnitude. Assim, as porcentagens de cerca de
25% (12 = 25), 50% (12 = 50) e 75% (12 = 75) indicariam baixa,
média e alta heterogeneidade, respectivamente.

Viés de publicacdo

Foi usado o teste de regressdo de Egger, que é um método
formal para avaliar o viés de publicacdo,* implementado
com a funcao METABIAS do STATA.

Metarregressdo

Os efeitos da duracao média da doenca sobre os niveis plas-
maticos de nitrito total foram avaliados de acordo com um
modelo de metarregressao de efeitos randomizados usando
o comando METAREG? do STATA. A opcao padrao usando a
maxima probabilidade residual (REML) foi selecionada.

Andlise de sensibilidade

Para testar o quao expressivos eram os resultados em relacao
as variagoes na metodologia de metanalise, examinou-se o
efeito de exclusao dos dois estudos que avaliaram os niveis
séricos de NO em vez dos niveis plasmaticos de NO."7:2

Resultados

A busca gerou artigos, dos quais 10 atendiam aos ctritérios
para esta metanalise. Um estudo foi excluido por causa
da presenca de sujeitos que apresentavam a doenca havia
menos de seis meses. Com base nos critérios de diagndstico
de DSM-IV-TR, sdo necessarios pelo menos seis meses de
sintomas da doenca para se diagnosticar a esquizofrenia.?
Quatro artigos foram excluidos porque mediam niveis de

Tabela 1 - Estudos incluidos na metanalise

metabolitos individuais de NO, em vez dos niveis de nitrito
total.?®3" Assim, 10 estudos forneceram dados comparativos
dos pacientes versus controles (Tabela 1).

Dentre os 10 estudos analisados nesta revisao, todos
investigaram as diferencas quanto aos niveis plasmaticos/
séricos de nitrito total entre pacientes com esquizofrenia e
voluntarios saudaveis. Os niveis plasmaticos/séricos de nitrito
total variaram de 3,37 + 2,27 pmol/L*® a 69,2 + 13,2 pmol/L3?
em voluntarios saudaveis e de 1,85 + 0,70 umol/L?° a 102,8
+ 34,7 pymol/L3? em pacientes com esquizofrenia.

Conforme mostrado na Figura 1, nao foi encontrada di-
ferenca significativa entre pacientes e controles saudaveis
quanto as concentracoes plasmaticos/séricas de nitrito total
(effect size g = 0,285, IC 95% = -0,205 para 0,774, p = 0,254).
Foi encontrada heterogeneidade entre os estudos (12 = 90,8%,
Q = 98,22, p < 0,001), mas nao houve indicios de viés de
publicacao (p = 0,466). A analise de metarregressao mostrou
um efeito moderado significativo da duracao média da doenca
(sete estudos; r = 0,153; p = 0,005).

Quando os estudos com pacientes sem uso de medicacao
foram avaliados separadamente (Figura 2), nao foi encon-
trada diferenca significativa entre pacientes e controles
saudaveis quanto as concentracoes plasmaticos/séricas de
nitrito total (effect size g = -0,109, IC 95% = -0,856 para
0,637, p = 0,774). Houve heterogeneidade entre os estudos
(12=90,7%, Q = 43,01, p < 0,001), mas nao houve indicios de
viés de publicacao (p = 0,066). A analise da metarregressao
nao mostrou efeito de duracao da doenca (quatro estudos;
r =0,147; p = 0,057).

No entanto, quando examinamos apenas os estudos com
pacientes em tratamento (Figura 3), houve diferenca signi-
ficativa entre os pacientes e os voluntarios saudaveis (effect
size g = 0,663, IC 95% = 0,365 para 0,961, p < 0,001), mos-
trando que os pacientes em tratamento com antipsicoticos

Duracao da doenca

Idade média + DP Idade do inicio da

Referéncia Sujeitos N (M/F) (anos) Antipsicoticos (anos) doenca + DP (anos)
SZ 21 (14/7) 30,4+7,8
18
Atmaca et al. L 21 (14/7) ND No 292467 ND
. SZ 20 (4/16) 26,8 + 8,5
17
Taneli et al. L 20 (13/7) 1,2+1,0 No 25558 23,4+2,9
SZ 100 (68/32) 34,29 £+ 9,39
36 ’
Akyol et al. L 51 (35/16) 10,0 £ 6,9 Yes 35,49 + 10,69 24,3+7,2
SZ 82 (59/23) 33,64 + 11,08
37
Zoroglu et al. L 21 (15/6) 12,1+ 8,9 Yes 33,53 £ 10,92 ND
SZ 30 (18/12) 38,0 + 15,0
20 ’
Nakano et al. L 30 (18/12) 1,9+0,7 No 41,0 £ 19,0 ND
. SZ 66 (66/0) 33,6+ 11,0
26
Yilmaz et al. L 28 (28/0) 12,1 +£ 10,0 Yes 344:12,0 22+9
SZ 55 (24/31) 33,6 +9,9
19
Lee et al. cL 55 (24/31) 5,6 +5,2 DN 335499 27,5+9,5
. SZ 46 (36/10) 34,0 + 11,8
38
Yanik et al. L 32 (22/10) ND Yes 329+ 131 ND
. SZ 45 (45/0) 30,3 +8,5
39
Kim et al. L 45 (45/0) 43+54 DN 30,582 26,5+ 8,4
e ey O SZ 40 (24/16) 30,2+7,9
33 ’ ’
Djordjevic et al. L 36 (22/14) ND Yes 298458 ND

CL: controles; VT: virgem de tratamento; F: feminino; M: masculino; N: nimero de sujeitos; ND: nao descrito; SZ: esquizofrénicos.
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Diferenca média padronizada

Estudo (IC 95%) % Peso
Akyol et al.% | 0,69 (0,35; 1;04) 10,5
Zoroglu et al.” — 0,52 (0,04; 1,01) 10,0
Yanik et al.® E B 0,65 (0,19; 1,12) 10,1
Taneli et al."” + 1,00 (0,33; 1,66) 9,3
Kim et al.® [ | 0 -0,59 (-1,02; -0,17) 10,3
Yilmaz et al.? —— 0,24 (-0,20; 0,69) 10,2
Atmaca et al.™® Q—H 0,95 (0,31; 1,59) 9,3
Lee et al." — B 5 -0,84 (-1,23; -0,45) 10,4
Djordjevi¢ et al,® ; —B— 1,24 (0,75; 1,74) 10,0
Nakano et al.?° . E -0,89 (-1,43; -0,36) 9,8
Total <j‘;> 0,28 (-0,20; 0,77) 100,00
2 0 2

Diferenca média padronizada

Figura 1 - Comparacao dos niveis plasmaticos-séricos de nitrito total entre pacientes esquizofrénicos e controles saudaveis
em 10 estudos sob investigacao.

Nao foi encontrada diferenca significativa entre os pacientes e os controles saudaveis (effect size g = 0,285, (IC 95%) = -0,205
para 0,774, p = 0,254). Foi verificada heterogeneidade entre os estudos (12 = 90,8%, Q = 98,22, p < 0,001), mas nao houve
indicios de viés de publicacao (p = 0,466). A analise de metarregressao mostrou um efeito moderado significativo da duracao
média da doenca (sete estudos; r = 0,153; p = 0,005).

Diferenca média padronizada

Estudo (IC 95%) % Peso
Taneli et al."” - B 1,00 (0,33; 1,66) 19,0
Kim et al.” —u— -0,59 (-1,02; -0;17) 20,8
Atmaca et al.™ v 0,95 (0;31; 1,59) 19,2
Lee et al."” B -0,84 (-1,23; -0,45) 21,0
Nakano et al.2° - B -0;89 (-1,43; -0,36) 20,9
Total 29 100,0
9 0 2

Diferenca média padronizada

Figura 2 - Comparacao dos niveis plasmaticos/séricos de nitrito total entre pacientes esquizofrénicos sem uso de medicacao
e controles saudaveis.

Nao foi encontrada diferenca significativa entre os pacientes e os controles saudaveis (effect size g = -0,109, I1C 95% = -0,856
para 0,637, p = 0,774). Foi verificada heterogeneidade entre os estudos (12 = 90,7%, Q = 43,01, p < 0,001), mas nao houve
indicio de viés de publicacao (p = 0,066). A analise de metarregressao nao mostrou efeito de duracdo da doenca (quatro
estudos r = 0,147; p = 0,057).

apresentam niveis plasmaticos/séricos de nitrito total mais Todos os resultados desta metanalise permaneceram
altos do que os controles. Foi encontrada heterogeneidade os mesmos quando foram excluidos os dois estudos que
moderada entre os estudos (12 = 56,0%, Q = 9,10, p = 0,059) trabalharam com niveis séricos de NO:"7-2 todos os estudos
e nao houve indicio de viés de publicacdo (p = 0,819). (effect size g = 0,209, IC 95% = -0,377 para 0,795, p = 0,484);
As analises de metarregressdo nao mostraram interacoes estudos com individuos sem uso de medicacao (effect size
significativas. g =-0,378, IC 95% = -1,071 para 0,316, p = 0,286); e estudos
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Diferenca média padronizada

Estudo (IC 95%) % Peso
Akyol et al.* —— 0,69 (0,35; 1,04) 24,2
Zoroglu et al.”’ —— 0,52 (0,04; 1,01) 18,4
Yanik et al. — 0,65 (0,19; 1,12) 19,2
Yilmaz et al.? —]—E 0,24 (-0;20; 0,69) 20,0
Djordjevi¢ et al,* —B— 1,24 (0;75; 1,74) 18,1
Total (‘; 0,66 (0,37; 0,96) 100,0

Diferenca média padronizada

Figura 3 - Comparacao dos niveis plasmaticos/séricos de nitrito total entre pacientes esquizofrénicos que recebem antip-

sicoticos e controles saudaveis.

Foi encontrada diferenca significativa entre os pacientes e os voluntarios saudaveis (effect size g = 0,663, (IC 95%) = 0,365 para
0,961, p < 0,001), o que mostra que pacientes em tratamento medicamentoso apresentam niveis plasmaticos mais altos de
NO do que os controles. Foi verificada heterogeneidade moderada entre os estudos (12 = 56,0%, Q = 9,10, p = 0,059) e nao foi
encontrado indicio de viés de publicacdo (p = 0.819). As analises de metarregressao nao mostraram interacoes significativas.

com individuos em tratamento (effect size g = 0,765, IC
95% = 0,482 para 1,048, p = 0,000).

Discussao

Aneurobiologia da esquizofrenia é caracterizada por anorma-
lidades em vias de neurotransmissao, incluindo o glutamato,
GABA (acido gama-aminobutirico) e dopamina.?3* A ativacao
dos receptores NMDA resulta em influxo de calcio na célula,
que estimula a nNOS a produzir NO, que, por sua vez, ativa
a guanilato ciclase, resultando em producao elevada de GMP
ciclico. A disfuncao na via “NMDA-NO-GMP ciclico” tem sido
relacionada com a esquizofrenia.?*3

Como a direcao das anormalidades nessa via ainda esta
sendo debatida, nesta metanalise tentamos entender melhor
o papel de NO em pacientes com esquizofrenia ao investigar
se havia diferencas nas concentracoes plasmaticos/séricas
(como refletidas pelo nitrito total) entre individuos com
esquizofrenia e controles saudaveis.

Dentre os 10 estudos selecionados, nao houve diferen-
cas significativas quanto aos niveis plasmaticos/séricos de
nitrito total entre o grupo de pacientes e o grupo controle.
Essa descoberta pode ser explicada pela presenca de alguns
estudos com resultados aparentemente contraditérios. Sete
dos 10 manuscritos encontrados verificaram um aumento dos
niveis de nitrito total em pacientes,”:1826323638 enquanto
os trés restantes verificaram o oposto.2%% E interessante
observar que todos esses estudos mostraram resultados
significativos. Provavelmente, esse é o motivo pelo qual
foi detectada heterogeneidade entre os estudos. Variacoes
metodoldgicas entre os estudos podem ser a explicacao
para essa discrepancia. Por exemplo, a duracao da doenca
poderia ser um fator relevante para os niveis de NO, dados
os possiveis mecanismos adaptativos relacionados a evolu-
cao dos sintomas. Sete dos 10 estudos fizeram referéncia a
duracao da doenca no grupo dos pacientes e a analise de
metarregressao mostrou um efeito moderado significativo

da duracao média da doenca, apresentando uma correlacao
positiva entre essa e os niveis de NO. Sob esse aspecto, ha
dois estudos na literatura que mediram niveis metabdlicos
de NO durante o primeiro episodio de esquizofrenia. Em 1996
Das et al. verificaram baixos niveis plasmaticos de nitrato
em pacientes em primeiro episodio, e em 2004 Ramirez et
al.®® relataram baixas concentracoes de nitrito e nitrato no
liquido cefalorraquidiano dos pacientes em primeiro episo-
dio.284 Estudos com pacientes de primeiro episodio e com
um delineamento longitudinal sao propensos a favorecer um
melhor entendimento da relacao entre a duracao da doenca
e os niveis de NO. Por exemplo, estudos que mecam os niveis
séricos de NO poderiam gerar correlacdes entre os niveis de
NO e as diferentes fases de esquizofrenia.

0 uso de antipsicoticos por pacientes pode influenciar
os resultados desses estudos. Quando os cinco estudos com
pacientes sem uso de medicacao foram avaliados, nenhuma
diferenca significativa quanto as concentragoes plasmati-
cos/séricas de nitrito total foi encontrada entre os pacientes
e os controles saudaveis. No entanto, quando examinamos
apenas os cinco estudos com pacientes sob tratamento com
antipsicoticos, foi encontrada uma diferenca significativa
entre os pacientes e os voluntarios saudaveis, o que de-
monstra que pacientes que usam antipsicéticos tém niveis
plasmaticos/séricos de NO mais altos do que os controles.
Em 1996 Das et al. encontraram uma diminuicao dos niveis
plasmaticos de nitrato em pacientes com primeiro episodio
de esquizofrenia que também nunca haviam sido tratados.?®
Além disso, um estudo no qual os pacientes ficaram um
periodo maior sem ingerir antipsicoticos antes do inicio dos
testes (sem uso de medicamento por pelo menos quatro
semanas) relatou uma diminuicdo dos niveis plasmaticos
de nitrito total no grupo dos pacientes e que o tratamento
com duracao de seis semanas usando a risperidona como
antipsicotico aumentou esses niveis com correlacdo na
resposta clinica. Foram encontradas e comparadas altera-
coes significativas dos niveis plasmaticos de nitrito entre o
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periodo basal e o fim do tratamento no grupo de pacientes,
entre 37 que responderam ao tratamento (> 30% de melhoria
na pontuacao da PANSS [Positive and Negative Syndrome
Scale]) e os 18 que nao responderam ao tratamento. Entre
os que responderam, os niveis plasmaticos de nitrito total
depois do tratamento aumentaram significativamente
quando comparados a linha de base. No entanto, ndo houve
alteracoes significativas entre os que nao responderam. Os
autores sugeriram que a melhora dos sintomas psiquiatricos
pode ser devido a normalizacao parcial de uma deficiéncia
de NO apos o tratamento.™ Por fim, trés artigos relataram
um aumento dos niveis do liquido cefalorraquidiano do GMP
ciclico em pacientes com esquizofrenia apds o tratamento
com antipsicoticos.*** Conforme observado anteriormente,
0 mecanismo de acao de NO envolve o aumento das concen-
tracoes de GMP ciclico por meio da ativacao de guanilato
ciclase solavel.

Como o plasma e 0 soro nao sao a mesma coisa, a decisao
de analisar em conjunto os estudos que quantificaram os
niveis séricos e plasmaticos de NO poderia gerar um fator de
confusdo neste estudo. Todavia, a analise de sensibilidade
indicou que essa decisao nao afetou os resultados principais
desta metanalise. Todos os resultados da metanalise perma-
neceram os mesmos quando os dois estudos que avaliaram
os niveis séricos de NO foram excluidos.

E fundamental que os futuros estudos sejam mais cui-
dadosos com o controle de possiveis fatores de confusao
conhecidos por serem relevantes na esquizofrenia. Sob esse
aspecto, estudos bem delineados devem levar em conside-
racao variaveis como duracao e estagio da doenca, o sub-
tipo de esquizofrenia, o uso de tabaco e o tratamento com
antipsicoticos.* Ainda, novos estudos deveriam examinar
possiveis correlacdes entre a intensidade e a qualidade dos
sintomas (conforme medicdes em escalas como a PANSS), o
estagio da doenca e os niveis plasmaticos/séricos de NO em
pacientes esquizofrénicos.

Conclusao

Foi encontrada elevada heterogeneidade entre os estudos, o
que poderia ser responsavel pela descoberta da metanalise
de que nao ha diferencas significativas entre o grupo de
pacientes e o grupo controle quanto aos niveis plasmati-
coséricos de nitrito total. Havia estudos que apresentavam
resultados aparentemente contraditorios, que poderiam
ser divididos em dois grupos: um sugerindo um aumento dos
niveis plasmaticos/séricos de nitrito total em pacientes,
quando comparados a voluntarios saudaveis e um que apoia
uma possivel diminuicao de tais niveis. E, portanto, provavel
que os resultados de um grupo tenham sido anulados pelos
do outro.

Uma das descobertas desta revisao foi uma correlacao
positiva entre a duracao da doenca e os niveis de NO. Em
outras palavras, quanto mais longa a doenca, maiores sao
os niveis de NO nos pacientes. Especulamos que isso poderia
ser explicado por diferencas fisiopatologicas entre as fases
aguda e cronica da esquizofrenia, bem como pelo uso de
medicacoes ao longo do curso da doenca.

Finalmente, verificou-se que pacientes em tratamento
com antipsicoticos apresentam niveis mais altos de metabo-
litos de NO do que os controles. Essa descoberta pode estar
relacionada a um possivel estimulo da via nitrérgica por essas

drogas. Acreditamos que essa via constitui um alvo propenso
ao desenvolvimento de novos tratamentos para pacientes
com esquizofrenia.
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