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RESUMO

A esquizofrenia ¢ um transtorno mental caracterizado por sintomas psicoticos (delirios,
alucinagdes), disturbios do pensamento, afeto, volicdo, apresentando, na maioria dos casos,
curso cronico. A prevaléncia ao longo da vida do transtorno gira ao redor de 1%.
Evidéncias de estudos genético-epidemiologicos com familias, gémeos e adotivos tém
demonstrado a existéncia de um componente genético como fator de risco para o
transtorno. Desde o final da década de 80, estudos genético-moleculares tém investigado
genes de vulnerabilidade para o desenvolvimento do quadro. Os genes que codificam as
diferentes partes do sistema dopaminérgico passaram a despertar interesse para os estudos
moleculares em pacientes com esquizofrenia, devido ao fato de antagonistas
dopaminérgicos melhorarem sintomas desse transtorno, e agonistas dopaminérgicos
piorarem tais sintomas. Na presente tese, um total de 245 pacientes com esquizofrenia, de
acordo com os critérios diagnosticos do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-IV) e 834 controles foi selecionado com o objetivo de investigar a diferenga
na distribuicdo de alelos e genotipos de seis polimorfismos de quatro diferentes genes do
sistema dopaminérgico nesses dois grupos. Os resultados das foram: 1. Taql A1/A2 do
gene do receptor dopaminérgico tipo 2 (DRD2) - rs1800497: genotipica: ¥*=3,59 , 2d.f.,
p=0,16; alélica: y’=3,49, 1d.f., p=0,06, OR=1,22 (0,98<OR<1,52); 2. -141C (Ins/Del) do
DRD2 - rs1799732: genotipica: X2=12,74 , 2d.f., p=0,001; alélica: X2=9,78, 1d.f., p=0,001,
OR=1,64 (1,19<0OR<2,28); 3- Ser-9-Gly do gene do receptor dopaminérgico tipo 3 (DRD3)
- 156280: genotipica: x*=0,06, 2d.f., p=0,97; alélica: »*=0,06, 1d.f., p=0,80, OR=1,03
(0,83<OR<1,26); 4- VNTR da regido 3" ndo-codificadora do gene da proteina
tranasportadora de dopamina (SLC6A3): genotipica: X2=6,70, 10d.f.,, p=0,71; alélica:

x2=3,90, 6d.f., p=0,65; 5- A1343G do SLC6A3 - rs6347: genotipica: x2=6,56, 2d.f., p=0,03;
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alélica: X2=5,97, 1d.f., p=0,01, OR=1,33 (1,05<OR<1,69); 6- A/G da regido 3" ndo-
codificadora do gene da catecol-O-metiltransferase (COMT) — rs165599: genotipica:
v’=0,22, 2d.f., p=0,89; alélica: y*=0,02, 1d.f, p=0,88, OR=1,02 (0,82<OR<1,25). Os
resultados mostraram associa¢ao dos polimorfismos -141C (Ins/Del) do DRD2 (rs1799732)
e A1343G do SLC6A3 (rs6347) com esquizofrenia na amostra investigada.

Descritores: 1. Esquizofrenia; 2. Transtornos psicoticos; 3. Estudos de casos e
controles; 4. Receptores dopaminérgicos do tipo D2; 5. Receptores de dopamina

D3; 6. Proteinas da membrana plasmatica de transporte de dopamina; 7. Catecol

O-metiltransferase; 8. Alelos

16



ABSTRACT

Schizophrenia is a mental disorder characterized by psychotic symptoms (delusions,
hallucinations), disturbances of thought, affect, volition, and, in most cases, presenting a
chronic course. The average lifetime prevalence is about 1% in general population.
Evidences from genetic epidemiological studies with familes, twins and adoptives have
demonstrated the existence of an important participation of a genetic component on the
etiology of the disorder. Since the end of the 80’s, molecular genetic studies have
investigated genes of vulnerability for schizophrenia. The genes that codify different parts
of the dopaminergic system have caused interest for molecular studies with schizophrenic
patients because dopaminergic antagonists improve psychotic symptoms and dopaminrgic
agonists worse such symptoms. In the present work a total of 245 schizophrenic patients
according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-1V) and 834
controls were selected to investigate differences in the allelic and genotypic distribution of
six polymorphisms from four different genes of the dopaminergic system between the
groups of patients and controls. The results of the analysis were: 1. Tagl A1/A2 of the
dopaminergic receptor type 2 gene (DRD2) - rs1800497: genotypic: ¥°=3.59, 2d.f.,, p=0.16;
allelic: ¥*=3.49, 1d.f., p=0.06, OR=1.22 (0.98<OR<1.52); 2. -141C (Ins/Del) of the DRD2 -
rs1799732: genotypic: x*=12.74, 2d.f., p=0.001; allelic: x*=9.78, 1d.f., p=0,001, OR=1.64
(1.19<OR<2.28); 3- Ser-9-Gly of the dopaminergic receptor type 3 gene (DRD3) - rs6280:
genotypic:  ¢*=0.06, 2d.f, p=0.97; allelic: »*=0.06, 1d.f, p=0.80, OR=1.03
(0.83<OR<1.26); 4- VNTR of the 3" untranslated region of the dopamine transporter gene
(SLC6A3): genotypic: x°=6.70, 10d.f., p=0.71; allelic: x*=3.90, 6d.f., p=0.65; 5- A1343G
of the SLC6A3 - 1s6347: genotypic: x°=6.56, 2d.f., p=0.03; allelic: ¥*=5.97, 1d.f,, p=0.01,

OR=1.33 (1.05<OR<1.69); 6- A/G of the 3" untranslated region of the catechol-O-
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methyltransferase gene (COMT) - rs165599: genotypic: y°=0.22, 2d.f., p=0.89; allelic:
¥’=0.02, 1d.f., p=0.88, OR=1.02 (0.82<OR<1.25). The results have found an association of
the polymorphisms - 141C (Ins/Del) of the DRD2 (rs1799732) and A1343G of the SLC6A3
(rs6347) with schizophrenia in the investigated sample.

Descriptors: 1. Schizophrenia; 2. Psychotic disorders; 3. Case-control studies; 4. Receptors,
dopamine D2;5. Receptors, dopamine D3; 6. Dopamine plasma membrane transport

proteins; 7. Catechol O-methyltransferase; 8. Alleles
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1: Esquizofrenia

A tentativa de formalizacdo de um diagnostico para o que hoje entende-se como
esquizofrenia comecou apenas no século XIX. Em 1893, na 4* edigdo de seu “Tratado de
Psiquiatria”, tal transtorno recebeu de Emil Kraepelin, a denominagdo de Dementia
Praecox, em uma latinizagdo do termo criado por Morel em 1860 (Elkis, 1999). O autor
reuniu os quadros de catatonia, hebefrenia e dementia paranoides, que fora previamente
descrito por ele. Em sua caracterizagdo nosoldgica, Kraepelin deu importancia para os
critérios clinicos relacionados a evolucao do quadro apresentado pelo paciente, dentro de
uma perspectiva longitudinal. Tanto assim, que o transtorno recebera a terminologia
Dementia, com o objetivo de marcar as alteragdes cognitivas, afetivas e de personalidade
apresentadas pelos pacientes durante o curso do transtorno. Ja a designagdo Praecox, por
sua vez, teve por inten¢do tentar estabelecer uma diferenca de outro transtorno mental, que
também vinha sendo estudado pelo grupo de Kraepelin a época, a deméncia senil
(Andreasen, 2001).

Como Kraepelin baseou-se mais em critérios longitudinais para sua formulagao
diagnostica, outros autores passaram a estudar possibilidades de construir critérios
diagnodsticos galgados na apresentacdo clinica do paciente no momento de sua avaliacio
clinica. Nesse contexto, Eugen Bleuler, em 1911, publicou seu livro “Dementia praecox ou
o grupo das esquizofrenias”, cunhando assim o termo esquizofrenia, sendo a maneira pela
qual o transtorno vem sendo designado até o presente. Bleuler definiu sinais e sintomas
para a esquizofrenia, dividindo-os entre fundamentais e acessorios, e entre primdrios e
secundarios. Assim, fundamentais seriam aqueles sinais e sintomas obrigatoriamente

presentes, ao passo que os acessoOrios derivariam dos primeiros e apresentariam menor
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especificidade para o transtorno. O mais interessante para a ocasido foi a separacao entre
sintomas primdrios ¢ secundarios, ja que seus critérios seguiam um paradigma
psicanalitico: a ruptura da tensdo associativa (dai o termo esquizofrenia, do grego,
schizo=cindido, phrén=mente), ligada a uma imperfeicdo no nivel cerebral, definiria a
alteracdo primaria na doeng¢a. De modo secundario, como uma reagdo do psiquismo a
ruptura primaria, portanto na esfera exclusivamente psiquica, se constituiria 0 componente
secundario do transtorno. Deste modo, aparecem os classicos seis "a"s de Bleuler:
distarbios das associagdes do pensamento, autismo, ambivaléncia, embotamento afetivo,
disturbios da atengdo e avolicdo, como parte dos sintomas primarios. Sintomas psicéticos,
como delirios e alucinagdes ocupariam o lugar dos sintomas secundarios (Bleuler, 1950;
Elkis, 1999).

Ainda com o objetivo de caracterizar melhor a esquizofrenia através de uma
avaliacdo transversal do paciente, Kurt Schneider procurou detectar sintomas que fossem
essenciais para o diagnostico do transtorno, classificando-os como "sintomas de primeira
ordem", e publicando-os em sua obra “Psicopatologia Clinica”, em 1948. Tais sintomas
eram formados basicamente por manifestacdes delirantes e alucinatorias, que, na auséncia
de transtornos mentais organicos, seriam consideradas patognomonicas de esquizofrenia.
Apesar de terem se tornado classicos na investigacdo diagnéstica para o transtorno, os
sintomas de primeira ordem schneiderianos foram incapazes de cumprir seu objetivo, ja
que, com o passar do tempo, percebeu-se que eles também estavam presentes em outros
transtornos psiquiatricos (Schneider, 1968).

Desse modo, o diagnostico de esquizofrenia, acabou sendo construido de maneira
politética, valendo-se como base teérica das proposi¢des de Kraepelin, Bleuler e Schneider.

No entanto, apesar disso, havia muita discordancia diagnostica entre profissionais com
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diferentes formagdes clinicas. Nesse contexto, a partir do esfor¢co de americanos e ingleses,
que encontravam grande heterogeneidade no emprego do diagnoéstico de esquizofrenia entre
seus psiquiatras (Kendell et al., 1971), critérios diagnosticos mais confidveis comegaram a
ser construidos, como o Present State Examination (PSE) (Wing et al., 1974) e o Research
Diagnostic Criteria (RDC) (Spitzer et al., 1978). Procurando também incorporar critéiros
diagndsticos mais claros e objetivos, a Associagdo Americana de Psiquiatria reformulou por
completo, em 1980, o seu Diagnostic and Statistical Manual (Manual Diagnéstico ¢
Estatistico-DSM). Apesar das criticas periodicamente publicadas sobre o DSM, ele ainda
continua sendo o critéiro mais utilizado nos trabalhos cientificos na area dos transtornos
mentais, estando hoje em sua 4* edigdo (DSM-IV) (American Psychiatric Association,

1994).

1.2: Genética da Esquizofrenia

Desde o século XIX, Kraepelin bem como outros alienistas da época observavam
maior agregacao de esquizofrenia em determinadas familias. Porém, apenas em 1916, Ernst
Riidin, que trabalhava com Kraepelin, foi o primeiro a confirmar essas observagdes dentro
de uma nova abordagem metodologica mais criteriosa.

Os estudos que investigam o componente genético para a esquizofrenia sio
divididos em duas abordagens principais: estudos genético-epidemioldgicos e genético-
moleculares. A partir das evidéncias advindas dos estudos genético-epidemioldgicos, nos
ultimos anos os estudos de genética molecular tém tentado descobrir quais sdo os genes

envolvidos nesse processo, bem como o modo de sua participagao.
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1.2.1: Estudos genético-epidemiolégicos:
1.2.1.1: Estudos em familias:

O primeiro estudo epidemiologico realizado para verificar a hipdtese da
esquizofrenia apresentar um componente genético no seu desenvolvimento foi conduzido
em familias por Ernst Riidin em 1916, na Alemanha. A partir de entdo, varios trabalhos se
seguiram confirmando a agrega¢do familiar na esquizofrenia. Esses primeiros estudos, no
entanto, apresentavam importantes problemas metodologicos. No inicio da década de 80,
novas investigagdes comecaram a utilizar critérios diagndsticos operacionais, abordagem
cega para os individuos entrevistados e presenca de grupo controle. A despeito dessas
inovacdes metodoldgicas, os resultados desses ultimos estudos sdo muito semelhantes aos
dos primeiros (revisdes sobre esse tema podem ser encontradas em Gottesmann, 1991;
Vallada & Samaia, 2000).

Irving Gottesmann (1991), a partir de uma revisdo extensa sobre o tema, selecionou
os 40 estudos europeus em familias realizados entre os anos de 1920 e 1987, e calculou o
risco médio de desenvolver esquizofrenia por parentes de pacientes com o transtorno. Os
resultados mostraram que o risco ¢ maior quanto mais proéximo ¢ o grau de parentesco,
sendo que em gémeos monozigdticos (MZ) de pacientes com esquizofrenia, o risco de
ocorréncia do transtorno ¢ proéximo a 50%, enquanto que em netos € primos O risco
aproxima-se ao da populagdo geral, ainda que significativamente maior.

Kendler e Gardner (1997) realizaram meta-analise dos trés grandes estudos de
familias publicados entdo, o estudo dinamarqués, o Iowa-500 e o Roscommon, e
concluiram que havia uma forte agregacdo de esquizofrenia em familias, confirmando os

resultados dos trabalhos anteriores.
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Ademais, os estudos epidemioldgicos com familias observaram que a prevaléncia de
outros transtornos psicoticos (transtorno esquizoafetivo, psicoses atipicas, transtorno
delirante persistente, personalidade esquizdide) também era aumentada em parentes de
pacientes com esquizofrenia quando comparada com controles (Gottesman, 1991).

A demonstragdo do carater familiar ¢ necessaria, porém ndo suficiente para a
comprovagdo do componente genético, ja que algumas doengas com agregacao na familia
ocorrem devido a mesma exposi¢do ambiental (por exemplo, carie dentaria, verminose).
Desse modo, estudos com gémeos e com filhos adotivos foram necessarios para discriminar

a fonte dessa agregacao familiar.

1.2.1.2: Estudos em gémeos:

Esse tipo de estudo parte da premissa que gémeos MZ e dizigdticos (DZ) sofrem
influéncia ambiental muito semelhante. Entretanto, os gémeos MZ sdo geneticamente muito
parecidos (para efeitos praticos sdo 100% idénticos), enquanto os gémeos DZ apresentam
por volta de 50% do componente genético em comum.

Tendo-se em vista que a expectativa para a ocorréncia de esquizofrenia ao longo da
vida gira ao redor de 1%, multiplicando-se pela prevaléncia de gémeos em populacdes
européias e norte-americanas, que ¢ de cerca de 2%, pode-se avaliar a dificuldade da
realizacdo de estudos em gémeos em esquizofrenia (Gottesman, 1991). Assim, apenas 2 em
10.000 pessoas serdo ao mesmo tempo esquizofrénicos e gémeos e, ndo mais que 1 em
15.000 serda um gémeo MZ e apresentara o transtorno. Desse modo, o grande
desenvolvimento dessa estratégia de estudo deveu-se a organizacao dos servigos de registro
nacionais dos paises escandinavos, sendo o primeiro destes estudos realizado na Finlandia

em 1963, por Pekka Tienari (Tienari P, 1963; Prescott & Gottesman, 1993).
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Embora as estimativas dos varios estudos variem, a taxa de concordancia para
esquizofrenia em gémeos MZ encontram-se ao redor de 50% e para gémeos DZ ¢ da ordem
de 15% (Kendler, 1983). Esses estudos contribuem para evidenciar a existéncia do
componente genético da esquizofrenia (o risco de um irmdo gémeo manifestar
esquizofrenia, quando o outro irmao j& apresenta o transtorno, ¢ mais de trés vezes maior
para um irmao gémeo MZ do que para um DZ), porém ressaltam também a participagdo do
componente ambiental na etiopatogenia do transtorno, pois para doencas com carater
estritamente genético, a concordancia esperada para gémeos MZ seria teoricamente de

100%, uma vez que a carga genética € praticamente idéntica em ambos (Gottesman, 1991).

1.2.1.3: Estudos em adotivos:

Os estudos em adotivos também tém como tarefa principal separar os efeitos
genéticos dos ambientais, pois o individuo adotado recebe seus genes de uma familia, mas
sua experiéncia de vida ocorre como membro de outra. Esses trabalhos tém basicamente
dois desenhos principais: 1) no primeiro, investiga-se a freqiiéncia do transtorno entre os
pais bioldgicos e compara-se com aquela dos pais adotivos de criancas adotivas que
desenvolveram esquizofrenia; 2) no segundo, observa-se a freqiiéncia de esquizofrenia nos
filhos bioldgicos de portadores do transtorno que foram adotados ao nascer e compara-se
com a freqiiéncia em filhos biologicos de pais saudaveis que também foram adotados logo
apods o nascimento (Gottesman, 1991; Ingraham & Kety, 2000). Também esta categoria de
estudos, devido a necessidade de servigos de registro nacionais bastante organizados, tem
como principais paises envolvidos na sua execugdo os escandinavos.

O primeiro estudo genético com adotivos e esquizofrenia foi conduzido por Heston

(1966). Apesar de ndo ter utilizado critérios diagndsticos operacionais, seus achados
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mostraram que filhos adotivos de maes biologicas com esquizofrenia apresentavam maior
risco para o desenvolvimento do transtorno do que filhos adotivos de maes bioldgicas sem
o transtorno. Usando um desenho similar ao do estudo conduzido por Heston (1966),
Lowing et al. (1983) e Tienari et al. (2003) também encontraram que o risco para o
desenvolvimento de esquizofrenia nos filhos adotivos de maes com esquizofrenia era maior
que o apresentado pelos filhos adotivos de maes controles saudaveis.

Resultados de estudo dinamarqués com familiares de adotivos (Kety, 1987) tém
sido reportados durante mais de 30 anos, usando diferentes critérios diagndsticos. Uma
nova amostra chamada ‘“Provincial Sample” foi adicionada a amostra original
dinamarquesa (“Copenhagen Sample”) para formar uma amostra nacional (“National
Sample”). Kety et al. (1994) apresentaram os resultados dessas trés amostras usando os
critérios do DSM-II, e Kendler et al. (1994), de maneira independente, reanalisou os dados
usando os critérios do DSM-IV. Ambas as andlises foram consistentes e indicaram que
parentes bioldgicos de filhos adotivos afetados apresentavam maior risco para esquizofrenia
que os parentes adotivos, sendo que estes Ultimos apresentavam risco para desenvolver o

transtorno de maneira similar ao observado na populacao geral.

1.2.1.4: Estudos de transmissao genética:

Uma vez constatada a existéncia de um componente genético como fator de risco
para o desenvolvimento de determinado transtorno psiquiatrico, por meio de estudos em
familias, gémeos e adotivos, a conseqiiéncia natural ¢ tentar compreender o modo pelo qual
se d4 a transmissdo deste transtorno.

Os principais modelos de transmissdo genética propostos sao:
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A. Locus principal Unico: pressupde a existéncia de um unico par de alelos
responsavel por todo o componente genético do transtorno, ¢ que associado a fatores
ambientais, determinariam ou ndo o seu aparecimento;

B. Modelo oligogénico: propde que um pequeno numero de genes de efeito
moderado atue em conjunto para determinar a susceptibilidade ao transtorno;

C. Modelo poligénico: um grande niumero de genes e fatores ambientais com efeitos
pequenos, independentes e que interagem entre si, contribui para o desenvolvimento do
transtorno;

D. Modelo misto: neste modelo, tanto um gene principal como genes de papel
menor exerceriam sua funcdo na etiologia do transtorno. Haveria um gene principal
operando com um gradiente de influéncias poligénicas menores.

De acordo com Prescott & Gottesman (1993), todo modelo que busque explicar a
transmissdo da esquizofrenia deverd levar em consideragdo os seguintes achados:

1) a taxa de concordancia entre gémeos MZ ¢ de aproximadamente 50%;

2) o risco para parentes aumenta ou diminui dramaticamente de acordo com o grau de
parentesco;

3) o risco dos descendentes de dois pais afetados ¢ aproximadamente 50%;

4) a imensa maioria dos pacientes com esquizofrenia tem pais ndo-afetados;

5) parentes de pacientes com esquizofrenia tém risco aumentado para outros transtornos
relacionados ao seu espectro;

6) o risco para um individuo desenvolver esquizofrenia geralmente aumenta com a
gravidade do quadro em seus parentes, bem como com o maior nimero de parentes

afetados.
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Estes dados excluem o modelo de transmissdo de gene Uinico, mendeliano, para a
esquizofrenia. O modelo poligénico parece ser o mais adequado para a transmissao genética
desse transtorno, no qual varios genes de pequeno efeito atuariam em conjunto, provocando
a expressao de determinado caracter. Dessa forma, modelos quantitativos ou multifatoriais
de heranga foram elaborados pressupondo a existéncia de um trago latente referido como
“tendéncia”. Assim, todos os fatores genéticos e ambientais que influenciariam no
desenvolvimento do transtorno, o fariam através de seu efeito sobre a “tendéncia” do
individuo, e aqueles cuja “tendéncia” ultrapassasse um limiar exibiriam a enfermidade, os
que ndo ultrapassassem nao a exibiriam. Assim, o padrdo de heranga da esquizofrenia ¢
tipico de doenca complexa (como hipertensdo arterial sistémica), no qual ocorre a
participagdo de varios genes (modelo poligénico) interagindo com o componente ambiental

(Kinney & Matthysse, 1978; Mitchell et al., 1993).

1.2.2: Estudos genético-moleculares:

Uma vez confirmada a existéncia do componente genético como fator de
susceptibilidade para a esquizofrenia, estudos genético-moleculares comegaram a ser
realizados com o objetivo de identificar os genes envolvidos nesse processo, e verificar o

modo de sua participagdo.

1.2.2.1: Tipos de estudos genético-moleculares:
1.2.2.1.1: Estudos de ligacao (linkage):
Uma das estratégias para localizar um gene de importancia para o desenvolvimento

de certa doenca baseia-se no conceito de ligagdo genética, que se refere ao fato de que duas
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regides génicas (loci), situadas no mesmo cromossomo e muito proximas uma da outra,
tendem a ser herdadas conjuntamente (ligadas). Esse tipo de investigacdo, em geral,
necessita de familias grandes e com multiplos afetados. O primeiro relato positivo de
ligacdo de uma regido cromossomica (onde deve existir gene de susceptibilidade ao
transtorno) com marcadores moleculares ocorreu em 1988, quando Sherrigton et al.
detectaram em familias da Inglaterra e Islandia significativa evidéncia de ligacdo entre
esquizofrenia e uma regido do brago longo do cromossomo 5 (5q), contudo estudos
posteriores ndo reproduziram estes achados. Os estudos de ligacdo tém encontrado regides
cromossOmicas sugestivas de estarem relacionadas ao aumento de risco para o
desenvolvimento da esquizofrenia, porém ainda sujeitas & confirmagdo (Norton & Owen,

2004).

1.2.2.1.2: Estudos de associaciao:

Outro tipo de investigagdo molecular realizada ¢ o estudo de associagdo. Nesse tipo
de investigacdo, o pesquisador levanta a hipdtese de um determinado gene estar envolvido
na etiopatogenia do transtorno e, entdo, verifica se a freqiiéncia de uma determinada
variante génica (polimorfismo) ¢ significativamente diferente entre uma populacdo de
afetados e outra de ndo-afetados. Busca-se, portanto, determinar se hé associagdo entre a
condi¢do de afetado e aquele polimorfismo. Esse tipo de estratégia apresenta a vantagem de
possibilitar a deteccdo de genes que apresentam efeitos discretos ou moderados no
desenvolvimento de um determinado transtorno, o que a torna interessante no estudo de
transtornos poligénicos e multifatoriais, como a esquizofrenia. Além dos polimorfismos

pertencentes aos genes dos sistemas de neurotransmissao dopaminégico, serotoninérgico e
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noradrenérgico, nos ultimos anos, alguns genes novos tém sido identificados como
potenciais marcadores de susceptibilidade para esquizofrenia (Norton & Owen, 2004).

No que tange aos polimorfismos dos genes dos sistemas cerebrais de
neurotransmissdo, varios deles tém sido investigados desde o inicio dos estudos de
associagdo. Desses sistemas, o que vem recebendo maior ateng¢do ¢ o dopaminérgico, pelo
fato dos antipsicoticos, principalmente os de antiga geragdo, apresentarem como

mecanismo de a¢do o bloqueio de receptores de dopamina.

1.3: Sistema Dopaminérgico e Esquizofrenia

No que diz respeito a distribui¢do do sistema dopaminérgico no cérebro, ha quatro
principais vias de transmissdo, a saber, mesolimbicas, mesocorticais, nigroestriatais e
tubero-infundibulares. Além das diferencas anatomicas, ha também diferencas funcionais
entre as diversas vias dopaminérgicas, evidenciando a heterogeneidade de populacdes de
células nervosas cuja dopamina ¢ o neurotransmissor. Nessas células, cinco subtipos de
receptores dopaminérgicos (DRD1 a DRDS) foram identificados (Seeman et al., 1993). Os
genes humanos que codificam tais receptores foram localizados nas seguintes regides
cromossomicas: DRD1: 5q31.1; DRD2: 11g22.23; DRD3: 3q13.3; DRD4: 11p15.5; DRDS:
4pl6.1. Tais receptores sdo divididos em duas subfamilias distintas, a DRD1-like (DRD1 ¢
DRD?5), que exerce sua agdo intracelular ativando a adenil-ciclase, e a DRD2-like (DRD2,
DRD3 e DRD4) que inibe a adenil-ciclase e ativa os canais de K'. Além disso, a
organizagdo gendmica dos receptores dopaminérgicos também ddo suporte ao conceito que

eles derivam de duas familias distintas. Os genes do DRD1 e DRDS ndo contém introns nas
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suas regioes codificadoras, contrastando com os genes do DRD2 (6 introns), DRD3 (5
introns) e DRD4 (3 introns). A presenga de introns entre as regides codificadoras do gene
permite o aparecimento de variantes através de splicing. Assim, o DRD2 apresenta duas
variantes, chamados de DRD2S e DRD2L, que sao gerados por splicing alternativo de um
exon de 87 pares de bases entre os introns 4 € 5. Ambas as formas, no entanto, apresentam
o mesmo padrio de distribuicdo cerebral, revelando também uma mesma resposta
farmacolégica. Variantes por splicing do DRD3 também foram identificadas, porém nao

demonstraram alteracdes na fungao da proteina.

O sistema dopaminérgico apresenta um transportador localizado nos neurdnios pré-
sinapticos, que ¢ responsavel pela recaptura desse neurotransmissor para dentro do
neurdnio pré-sinaptico (Jaber et al., 1997). O gene dessa proteina esta localizado na posigao
S5pl5.3.

Quando da metabolizacdo da dopamina, a mesma ¢ ortometilada pela a¢do da
catecol-O-metiltransferase (COMT) e/ou desaminada por a¢do da monoamina-oxidase
(MAO). Humanos e outros mamiferos apresentam duas formas desta enzima, denominadas
MAO-A e MAO-B, e codificadas por genes localizados no braco curto do cromossomo X,
entre as regides pl11.23 e pl1.4. Estas apresentam estruturas semelhantes, composta por 15
exons, distribuidos em uma regido de 70 Kb (kilobase-pair) (Furlong et al., 1999). Esta
enzima promove a transferéncia do grupo metil do co-substrato S-adenosil-L-metionina,
para o grupo 3-hidroxi das catecolaminas, levando a inativagdo desses compostos.

A enzima COMT exerce sua fun¢ao através de duas formas estruturais, a soluvel (S-

COMT - codon 108), e a ligada a membrana (MB-COMT — cédon 158). Ambas sdo
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codificadas por um gene localizado na posi¢ao 22q11.21. Este gene é composto por seis
exons.

Recentemente, a hipdtese dopaminérgica da esquizofrenia vem passando por uma
reformulacdo. A hipotese dopaminérgica classica atribuia as alteragdes psicopatoldgicas da
esquizofrenia a um aumento da atividade dopaminérgica cerebral. No entanto, varios
autores passaram a propor que os sintomas negativos da esquizofrenia, na realidade,
ocorreriam como seqiliéncia de uma diminuigdo da atividade dopaminérgica (Heritch et al.,
1990; Davis et al., 1991). Desse modo, tem sido sugerido que os sintomas deficitarios da
esquizofrenia tenham relacdo com baixa atividade dopaminérgica nas regides cerebrais
mesocorticais, € que os sintomas positivos ocorreriam por conta de um aumento da
atividade dopaminérgica nas regides mesolimbicas (Davis et al., 1991), sendo, entdo, a
esquizofrenia um transtorno que apresenta um desbalanco funcional do sistema
dopaminérgico.

No entanto, evidéncias recentes sugerem que a origem da esquizofrenia ndo se
encontra necessariamente nessa desregulagdo dopaminérgica, mas sim tal fendmeno seria
na verdade uma via final de outros processos fisiopatoldgicos. Assim, um modelo plausivel
para o desenvolvimento da esquizofrenia coloca que tal transtorno seria conseqiiéncia da
interacdo entre componentes genéticos de susceptibilidade com fatores de risco ambientais
precoces que acometeriam precocemente o individuo, levando a alteragdes do
neurodesenvolvimento, o que futuramente levaria a uma desregulagdo do funcionamento
dopaminérgico. Acredita-se também que existiria um componente genético de
susceptibilidade para o aparecimento dessa disfun¢ao dopaminérgica futura.

A hipétese do neurodesenvolvimento na esquizofrenia explica a existéncia do

individuo predisposto ao quadro, porém ndo d4 conta de explicar como o transtorno inicia-
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se a partir dessa susceptibilidade. A resposta pode estar no impacto das alteracdes do
neurodesenvolvimento no funcionamento dopaminérgico (Di Forti, 2007).

Acredita-se que a desregulagdo dopaminérgica na esquizofrenia ocorre por conta de
um mecanismo de sensibilizagdo, no qual a exposi¢ao repetida a determinada droga, ou
neurotransmissor no caso em questdo, nao levaria ao aparecimento de tolerancia, mas sim
ao aparecimento de um fendmeno inverso com o aparecimento de aumento progressivo de
resposta neuroquimica e, por conseqiiéncia comportamental (Laruelle et al., 1996; Laruelle
& Abi-Dargham, 2000). Jensen et al. (2007) coloca que durante o final da adolescéncia,
periodo no qual a maior parte dos pacientes inicia o quadro de esquizofrenia, ocorreria uma
anormalidade do sistema dopaminérgico, com uma libera¢do exagerada de dopamina e fora
de sincronia com os estimulos tanto ambientais quanto internos responsaveis por essa
liberagdo. Trabalhos relizados com tomografia por emissdo de foton tnico (Single photon
emission computerized tomography — SPECT) e tomografia por emissdo de positrons
(positron emission tomography — PET) tém demonstrado que pacientes com esquizofrenia
liberam quantidades excessivas de dopamina em resposta a teste com anfetamina, havendo
ainda uma relacdo entre o grau de liberacdo e a presenca de sintomas psicoticos (Laruelle et
al., 1996; Breier et al., 1997).

A importancia da ocorréncia de fatores de risco ambientais precoces para o
aparecimento do fenomeno de sensibilizacio dopaminérgica na esquizofrenia tem sido
investigada em varios estudos. Trabalhos realizados com modelo animal tém mostrado que
cobaias submetidas a lesdes cerebrais perinatais desenvolvem sistemas dopaminérgicos
mais susceptiveis a esse tipo de desregulagdo dopaminérgica quando maduros. Lipska et al.
(1993) mostraram que lesdes hipocampais neonatais em ratos permanecem relativamente

assintomaticas durante sua vida adulta até os mesmos serem submetidos so uso de
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anfetamina e a situagdes de estresse, quando aparece entdo o fendomeno de
hiperresponsividade dopaminérgica. El-Khodor & Boksa (2000; 2001) t€ém mostrado que
lesdes cerebrais provocadas por andxia, durante parto cesariana em ratos, leva a alteragdes
na transmissdo dopaminérgica mesocorticolimbica com aumento na resposta
comportamental a anfetamina e ao estresse.

Kapucu et al. (1998), em estudo com SPECT com criangas vitimas de isquemia
cerebral, mostraram que diminui¢do de receptores DRD2. Tal fendmeno pode ser similar na
situagdo da poda neuronal (neural pruning) que ocorre no final da adolescéncia, mesma
época em que ocorre o aparecimento da esquizofrenia. Desse modo, Laruelle e Abi-
Dargham (2000) postularam que durante o final da adolescéncia, a falha no
desenvolvimento cortical dos pacientes com esquizofrenia poderia limitar a capacidade do
cérebro de lidar com situagdes de estresse. Assim, essa falha do funcionamento cerebral
normal levaria a um processo de sensibilizacdo enddgena, sendo que o aumento da
atividade dopaminérgica levaria a uma adaptacdo neuropléstica. Ocorreria, entdo, um
aumento da liberagdo de dopamina, aumento de receptores dopaminérgicos e de sua
afinidade a ligagdo com o neurotransmissor em 4areas cerebrais relacionadas aos sintomas
psicoticos (Nordstrom et al., 1995; Laruelle & Abi-Dargham, 2000; Seeman, 2002).
Substratos anatomicos para a eficacia dos antipsicOticos antagonistas dopaminégicos
DRD?2, incluindo alucinag¢des auditivas, foram investigados em tecidos obtidos em estudo
post-mortem de pacientes esquizofrénicos (Goldsmith et al., 1997). Havia uma freqiiéncia
maior de receptores DRD2 nas areas corticais auditivas, da fala e auditdrio-visuais, que
deveria ter relacdo tanto com a doenga, como com o uso de antipsicoticos, que também
podem levar ao fenomeno de sensibilizagdo dopaminérgica, o que explicaria a razdo de

antipsicéticos perderem sua eficacia com o passar do tempo em determinados pacientes.
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Do mesmo modo em que hd evidéncias de uma hiperestimulacdo de receptores
cerebrais dopaminérgicos, principalmente DRD2, em regides subcorticais, estando
relacionada aos sintomas psicoticos, ha também estudos mostrando uma diminui¢do da
atividade cerebral dopaminérgica em regides corticais, que estariam relacionadas aos
sintomas negativos do transtorno, como isolamento social, abulia, déficits cognitivos. O
estudo da expressao cerebral de receptores dopaminérgicos mostra diminuicdo de DRD3 e
DRD4 na regido do cortex pré-frontal. Aparentemente, essa redugdo deve estar relacionada
com a presen¢a do transtorno € ndo com o uso de antipsicéticos. Tal regido cerebral deve
apresentar uma hipoatividade dopaminérgica, podendo estar relacionada com a presenga
dos sintomas deficitarios da esquizofrenia. Os receptores DRD3 apresentam uma expressao
cerebral quase que exclusiva em 4éreas limbicas associadas a fungdes cognitivas e
motivagdo. Estudo com DRD3 mostrou dimimuicao da expressao génica do DRD3 mostrou
diminuicdo em linfocitos de pacientes com esquizofrenia (Vogel et al., 2004). Os
receptores dopaminérgicos DRD1 também devem estar relacionados com alteragdes no
desempenho cognitivo de pacientes com esquizofrenia, devido a alteracdes na atividade
dopaminérgica.

White et al. (1976) demonstraram, em estudo conduzido com hemacias, aumento da
atividade da COMT em pacientes com esquizofrenia. Desse momento em diante, varios
trabalhos t€ém mostrado associacdo entre alteracdes da atividade de tal enzima e
esquizofrenia, o que levaria a uma diminui¢do da funcdo dopaminérgica cerebral desses
pacientes. Alteracdes da COMT afetam a funcdo do cortex pré-frontal, bem como de areas
cerebrais associativas, modulando fun¢des cognitivas como memdria de trabalho e fungdes
executivas, bem como processos emocionais (Tunbridge et al., 2006). Mais recentemente,

estudos com polimorfismos genéticos funcionais da COMT tém mostrado associagdo entre
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esquizofrenia e variantes genéticas que levam a sua menor atividade enzimatica (Chen et
al., 2004).

Por conta das alteragcdes na fung¢do dopaminérgica que vém sendo descritas em
pacientes com esquizofrenia, variantes génicas relacionadas a tal sistema podem estar
relacionados como fator de risco para o aparecimento de tal transtorno.

Abaixo, encontram-se os resultados de estudos de associacdo entre esquizofrenia e

polimorfismos do sistema dopaminérgico que serdo investigados no presente trabalho.

1.3.1: Estudos de associaciio entre genes do sistema dopaminérgico e esquizofrenia:

I) Polimorfismos do gene do Receptor Dopaminérgico subtipo 2 (DRD2)

a) Polimorfismo Tagl A do DRD2 — rs1800497

O gene que codifica o DRD2 (DRD2) foi mapeado por Grandy (1989) no cromossomo
11 (posigdo: 11g22-23), sendo sua seqiiéncia codificadora interrompida por 6 introns
(Noble, 2000), originando uma proteina que apresenta 7 dominios transmembranicos. Um
dos polimorfismos do gene do DRD2 mais estudados ¢ o “polimorfismo de comprimento
dos fragmentos de restri¢ao” (RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism) Taqgl A,
que esta localizado a 10Kb da posi¢do 3 do gene (Reference Single Nucleotide
Polymorphism — refSNP ID — rs: rs1800497).

O primeiro trabalho sugerindo associacdo entre o DRD2 e esquizofrenia foi publicado
por St Clair et al. (1990), identificando a regido cromossomica 11g21-22 como de interesse
para a pesquisa em individuos com transtorno psiquiatricos (regido onde se localiza o
DRD2). Em investigagdo com populagdo coreana, Lee et al. (1995) encontraram associagao

entre o alelo Al e esquizofrenia, quando comparado ao grupo controle. No entanto, outros
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estudos ndo confirmaram tal associacdo (Comings et al., 1991; Nothen et al., 1993;
Campion et al., 1993; Sanders et al., 1993; Gejman et al., 1994; Dollfus et al., 1996;
Jonsson et al., 1996; Chen et al., 1997a; Suzuki et al., 2000; Virgos et al., 2001).

Em contrapartida, em estudo envolvendo abordagens metodoldgicas distintas, como
caso-controle, ligacdo e distor¢do de transmissao alélica (estudo com trios), Dubertret et al.
(2001) encontraram uma relagdo entre esquizofrenia e o alelo oposto (A2). No entanto, no
mesmo estudo, uma meta-analise, utilizando os sete estudos descritos previamente,
encontrou associacdo entre o alelo Al e esquizofrenia. Em outro estudo, Dubertret et al.
(2004) encontraram reducdo na transmissdo alélica do alelo Al para os pacientes com
esquizofrenia, corroborando também o achado de Golimbet et al. (2003). Achado similar
também foi encontrado por Blum et al. (1997) com comportamneto esquizo/evitativo.

Golimbet et al. (1998), em estudo de associag@o, detectaram relagdo positiva entre a
presenga do gendtipo A2/A2 e esquizofrenia. Em um estudo de seguimento, utilizando uma
populagdo maior, Golimbet et al. (2001) encontraram uma associacdo estatisticamente
ainda mais significante entre o gendtipo A2/A2 e gravidade do quadro clinico de
esquizofrenia. No entanto, Suzuki et al. (2000) ndo detectaram essa associa¢do ao estudar
tal polimorfismo e gravidade dos sintomas.

Na regido cromossomica onde esta localizado o DRD2, foi relatado resultado positivo
de ligacdo com esquizofrenia em recente meta-analise (Lewis et al., 2003).

Assim, os resultados dos estudos conduzidos até o momento, apesar de inconclusivos, e
até mesmo contraditorios em seus resultados, tém apontado o polimorfismo Tagl A do
DRD2 como sendo de interesse para estudos genéticos em esquizofrenia.

O polimorfismo Taql A do gene do DRD2 foi um dos primeiros a serem investigados

como fator de risco para varios transtornos mentais. No entanto, de maneira interessante,
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um novo gene foi mapeado na regido onde se localiza tal polimorfismo, que codifica a
proteina “ankyrin repeat and kinase domain containing 1” (ANKK1) (Neville et al., 2004).
A ANKKI1 ¢ uma proteina-quinase, provavelmente exercendo sua acdo ligando-se a
adenosina 5’-trifosfato (ATP), catalisando a transferéncia de um grupo fosfato dessa
molécula para uma outra, liberando energia. Descobriu-se, que o polimorfismo RFLP do
DRD2, na realidade leva a substitui¢ado Glu713Lys (C/T) no exon 8 do gene da ANKKI.
Por conta disso, pode-se ter uma explicagcdo alternativa aos resultados positivos de
associag¢do encontrados entre tal polimorfismo e alguns transtornos psiquiatricos, podendo
identificar na verdade o gene da ANKK1 como relacionado a etiopatogenia desses quadros.
Além disso, tal polimorfismo pode estar em desequilibrio de ligagdo com outra variante
génica do DRD2 que pode estar relacionado como fator de risco para esquizofrenia.

Neste ano, Parsons et al. (2007) encontraram menor prevaléncia do alelo Al do
polimorfismo Tagl A na populacdo de pacientes com esquizofrenia (0,13) quando

comparada com controles (0,23).

- Alelos do Polimorfismo Taql A do DRD2 — rs1800497:
Alelo A1 (T: Lys) = 5'-gctgggcegectgect T gaccageacttt-3'

Alelo A2 (C: Glu) = 5'-gctgggcgectgect C gaccageacttt-3'

b) Polimorfismo -141C Ins/Del do DRD2 — rs1799732
O polimorfismo -141C (Ins/Del) corresponde a uma variante genética caracterizada pela
presenca (Insertion: Ins) ou auséncia (Deletion: Del) da base nitrogenada citosina (C) na

posicdo 141 da regido promotora do DRD2.
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Tal polimorfismo ¢ funcional, alterando a expressdao génica em trabalho in vitro. A
dele¢do do nucleotidio causado pelo alelo Del reduz a transcri¢do do gene em uma taxa
média de 68% (Arinami et al., 1997).

O primeiro trabalho realizado com o polimorfismo -141C Ins/Del do gene do DRD2
(rs1799732) e esquizofrenia foi realizado por Arinami et al. (1997), que encontrou
associagdo do alelo -141C Ins e susceptibilidade ao desenvolvimento do transtorno. Alguns
estudos que se seguiram também mostraram associagao entre esquizofrenia e o alelo -141C
Ins (Ohara et al., 1998; Jonsson et al., 1999; Schindler et al., 2002). No entanto, Breen et
al. (1999) encontrou associagdo com o alelo oposto. Tais resultados opostos podem se
dever ao fato da freqiiéncia alélica de tal polimorfismo variar entre diferentes grupos
étnicos.

Outros estudos falharam em encontrar associagao entre tal polimorfismo e esquizofrenia
(Sanders et al., 1993; Gejman et al., 1994; Jonsson et al., 1996; Li et al., 1998; Stober et al.,
1998; Tallerico et al., 1999; Suzuki et al., 2000; Hori et al., 2001; Kampman et al., 2003;
Parsons et al., 2007).

Meta-analise publicada em 2004 por Glatt et al., por sua vez, ndo encontrou associa¢ao

entre o polimorfismo -141C (Ins/Del) e esquizofrenia.

- Alelos do Polimorfismo -141C Ins/Del do DRD2 — rs1799732:
Alelo Del: 5'-tcctaccegttC.....Aggccgggga-3'

Alelo Ins: 5'-tcctaccegttC C Aggecgggga-3'
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IT) Polimorfismo do Receptor Dopaminérgico subtipo 3 (DRD3)

a) Polimorfismo Ser9Gly do DRD3 - rs6280

Sokoloff et al. (1990) descobriram que o gene do DRD3 (DRD3) apresenta 3 introns
entre suas regides codificadoras. Le Coniat et al. (1991) localizaram esse gene no
cromossomo 3 (regido: 3q13.3), sendo que o DRD3 difere do DRD2 por ser, além de um
receptor poOs-sindptico, também um auto-receptor. Na presente tese sera estudado o
polimorfismo Ser9Gly, que estd localizado no exon 1 do gene (uma mudanga nucleotidica
de adenina (A) por guanina (G) no DRD3 resulta em uma substituicdo de aminoacidos
(serina por glicina) na posi¢do 9 da proteina). Essa mudanga de aminoacido pode alterar sua
inser¢do na membrana neuronal, o que poderia provocar uma alteragdo funcional (Lannfelt
et al., 1992). Em um trabalho in vitro, células expressando apenas receptores contendo o
aminodcido glicina tinham maior afinidade a dopamina que aquelas células expressando o
aminoacido serina (Lundstrom & Turpin, 1996). No entanto, apesar de tais achados, ndo ha
consenso acerca da funcionalidade de tal polimorfismo.

O interesse no estudo do DRD3 passou a ocorrer, pelo fato dele estar envolvido nos
mecanismos de acdo dos antipsicoticos, evidenciando seu possivel papel na patofisiologia
da esquizofrenia (Sokoloff et al., 1990). Estudos “in vivo” em cobaias mostraram que o uso
de antipsicoticos, tanto classicos como de nova geracao, elevam os niveis intraneuronais de
mRNA do DRD3 (Buckland et al., 1993; Sokoloff et al., 1992).

O primeiro estudo envolvendo o polimorfismo Ser9Gly no DRD3 mostrou um
excesso de homozigose (alelos iguais), tanto de serina como de glicina, nos pacientes com
esquizofrenia quando comparados com controles normais (p=0,0001), em uma populacao
de caucasianos da Franca e Pais de Gales (Crocq et al., 1992). Estudos posteriores

realizados em populagdes caucasianas e miscigenadas (Nimgaonkar et al., 1993; Nothen et
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al., 1993; Jonsson et al., 1993; Di Bella et al., 1994; Laurent et al., 1994; Mant et al., 1994;
Gaitonde et al., 1996; Nimgoankar et al., 1996; Durany et al., 1996; Hawi et al., 1998;
Cordeiro et al., 2001) e asiaticas (Nanko et al., 1993; Yang et al., 1993; Saha et al., 1994;
Ohara et al., 1996; Chen et al., 1997b; Prasad et al., 1999) tentaram replicar esse achado,
porém sem sucesso.

Por outro lado, Shaikh et al. (1996) e Spurlock et al. (1998), em estudo
multicéntrico europeu (European Multicentre Association Study of Schizophrenia),
encontraram associacao entre o polimorfismo genético em questdo e esquizofrenia. Além
disso, trés estudos de meta-analise também demonstraram essa associacdo (Shaikh et al.,
1996; Williams et al., 1998; Dubertret et al., 1998).

Alguns estudos tém encontrado associagdes entre o polimorfismo Ser9Gly em
algumas populagdes especificas de esquizofrénicos. Nimgoankar et al. (1993)
demonstraram associagdo entre esquizofrenia em pacientes com histéria familiar desse
transtorno e homozigose genotipica Ser/Ser. Associagdes entre essa mesma homozigose
foram feitas também com pacientes esquizofrénicos que faziam uso de drogas (Krebs et al.,
1998), que desenvolveram discinesia tardia (Steen et al., 1997; Basile et al., 1999; Segman
et al., 1999; Segman et al., 2000), e que apresentavam acatisia quando do uso de
antipsicoticos classicos (Eichhammer et al., 2000).

Recente meta-analise realizada com todos os estudos de associagdo conduzidos até
entdo, realizada por Jonsson et al. (2003), estudou 8.761 individuos e encontrou excesso de
homozigose entre os pacientes com esquizofrenia. Porém, no ano seguinte, o mesmo grupo
refez a meta-analise acrescentando outros quatro trabalhos publicados (Anney et al., 2002;

Morimoto et al., 2002; Ventriglia et al., 2002; Kaiser et al., 2002), aumentando a amostra
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analisada para mais de 11.000 individuos, ndo encontrando mais o achado anterior (Jonsson
et al., 2004).

Apbés tal meta-andlise, novos estudos seguiram-se, mostrando achados
inconsistentes, com resultados positivos (Talkowski et al., 2006; Dominguez et al., 2007) ¢

negativos (Liou et al., 2004; Hoogendoorn et al., 2005; Lorenzo et al., 2007).

- Alelos do Polimorfismo Ser9Gly do DRD3 — rs6280:
Alelo A (Ser): 5'-cagctgagt A gccacctgaacta-3'

Alelo G (Gly): 5'-cagctgagt G gecacctgaacta-3'

IIT) Polimorfismos do gene da Proteina Transportadora de Dopamina (DAT1:
Solute Carrier Family 6, member 3: SLC6A3)

a) Polimorfismo VNTR da regido 3" nao-codificadora do SLC6A3

Giros et al. (1992) mapearam o gene do DAT1 no cromossomo 5 (posi¢do: 5pl15.3) e
identificaram a presen¢a de um polimorfismo VNTR (variable number of tandem repeats:
nimero variavel de repeticdes seqiienciais), que varia entre 3 e 11 repeticdes de uma
seqiiéncia de 40 pares de base do DNA, localizado no exon 15 do gene do DATI (Figura
1).

O DATI desempenha um importante papel na regulagdo dos niveis sinapticos de
dopamina, mediando a recaptura desse neurotransmissor para dentro do neuronio pré-
sinaptico (Jaber et al., 1997). Dois estudos post-mortem mostraram diminuicdo da
densidade estriatal de DAT1 em cérebros de pacientes esquizofrénicos cronicos (Knable et
al., 1994; Laakso et al., 2001). Estudo com PET encontrou menor densidade de DAT1 em

regides dos ganglios da base de pacientes esquizofrénicos cronicos, mais especificamente
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no terco médio do putdmen, o que pode sugerir uma diminui¢cdo na expressdo do gene do
DATI1 (SLC6A3) nesses pacientes (Chinaglia et al., 1992).

Estudos de ligagdo em familias norte-americanas (Byerley et al. 1993a, b), italianas
(Persico et al., 1995), francesas (Bodeau-Pean et al., 1995), alemas (Maier et al., 1996) ¢
indianas (Semwal et al., 2001) ndao conseguiram demonstrar relagdo entre esse
polimorfismo VNTR e esquizofrenia. A maior parte dos estudos de associagdo também ndo
demonstrou relagdo entre esse polimorfismo do SLC6A3 e esquizofrenia (Li et al., 1994;
Daniels et al., 1995; Maier et al., 1996; Inada et al., 1996; Joober et al., 2000; Georgieva et
al., 2002; Hauser et al., 2002; Semwal et al., 2002; Cordeiro et al., 2004; Jeong et al.,
2004). No entanto, Persico e Macciardi (1997) relataram maior presenca dos genotipos
homozigotos 9/10 e 10/10 no grupo de esquizofrénicos quando comparados aos controles,
bem como uma redugdo do genotipo heterozigoto 9/10.

Meta-analise realizada por Gamma et al. (2005) ndo mostraram associa¢do entre tal

polimorfismo VNTR do SLC6A3 e esquizofrenia.

- Alelos do Polimorfismo VNTR da regido 3" ndo-codificadora do SLC6A3:
* Alelo 4: 4 repeticdes em tandem de uma seqiiéncia de 48 pb

* Alelo 5: 5 repeticdes em tandem de uma seqiiéncia de 48 pb

* Alelo 6: 6 repeticdes em tandem de uma seqiiéncia de 48 pb

* Alelo 7: 7 repeticdes em tandem de uma seqiiéncia de 48 pb

* Alelo 8: 8 repeticdes em tandem de uma seqiiéncia de 48 pb

* Alelo 9: 9 repeticdes em tandem de uma seqiiéncia de 48 pb

* Alelo 10: 10 repeticdes em tandem de uma seqiiéncia de 48 pb

* Alelo 11: 11 repeticdes em tandem de uma seqiiéncia de 48 pb
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b) Polimorfismo A1343G do gene do SLC6A3 — rs6347

Estudo analisando variagdes genéticas do SLC6A3 identificou o SNP rs6347, no

qual ocorre a substituicdo A1343G, localizado no exon 9 (Greenwood et al., 2002). Tal

polimorfismo ¢ sindnimo, ndo havendo mudanga de aminoacido na proteina (Ser/Ser). Até

onde se sabe, o estudo de tal polimorfismo ¢ inédito na investigagdo de susceptibilidade

genética a esquizofrenia.

- Alelos do Polimorfismo A1343G do gene do SLC6A3 —rs6347:
Alelo G (Ser) = 5'-cacgctccctctgtc CTC G G cctgggecgtggte-3'

Alelo A (Ser) = 5'-cacgctecctetgtc CTC A G cetgggecegtggte-3'

156347
3'VNTR

123 4 56 78 9101112 1314 15 *

Figura 1 - Representagdo estrutural do SLC6A3, mostrando os polimorfismos rs6347 no

exon 9 e VNTR localizado na regido 3’ndo codificadora
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IV) Polimorfismo do gene da Catecol-O-Metiltransferase (COMT)

a) Polimorfismo A/G da regido niao-codificadora do COMT — rs165599

Uma vez liberada na fenda sinaptica, a dopamina pode ter um dos seguintes
destinos: (1) ligacdo aos seus receptores especificos, através dos quais exerce seus efeitos
fisiologicos, (2) recaptagdo pelas proprias terminagdes nervosas sindpticas, através do
transportador de dopamina, para sua estocagem, reutilizagdo ou metabolizagdo ou (3)
inativagdo, sendo ortometiladas pela a¢do da catecol-O-metiltransferase (COMT) e/ou
desaminadas por acdo da monoamina-oxidase (MAO) (Aires, 1999). A COMT promove a
transferéncia do grupo metil do co-substrato S-adenosil-L-metionina, para o grupo 3-
hidroxi das catecolaminas, levando a inativagdo desses compostos.

Tanto a forma soltvel (S-COMT — co6don 108), quanto a forma ligada & membrana
(MB-COMT - cbédon 158), sdo codificadas por um gene localizado na regido
cromossomoica 22ql1. A forma soluvel (S-COMT) apresenta 221 aminoacidos, enquanto
que a ligada a membrana (MB-COMT) contém 50 aminoacidos adicionais (Mannisto et al.,
1999).

Viérios polimorfismos do COMT vém sendo investigados como fatores de risco para
o desenvolvimento de SCZ.

O polimorfismo rs165599 (A/G), localizado na regido 3" ndo-codificadora do
COMT, proximo ao exon 1, foi investigado pela primeira vez como fator de
susceptibilidade para esquizofrenia por Shifman et al. (2002), mostrando associag@o entre o
alelo G e o transtorno. Bray et al. (2003), em estudo postmortem, mostraram que o
polimorfismo rs165599 altera a expressdo do COMT, sendo que o alelo G, relacionado
como fator de risco para esquizofrenia no estudo de Shifman et al. (2002), leva a uma

diminui¢do dessa expressao.
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No entanto, estudos que se seguiram a investigacdo inicial de associagdo do
polimorfismo 15165599 e esquizofrenia tém encontrado resultados conflitantes, com
achados tanto positivos (Chen et al., 2004; Handoko et al., 2005; Funke et al., 2005;
Nicodemus et al., 2007) quanto negativos (Sand et al., 2004; Molero et al., 2007; Yu et al.,
2007; Nunokawa et al., 2007). Além disso, vale ressaltar que estudo com resultados
positivos de Chen et al., (2004) encontrou associa¢do entre o alelo oposto (A) do
polimorfismo do COMT e esquizofrenia, alelo que estd relacionado com alta atividade

enzimatica.

- Alelos do Polimorfismo A/G da regido nao-codificadora do COMT —rs165599:
Alelo A = 5'-gccccatggggacgactgee A gectgggaaacgaagaggag-3'

Alelo G = 5'-gccccatggggacgactgee G gectgggaaacgaagaggag-3'

- HHH—

Exon: 1 2 3 45 6
U S-COMT )
\ MB-COMT ,

Figura 2 - Representacao esquematica do gene COMT. MB-COMT: COMT ligada

a membrana; S-COMT: COMT na forma solavel
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2. JUSTIFICATIVA

2.1. Justificativa Geral:

A considerag¢do conjunta dos estudos epidemioldgicos permite afirmar a existéncia
de uma vulnerabilidade genética para o desenvolvimento da esquizofrenia, sendo seu
padrio de transmissdo caracteristico de doenga complexa, ou seja, poligénica ¢
multifatorial. Esses dados sustentam a pertinéncia cientifica da realizacdo de estudos
genético-moleculares na area. Os genes relacionados ao sistema dopaminérgico confirmam-
se como candidatos para estudos de susceptibilidade para esquizofrenia, existindo
justificativas para tanto. Os receptores dopaminérgicos sdo sitios de acdo de antipsicoticos,
tanto dos tipicos, como de muitos atipicos. Anfetaminas e cocaina tendem a provocar
exacerbagdo de sintomas psicoticos em individuos susceptiveis, através de sua acdo
bloqueando a recaptura de dopamina (Goodwin & Jamison, 1990). A agdo da L-DOPA tem
sido implicada no aparecimento de sintomas psicoticos, pelo fato de disponibilizar
dopamina na fenda sinaptica (Murphy et al., 1971). Estudos bioquimicos e de neuroimagem
funcional tém demonstrado a existéncia de um desbalanco na atividade dopaminérgica
cerebral em individuos com esquizofrenia, ocorrendo uma hiperatividade em regides
responsaveis pelo aparecimento de sintomas psicéticos, ¢ uma hipoatividade em regides

relacionadas a presenga de sintomas deficitarios (Andreasen, 2001).
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2.2. Justificativa Especifica:

Além das justificativas ja expostas, quando do inicio da realizagdo desta tese, ndo
havia trabalhos realizados na area de genética do sistema dopaminérgico e esquizofrenia
com a populagdo brasileira. Por meio dos nossos resultados, buscaremos contribuir para
uma melhor compreensdo dos achados encontrados na literatura em estudos de associagdo e
esquizofrenia, utilizando os polimorfismos do sistema dopaminérgico em questio. Por fim,
apresentamos nesta tese a investigacdo de um novo polimorfismo em estudos com

esquizofrenia.
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3. OBJETIVOS
Esta tese tem como objetivo investigar a associagdo entre os seguintes
polimorfismos do sistema dopaminérgico e esquizofrenia em uma populagdo

brasileira, em um estudo do tipo caso-controle:

1- Polimorfismo Tagl A do gene do DRD2 (rs1800497);

2- Polimorfismo -141C (Ins/Del) do DRD2 (rs1799732);

3- Polimorfismo Ser-9-Gly do DRD3 (rs6280);

4- Polimorfismo VNTR da regido 3" ndo codificadora do SLC6A3;
5- Polimorfismo A1343G do gene do SLC6A3 (rs6347);

6- Polimorfismo A/G da regido 3" ndo codificadora do COMT (165599).
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4. HIPOTESE

HO: Nao ha diferenga entre a distribui¢do das variantes dos genes estudados entre
os grupos estudados (pacientes e controles). A hipodtese nula a ser testada é o risco
de um individuo apresentar a caracteristica (esquizofrenia) independente do
marcador (polimorfismo genético).

H1: Existem diferencas estatisticamente significantes na distribuicdo dessas

variantes genéticas entre os grupos.
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5. MATERIAL E METODOS

Amostras

Foi selecionada uma amostra de 245 pacientes com diagndstico de
esquizofrenia e 834 controles para o estudo desta tese. Todo individuo (paciente ou
controle) que foi incluido neste trabalho assinou termo de consentimento pOs-
informado. O projeto deste Doutorado foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina

da Universidade de Sao Paulo (CAPPesq) (Anexo 2).

A) Casos:

Foram selecionados 245 pacientes com diagndstico de esquizofrenia para o
presente trabalho, de acordo com os critérios do DSM-IV (American Psychiatric
Association, 1994) (Anexo 3). Todos os individuos foram provenientes das
enfermarias e ambulatdrios do Instituto de Psiquiatria do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP). Os
prontuarios médicos desses pacientes eram consultados e, em caso de diagnostico
de esquizofrenia, os pacientes eram recrutados para avaliacdo através de entrevista
aberta com o objetivo de completar e confirmar as informacdes obtidas em
prontudrios. Dois psiquiatras entrevistavam cada paciente e formulavam sua
hipdtese diagndstica, sendo que, em caso de qualquer divida ou discordancia

quanto ao diagndstico de esquizofrenia, o paciente ndo era admitido no trabalho.
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B) Controles:

Os 834 controles utilizados fazem parte do Banco de DNA do Programa de
Genética e Farmacogenética do Instituto de Psiquiatria do HC-FMUSP (PROGENE), tendo
sido recrutados no Banco de Sangue do HC-FMUSP. Nesta unidade do HC-FMUSP, todos
os doadores de sangue, sempre voluntarios, sdo submetidos a um questionario aplicado por
uma enfermeira da equipe, investigando, dentre outras condi¢des clinicas, o uso de
substancias psicoativas ¢ de medicamentos psiquiatricos. Durante a coleta, uma curta
entrevista nao-padronizada foi realizada por um psiquiatra, investigando algum possivel
transtorno mental atual ou durante a historia de vida do individuo, focando de maneira
especial em transtornos psicoticos (Messas, 2001). Esses controles tém sido utilizados em
varios estudos do tipo associagdo realizados pelo PROGENE. Este projeto foi formalmente
submetido a dire¢do do Banco de Sangue, que consentiu com sua realizagdo das entrevistas

e coletas em suas dependéncias.

Analise Laboratorial

O trabalho laboratorial contou com as seguintes etapas:

a) Extracdo do acido desoxirribonucléico (DNA):

Cerca de 20 ml de sangue venoso periférico foram coletados, por puncdao venocubital,
em tubos com o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Apos a coleta,
os tubos foram devidamente armazenados a -4°C até o momento da extragdo. O DNA
gendmico foi extraido utilizando-se duas técnicas laboratoriais: a) técnica de fenol-
cloroférmio; b) técnica de salting out (Miller et al., 1988) (Anexo 4). No inicio das coletas,

a técnica de fenol-cloroféormio era a padronizada no PROGENE, porém, no decorrer dessa

56



tese, a mesma foi substituida pela de salting out, para a qual o aluno racebeu treinamento.
Apbés a extragcdo de DNA, a concentracdo obtida era mensurada por leitura em

espectrofotometro Gene Quant (Pharmacia Biotech).

b) Detecgdo de Fragmentos Polimorficos de DNA:

Todos as seqiiéncias dos oligonucleotideos (primers) utilizados nesta tese foram
confirmadas (Grafico 1) no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).
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Figura 3 - Exemplos de BLAST



- Genotipagens dos Polimorfismos Realizadas no PROGENE

1. Genotipagem do polimorfismo TaglA do DRD2

A andlise deste polimorfismo foi realizada por meio de amplificagdo pela técnica de
reag¢do de polimeriza¢do em cadeia (polymerase chain reaction: PCR) (Anexo 5), seguida
de digestao do produto amplificado com enzimas de restrigao.

A reacdo de amplificagdo foi realizada utilizando-se: 20ng de DNA gendmico, 1,5mM
MgCl,, S0mM KCl, 10mM Tris-HCI (pH=8,0), 10 pmol de cada oligonucleotideo (Grandy
et. al., 1993), 200uM de cada deoxinucleotideo trifosfato e 0,5U Taq DNA polimerase.

A amplificacdo foi realizada em termociclador Peltier Thermal Cycler — 200 (MJ
Research) utilizando-se as seguintes condig¢des: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos para a
denaturagdo inicial do material genémico, 40 ciclos de 95°C por 1 minuto, 56°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto para a amplificagdo do segmento génico de interesse ¢ 1 ciclo
de 72°C por 10 minutos para a extensdo final do fragmento. O produto resultante da
amplificacdo foi digerido com a enzima de restricdo Tagl A conforme instru¢des do
fabricante. Apds digestdo, o produto obtido foi analisado em gel de agarose 2% corado com
brometo de etideo. Os tamanhos dos fragmentos gerados foram:

* Alelo 1: 310pb

« Alelo 2: 130pb + 180pb
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Figura 4 - Representagdo esquematica do polimorfismo do gene DRD2 apds
amplificacdo e digestdo com a enzima TaglAl. Alelo 1: 310pb; Alelo 2: 130pb +

180pb

2. Genotipagem do polimorfismo Ser9Gly do gene DRD3

A andlise deste polimorfismo foi realizada por meio de amplificagdo pela técnica de
PCR, seguida de digestao do produto amplificado com enzimas de restrigao.

A reagdo de amplificacdo foi realizada utilizando-se: 20ng de DNA gendmico, 1,5mM
MgCl,, 50mM KCI, 10mM Tris-HCl (pH=8,0), 10 pmol de cada oligonucleotideo
(Lannfelt et al., 1992), 200uM de cada deoxinucleotideo trifosfato ¢ 0,5U Taq DNA
polimerase.

A amplificacdo foi realizada em termociclador Peltier Thermal Cycler — 200 (MJ
Research) utilizando-se as seguintes condigdes: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos para a
denaturagdo inicial do material genomico, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56°C por 40
segundos, 72°C por 40 segundos para a amplificagdo do segmento génico de interesse e 1
ciclo de 72°C por 10 minutos para a extensdo final do fragmento. O produto resultante da

amplificacdo foi digerido com a enzima de restricdio Mscl conforme instru¢des do
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fabricante. Apds digestao, o produto obtido foi analisado em gel de agarose 2% corado com
brometo de etideo. Os tamanhos dos fragmentos gerados foram:
* Alelo 1 (Gly): 206pb + 111pb + 98pb + 47pb

* Alelo 2 (Ser): 304pb + 111pb + 47pb

11 12 22

304pb
[ I

206pb

T |
111pb

Y | O | s
98pb

T |
47pb

[ e R

Figura 5 - Representagdo esquematica do polimorfismo Ser9Gly do gene do DRD3. Alelo

1: 206pb + 111pb + 98pb + 47pb; Alelo 2: 304pb + 111pb + 47pb

3. Genotipagem do polimorfismo do tipo VNTR na regido 3’ nio-codificadora do
SLC6A3

A amplificacdo do polimorfismo da regido 3’ nao codificadora do gene DAT1 foi
realizada pela técnica de PCR utilizando-se: 20ng de DNA genomico, 1,5mM MgCl,,
50mM KCI1, 10mM Tris-HCI (pH=8,0), 10 pmol de cada oligonucleotideo (Gill et al.,

1997), 200uM de cada deoxinucleotideo trifosfato e 0,5U Taq DNA polimerase.
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A amplificagdo foi realizada em termociclador Peltier Thermal Cycler — 200 (MJ
Research) utilizando-se as seguintes condig¢des: 1 ciclo de 95°C por 3 minutos para a
denaturagdo inicial do material gendmico, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 58°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos para os ciclos de denaturagdo, hibridagdo e extensdo do
segmento génico de interesse, € mais 1 ciclo de 72°C por 7 minutos para a extensdo final do
fragmento. Apos amplificagdo, os segmentos foram analisados em gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo. Os alelos para o polimorfismo da regido 3’ nao codificadora
foram classificados de acordo com o tamanho dos fragmentos obtidos que sdo
correspondentes ao niumero de repeti¢des:

* Alelo 4: 192pb (4 repetigdes)

* Alelo 5: 240pb (5 repetigodes)

* Alelo 6: 288pb (6 repetigoes)

* Alelo 7: 336pb (7 repetigdes)

* Alelo 8: 384pb (8 repetigodes)

* Alelo 9: 432pb (9 repetigodes)

* Alelo 10: 480pb (10 repetigdes)

* Alelo 11: 528pb (11 repetigdes)
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Tamanho

9-7

9-8

9-9

9-10

10-4

10-5

10-6
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520pb
(1n

480pb
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440pb (9)

400pb (8)

360pb (7)

320pb (6)

280pb (5)

240pb (4)

Figura 6 - Representacdo esquemadtica do polimorfismo VNTR do gene do

SLC6A3
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4. Genotipagem do polimorfismo A1343G do SLC6A3

A andlise deste polimorfismo foi realizada por meio de amplificagdo pela técnica de
PCR, seguida de digestdo do produto amplificado com enzimas de restri¢ao.

A reagdo de amplificagdo foi realizada utilizando-se: 20ng de DNA gendmico, 1,5mM
MgCl,, 5S0mM KCI, 10mM Tris-HCI (pH=8,0), 10 pmol de cada oligonucleotideo (Baar et
al., 2001), 200uM de cada deoxinucleotideo trifosfato e 0,5U Taq DNA polimerase.

A amplificacdo foi realizada em termociclador Peltier Thermal Cycler — 200 (MJ
Research) utilizando-se as seguintes condig¢des: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos para a
denaturagio inicial do material gendmico, 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 58°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto para a amplificagdo do segmento génico de interesse ¢ 1 ciclo
de 72°C por 5 minutos para a extensdo final do fragmento. O produto resultante da
amplificagdo foi digerido com a enzima de restricdio Ddel conforme instrugdes do
fabricante. Apds digestdo, o produto obtido foi analisado em gel de agarose 2% corado com
brometo de etideo. Os tamanhos dos fragmentos gerados foram:

* Alelo 1 (A): 209pb

* Alelo 2 (G): 110pb + 99pb

11 12 22
209pb

I |
110pb
P _—
99pb

I |

Figura 7 - Representagdo esquematica do polimorfismo A1343G do gene do

DATI. Alelo 1: 209pb; Alelo 2: 110pb + 99pb
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Tabela 1. Rela¢do dos

polimorfismos

oligonucleotideos utilizados para a analise dos

POLIMORFISMOS PRIMERS
Taql A do DRD2 Forward
CCGTCGACGGCTGGCCAAGTTGTCTA
Reverse

CCGTCGACCCTTCCTGAGTGTCATCA

Ser9Gly do DRD3

Forward
GCTCTATCTCCAACTCTCACA

Reverse
AAGTCTACTCACCTCCAGGTA

VNTR do SLC6A3

Forward
TGTGGTGTAGGGAACGGCCTGAG

Reverse
CTTCCTGGAGGTCACGGCTCAAGG

A1343G do SLC6A3

Forward
GGTGGAAGGAACCCAACTG

Reverse
CACAGCGTGGGCTCTGTG
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- Genotipagens dos Polimorfismos Realizadas no Laboratorio da Empresa Prevention

Genetics

- Os polimorfismos abaixo foram genotipados pela Empresa Prevention Genetics

(www.preventiongenetics.com):

1) -141C (Ins/Del) do DRD2 (rs1799732);

2) A/G da regido 3" ndo codificadora do COMT (165599).

Analise Estatistica

1. Consideragdes gerais

A andlise estatistica dos resultados de genotipagem passou pela avaliagdo de duas
hipdteses: uma delas ¢ a hipdtese nula (HO) e a outra delas € a hipotese alternativa (H1). O
processo de andlise envolveu a rejeicao da hipdtese nula, o que significaria evidéncia em
favor da hipotese da pesquisa realizada, ou a sua confirmagdo. Estudos do tipo associagdo
em genética podem seguir o padrdo de andlise das investigacdes do tipo caso-controle,
analisando-se a exposicdo a determinado fator etiolégico (no caso, os polimorfismos
genéticos) e seu resultado, no caso do presente trabalho, o desenvolvimento de
esquizofrenia. Assim, foi realizado estudo genético com o objetivo de confirmar ou
descartar a associagdo entre a exposi¢do genética e o aparecimento de esquizofrenia. Para

todos os testes esttisticos, o intervalo de significancia adotado foi de 5%.
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2. Estudo caso-controle

Nesse tipo de investigagdo, hd comparagdo entre grupos de individuos com
determinada doenca e controles saudaveis sem a doenga. Tal tipo de desenho ¢ analogo ao
estudo do tipo caso-controle na epidemiologia, sendo a “exposi¢do” definida como a
presenga de um determinado alelo, genotipo ou hapldtipo de um polimorfismo genético
estudado. Assim, pode-se tabular e comparar as freqliéncias alélicas, genotipicas e
haplotipicas entre um grupo de “casos” ¢ um de “controles”. Com isso, pode-se calcular
ndo so a presenca da associacao entre a doenga e o determinado polimorfismo, mas também
a magnitude da associa¢do por meio do calculo da razdo de chances (0dds ratio) ¢ a sua

significancia com intervalos de confianga.

Em um estudo do tipo caso-controle, a analise de associacdo alélica e genotipica
refere-se a co-ocorréncia de um determinado alelo ou gendtipo e uma doenga acima do
esperado pela chance. E importante ressaltar que a simples associagio entre duas variaveis
ndo necessariamente ¢ causal. No caso especifico, tal tipo de associagdo pode se dever a
dois fatores principais, a saber, desequilibrio de ligacdo (linkage disequilibrium: LD),
também chamada associag¢ao “associacdo indireta”. A presenca de LD entre loci genéticos
muito ligados € uma causa importante de associagdo indireta entre um determinado alelo e a
doenca investigada. O alelo estudado pode ndo apresentar efeito algum sobre o
aparecimento da doenga, porém estar em LD com um outro que desempenha esse papel.
Assim sendo, a associagdo alélica pode aparecer ndo apenas com o polimorfismo genético
relacionado a etiopatogenia da doenga, mas também com polimorfismos de sua vizinhanca

(Mc Guffin et al., 2002).
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Uma outra razdo de associacdo ndo-causal entre um polimorfismo e determinada
doenga ¢ a presenca de estratificagdo populacional. De maneira geral, isso significa que a
populacdo investigada ¢ composta por diferentes subgrupos, podendo existir diferengas
tanto na prevaléncia da doenga quanto do polimorfismo investigados entre tais grupos. Isso
geraria uma associac¢ao espuria entre a doenga e o polimorfismo estudado, ndo existindo, na
realidade, uma associagdo causal entre eles. Tal situacdo poderia criar um resultado falso-
positivo. Por outro lado, resultados falso-negativos também podem ocorrer nessa situagao,
havendo um acobertamento de uma associacdo real que poderia existir. Tal fenomeno
ocorre quando a direcdo da associagdo espuria estiver no sentido contrario da associacao
causal verdadeira. Neste caso, existiria a tendéncia para a presenca de subpopulacdes com
freqiiéncias altas dos alelos ndo relacionados a doenga investigada, o que poderia mascarar
a associa¢do que realmente existiria. Em situagdes mais graves, pode ocorrer até uma
inversdo da associacdo, observando-se uma associagdo espuria com o alelo inverso, o que

recebe 0 nome de “paradoxo de Simpson” (Mc Guffin et al., 2002).

Na presente tese, diferencas estatisticas entre afetados e ndo-afetados no que tange a
distribui¢do das freqiiéncias dos alelos e gendtipos dos polimorfismos que apresentam
apenas dois alelos foram calculadas por meio do teste de qui-quadrado (Siegel, 1981). Para
a comparagao entre médias de idade, utilizou-se o teste t de Student. Para tais analises, foi
utilizado o pacote estatistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdao

10.0.1.

Para o polimofismo VNTR do SLC6A3, que apresenta mais de dois alelos
possiveis, a andlise estatistica foi realizada por meio do programa estatistico “CLUMP”,

que faz analises a partir da formagao de grupos com os alelos mais raros (clump: grupo),
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com o objetivo de aumentar a chance de encontrar associagdes que possam existir € que

estejam macaradas pela presenca dos alelos raros na analise (Sham & Curtis, 1995).

3. Equilibrio de Hardy-Weinberg

A existéncia do equilibrio de Hardy-Weinberg foi demonstrada independentemente
por Godfrey Harold Hardy na Inglaterra e por Wilhelm Weinberg na Alemanha, em 1908.
Tal principio afirma que as freqiiéncias genotipicas de um unico locus estardo fixas ¢ em
equilibrio em uma populagdo numerosa, que ndo esta em processo evolutivo franco e apos
uma geragdo de acasalamento randdémico. Para um polimorfismo genético bialélico, se as
freqiiéncias dos alelos “A” e “a” sdo respectivamente “p” e “q”, entdo “(p+q)=1". As
freqliéncias esperadas para cada genotipo formados a partir desses alelos (AA, Aa e aa) sdo
P2, 2pq € g2, nas quais “p2+2pq+q2=1". Assim, se as freqiiéncias dos genotipos em uma

determinada populacdo estudada ndo mostram diferencas significativas desse padrdo de

distribuicdo, diz-se que estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg podem estar relacionados a varios
fatores, porém no caso do presente estudo, tais desvios podem estar mais comumente
relacionados a problemas de genotipagem e estratificacdo da amostra, principalmente
aquela relacionada a estratificacdo étnica. Marcadores localizados em loci distantes,
normalmente independentes, podem se apresentar “ligados” apds um recente processo de
miscigenagdo entre duas ou mais populacdes. Apenas apoOs varias geracdes de cruzamento
aleatorio entre as subpopulacdes ¢ que genes ou marcadores previamente ligados se

aproximarao do equilibrio de Hardy-Weinberg, e apresentaram-se independentes, deixando
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apenas loci bem proximos em DL (Sham, 1997). Portanto, desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg na distribuicdo genotipica de determinados marcadores e desequilibrios de
ligacdo entre marcadores distantes podem ser considerados indicativos da presenga de
subestrutura na amostra, ja que esses dois fendmenos podem ocorrer como citado, devido a

presenca de estratificagdo étnica populacional (Pfaff et al., 2001).

Em geral, quando uma determinada populagdo estudada apresenta desvio no
equilibrio de Hardy-Weinberg, devido a problemas de genotipagem, espera-se observar um
excesso de heterozigotos, em decorréncia da dificuldade da separagdo das bandas dos
polimorfismos etsudados. Ao passo que, quando o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg
ocorre em decorréncia de estratificagdo étnica, observa-se um déficit de heterozigotos,

mostrando que tal populacdo ndo ¢ devidamente homogénea.

E importante que a populagdo estudada esteja em equilibrio de Hardy-Weinberg,
pois, caso isso ndo ocorra, pode-se obter resultados que ndo estejam de acordo com a
realidade. Por exemplo, pode-se encontrar associa¢do entre um determinado polimorfismo e
uma doenca porque existe estratificacdo populacional étnica na amostra investigada. Assim,
uma maior prevaléncia de um alelo entre os pacientes, quando comparados aos controles,
pode significar apenas que nessa amostra de pacientes existe uma subpopulagdo
etnicamente distinta daquela encontrada nos controles, e que esse alelo ¢ naturalmente mais
prevalente nessa etnia. Assim, a associacdo ndo ocorreria por conta da participagdo desse
alelo como fator de risco para a esquizofrenia, mas sim porque sua prevaléncia ¢ maior em

uma etnia que estd mais representada na amostra de pacientes.
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O teste de desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi feito por meio do teste qui-
quadrado de Pearson, usando as freqiiéncias observadas dos genotipos obtidas dos dados de
genotipagem e as freqiiéncias genotipicas esperadas obtidas usando-se o principio do
equilibrio de Hardy-Weinberg. O calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os

polimorfismos foi realizado por meio do “HWE Program” (Ott, 1999).

4. Poder da Amostra

O poder de uma determinada amostra em estudos de genética esta relacionado a sua
capacidade de encontrar associacdes que porventura possam existir entre os polimorfismos
e o fendtipo estudados. Para o calculo do poder estatistico de uma amostra para estudos do
tipo caso-controle, geralmente realiza-se suposi¢cdes sobre as condi¢cdes que se espera
encontrar no experimento. O célculo do poder estatistico da amostra desta tese foi realizado
utilizando-se o Programa “CaTS” (Center for Statistical Genetics — The University of

Michigan) (http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/CaTS/index.html).

5. Desequilibrio de ligacdo (LD)

Mesmo que dois loci ligados possam estar nas propor¢des genotipicas de Hardy-
Weinberg, alelos em cada um deles podem estar associados de forma ndo aleatéria com
alelos do outro locus, ou seja, podem estar sendo transmitidos juntos com uma freqiiéncia
diferente da esperada sob segregacdo independente. Alelos que estdo extremamente ligados
entre si, localizados em um mesmo cromossomo, tendem a ndo ser separados durante a

meiose, aumentando a chance da ocorréncia de gametas com freqiiéncias diferentes
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daquelas esperadas sob segregacdo independente. Tal fenomeno acontece devido a reducao
na freqiiéncia de recombinagdo na regido entre os locos. Assim, quando dois marcadores
genéticos sdo transmitidos juntos com uma freqiiéncia diferente da esperada sob segregacao
independente (ndo-aleatéria), diz-se que os marcadores estdo em desequilibrio de ligacao
(linkage disequilibrium: LD).

De maneira geral, conforme maior a distancia espacial entre dois alelos em um
cromossomo, menor o nivel de LD, sendo que a chance de ocorréncia de maiores valores de
LD ¢ maior com distdncia menores de 50 kb entre eles, e em contrapartida a chance de
menores valores aparece com distancias superiores a 500 kb. Entretanto, grande
variabilidade pode ocorrer nos niveis de LD quando comparados a distancia em que dois
alelos encontram-se um do outro (Mc Guffin et al., 2002).

O valor de R indica o grau de associagdo entre alelos em diferentes loci e pode
variar entre 0 ¢ 1. A estimativa de D’ € considerada uma boa medida de recombinagao
génica. Porém, D’ pode ser bastante instdvel na presenga de freqiiéncias alélicas e tamanho
amostral reduzidos, e¢ alguns estatisticos preferem a medida de R® para estudos de
associacgdo genéticos (Pritchard, 2001).

Na presente Tese, a andlise de LD foi realizada por meio do programa

“GENECOUNTING” (http://www.smd.qmul.ac.uk/statgen/dcurtis/software.html).

6. Analise de haplotipos
A analise de polimorfismos que estdo ligados entre si, apresentando alta taxa de LD,
merece aten¢do especial, pois € possivel que a doenga que esta sendo investigada esteja

associada com o haplotipo (que ¢ uma seqiiéncia de alelos de um ou mais loci adjacentes na
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mesma regido cromossomica). Andlise de haplotipos pode ser mais informativa que a
analise de um Unico marcador. Assim, se mais de uma variante génica (polimorfismo) que
confere susceptibilidade a uma determinada doenga estiver presente em um mesmo gene, a
analise de haplotipo permitird que se faga a medida do efeito combinado dessas variantes
(Epstein & Satten, 2003).

A andlise da distribuicdo da freqiiéncia de hapldtipos foi realizada através do

programa GENECOUNTING.

7. Analise de variaveis de confusdo

Em caso da existéncia de potenciais varidveis de confusdo, como género, por
exemplo, entdo métodos estatisticos padrdo devem ser utlizados para investiga-las, como
analise estratificada ou andlise de regressao.

No caso da presente tese, utilizou-se andlise estratificada e regressao logistica para a
investigacdo de género e subtipo de esquizofrenia como fatores de confusdo para os
resultados obtidos.

A regressdo logistica tem como objetivo descrever a relagdo entre um resultado
(variavel dependente) e um conjunto simultdneo de varidveis explicativas (preditoras ou
independentes), que seja biologicamente plausivel. Na andlise estratificada tem-se 0 mesmo
proposito, mas as relacdes sdo efetuadas uma a uma, isto ¢, somente ¢ possivel obter a
estimativa do risco para um Unico fator de cada vez, controlando-se o conjunto das demais
varidveis. Podem ser citadas como vantagens da andlise estratificada sua relativa
simplicidade de execugdo, a facilidade de entendimento e maior proximidade que propicia

entre o pesquisador e os dados. Entretanto, ao se aplicar essa técnica, o grau de dificuldade
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aumenta na medida em que aumenta o nimero de varidveis que tiverem que ser
consideradas como controle; os testes de homogeneidade entre os estratos, para se verificar
a existéncia de interagdo entre as variaveis, sdo feitos em etapa a parte; variaveis
quantitativas ndo podem ser usadas em sua escala original; o nivel global de significancia ¢é

dificil de ser controlado (Dean et al., 1990).
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RESULTADOS



6. RESULTADOS

A) Género:

- ndo ha diferencga estatisticamente significante na distribui¢ao de género:

# Amostra:

. Pacientes: 245

- Feminino: 86 (35,1%); Masculino: 159 (64,9%)

. Controles: 834

- Feminino: 314 (37,65%); Masculino: 520 (62,35%)

X*=0,53; p=0,46

B) Idade:

# Amostra:
. Pacientes: 19-64 anos (média 27,9 anos + 7,9); mediana: 26

. Controles: 18-79 anos (média 32,5 anos £ 9,5); mediana: 31

C) Subtipos de esquizofrenia (DSM-1V):

- Esquizofrenia Paranoide: 169 (68,98%)

- Esquizofrenia Desorganizada: 53 (21,63%)
- Esquizofrenia Catatonica: 2 (0,82%)

- Esquizofrenia Indiferenciada: 3 (1,22%)

- Esquizofrenia Residual: 18 (7,35%)
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D) Poder da Amostra:

- hipoteticamente, observando-se as condi¢des descritas a seguir, obteve-se um poder da

amostra de 80%: 200 pacientes, 400 controles, nivel de significancia de 0,05, prevaléncia

do transtorno estudado de 1%, freqiiéncia do alelo de risco de 30%, efeito de uma vez e

meia maior para o alelo de risco na susceptibilidade para desenvolver o transtorno

(OR=1,5). Alterando-se apenas o numero de pacientes e de controles para 336 e 800,

respectivamente, que ¢ o numero de individuos que temos para esse estudo, o poder da

amostra vai para 91%.

E) Equilibrio de Hardy-Weinberg:

Tabela 2: Valores do equilibrio de Hardy-Weinberg para casos e controles

Polimorfismo Casos Controles
Tagl A DRD2 (rs1800497) P=0,62 p=0,79
-141C Ins/Del (rs1799732) P=0,28 p=0,19
Se9Gly DRD3 (rs6280) P=0,30 p=0,06
VNTR SLC6A3 p=0,99 p=0,99
A1343G SLC6A3 (1s6347) p=0,28 p=0,69
A/G COMT (rs165599) p=0,94 p=0,43
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F) Distribuicio alélica e genotipica dos polimorfismos estudados:

- Os resultados das distribui¢des genotipicas e alélicas dos polimorfismos investigados

entre os grupos de pacientes e controles seguem abaixo:

1. Taql A1/A2 do DRD2 - rs1800497:
- genotipica: ¥*=3,59 , 2d.f., p=0,16;
- alélica: X2=3,29, 1d.f., p=0,07, OR=1,22 (0,98<OR<1,52);

2. -141C (Ins/Del) do DRD?2 - rs1799732
- genotipica: x2=12,74 , 2d.f., p=0,001;
- alélica: x2=9,78, 1d.f.,, p=0,001, OR=1,64 (1,19<OR<2,28);

3- Ser-9-Gly do DRD3 - rs6280
- genotipica: x2=0,06, 2d.f., p=0,97;
- alélica: x2=0,06, 1d.f., p=0,80, OR=1,03 (0,83<OR<1,26);

4- VNTR da regido 3" ndo-codificadora do SLC6A3
- genotipica: x*=6,70, 10d.f., p=0,71;
- alélica: y*=3,90, 6d.f., p=0,65;

5- A1343G do SLC6A3 - rs6347
- genotipica: x2=6,56, 2d.f., p=0,03;
- alélica: x2=5,97, 1d.f., p=0,01, OR=1,33 (1,05<OR<1,69);

6- A/G da regido 3" ndo-codificadora do COMT —rs165599
- genotipica: x2=0,22, 2d.f., p=0,89;
- alélica: ¥°=0,02, 1d.f.,, p=0,88, OR=1,02 (0,82<OR<I,25).



- As tabelas que se seguem apresentam os resultados das distribuigdes alélicas e genotipicas

dos polimorfismos estudados, com analises de estratificagdo baseada em género,

diagnéstico do subtipo de esquizofrenia e analise ¢ homozigosisdade:

. esquizofrenia = SCZ

. graus de liberdade: d.f.

1- POLIMORFISMO Tagl A DO DRD?2

Tabela 3: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo TaglA do DRD2 entre os

grupos casos e controles

Polimorfismo Casos (%) Controles (%) X d.f. p
GENOTIPOS
Al/A1 29 (12,35) 138 (16,55)
Al/A2 112 (47,65) 407 (48,8) 3,59 2 0,16
A2/A2 94 (40,00) 289 (34,65)
Total 235 (100) 834 (100)
ALELOS
Al 170 (36,17) 683 (40,95) 3,49 | 0.06
A2 300 (63,82) 985 (59,05)
Total 470 (100) 1668 (100)
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Tabela 4: Distribuicdo dos genoétipos e alelos do polimorfismo TaglA do DRD2 entre os

grupos casos e controles por género

Masculino
Polimorfismo Casos (%) Controles (%) xz d.f. p
GENOTIPOS
Al/Al 19 (12,42) 86 (16,54)
Al/A2 73 (47,71) 254 (48,85) 2,3 2 0,32
A2/A2 61 (39,87) 180 (36,16)
Total 153 (100) 520 (100)
ALELOS
Al 111 (36,27) 426 (40,96)
A2 195 (63,73) 614 (59,04) 2,17 1 0,14
Total 306 (100) 1040 (100)
Feminino
Polimorfismo Casos (%) Controles (%) xz d.f. p
GENOTIPOS
Al/Al 10 (12,2) 52 (16,56)
Al/A2 39 (47,56) 153 (48,73) 1,36 2 0,5
A2/A2 33 (40,24) 109 (34,71)
Total 82 (100) 314 (100)
ALELOS
Al 59 (35,98) 257 (40,92)
A2 105 (64,02) 371 (59,08) 1,33 1 0,24
Total 164 (100) 628 (100)
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Tabela 5: Distribui¢do dos genotipos e alelos do polimorfismo TaglA do DRD2 de acordo

com o subtipo da SCZ (Subtipo Parandéide)

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) X p
GENOTIPOS
Al/Al 21 (12,96) 138 (16,55)
Al/A2 77 (47,53) 407 (48,8) 2,04 0,36
A2/A2 64 (39,51) 289 (34,65)
Total 162 (100) 834 (100)
ALELOS
Al 119 (36,73) 683 (40,95) 201 0.15
A2 205 (63,27) 985 (59,05)
Total 324 (100) 1668 (100)
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Tabela 6: Distribui¢do dos genotipos e alelos do polimorfismo TaglA do DRD2 de acordo

com o subtipo da SCZ (Subtipo Desorganizado)

Polimorfismo Casos (%) Controles (%) X p
GENOTIPOS
Al/Al 7(14,0) 138 (16,55)
Al/A2 25 (50,0) 407 (48,8) 0,23 0,89
A2/A2 18 (36) 289 (34,65)
Total 50 (100) 834 (100)
ALELOS
Al 39 (39,0) 683 (40,95) 0.15 07
A2 61 (61,0) 985 (59,05)
Total 100 (100) 1668 (100)
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Tabela 7: Analise com regressdo logistica ndo condicional para varidveis género e subtipo

de esquizofrenia (simultaneamente)

Variaveis Odds Ratio Intervalo com 95%
de confianca

Género 1,19 0,79-1,75

Subtipo de esquizofrenia 1,05 0,85-1-29
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Tabela 8: Distribuicdo dos genoétipos e alelos do polimorfismo TaqlA do DRD2 para

investigacdo de homozigosidade

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) X d.f. p
GENOTIPOS
Al1/A1+A2/A2 123 (52,34) 427 (51,2)
0,10 1 0,75
Al1/A2 112 (47,66) 407 (48,8)

Total 235 (100) 834 (100)
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- POLIMORFISMO -141C (INS/DEL) DO DRD2

Tabela 9: Distribui¢do dos genotipos e alelos do polimorfismo -141C (Ins/Del) do DRD2

entre 0s grupos casos e controles

2

Polimorfismo Casos (%) Controles (%) A d.f. p
GENOTIPOS
Ins/Ins 183 (79,91) 498 (67,94)
Ins/Del 38 (16,59) 206 (28,10) 12,74 2 0,001
Del/Del 8 (3,49) 29 (3,96)
Total 229 (100) 733 (100)
ALELOS
Ins 404 (88,21) 1202 (81,99)
Del 54 (11,79) 264 (18,01) 9,78 1 0,001
Total 458 (100) 1466 (100)

- Investigacio de Raziao de Chance (OR) para o Genétipo de risco:

Casos (%) Controles (%) y*  d.f. p OR (I.C))
Ins/Ins 183 (79.,91) 498 (67,94) 12,10 10,0005 1,88(1,29-2,73)
Ins/Del+Ins/Ins 46 (20,09) 235 (32,06)

Total 229 (100) 733 (100)
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Tabela 10: Distribui¢do dos genoétipos e alelos do polimorfismo -141C (Ins/Del) do DRD2

entre 0s grupos casos e controles por género

Masculino
Polimorfismo Casos (%) Controles (%) v d.f. p
GENOTIPOS
Ins/Ins 117 (79,06) 329 (66,33)
Ins/Del 27 (18,24) 146 (29,44) 8,67 2 0,01
Del/Del 4(2,7) 21 (4,23)
Total 148 (100) 496 (100)
ALELOS
Al 261 (88,18) 804 (81,05)
Del 35(11,82) 188 (18,95) 8,09 1 0,004
Total 296 (100) 992 (100)
Feminino
Polimorfismo Casos (%) Controles (%) Xz d.f. p
GENOTIPOS
Ins/Ins 66 (81,48) 169 (71,31)
Ins/Del 11 (13,58) 60 (25,32) 4,96 2 0,08
Del/Del 4(4,94) 8(3,37)
Total 81 (100) 237 (100)
ALELOS
Ins 143 (88,27) 398 (83,94)
Del 19 (11,73) 76 (16,03) 1,76 1 0,18
Total 162 (100) 474 (100)
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Tabela 11: Distribui¢do dos gendtipos e alelos do polimorfismo -141C (Ins/Del) do DRD2,

de acordo com o subtipo da SCZ (Subtipo Paranoide)

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) xz d.f. p
-141 C (Ins/Del)
GENOTIPOS
Ins/Ins 123 (78,35) 498 (67,94)
Ins/Del 28 (17,83) 206 (28,10) 7,2 2 0,02
Del/Del 6 (3.82) 29 (3,96)
Total 157 (100) 733 (100)
ALELOS
Ins 274 (87,26) 1202 (81,99)
Del 40 (12,74) 264 (18,01) 5,07 1 0,02
Total 314 (100) 1466 (100)
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Tabela 12: Distribui¢do dos gendtipos e alelos do polimorfismo -141C (Ins/Del) do DRD2,

de acordo com o subtipo da SCZ (Subtipo Desorganizado)

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) xz d.f. p
GENOTIPOS
Ins/Ins 37 (75,51) 498 (67,94)
Ins/Del 10 (20,41) 206 (28,10) 1,37 2 0,5
Del/Del 2 (4,08) 29 (3,96)
Total 49 (100) 733 (100)
ALELOS
Ins 84 (85,71) 1202 (81,99)
Del 14 (14,29) 264 (18,01) 0,87 1 0,35
Total 98 (100) 1466 (100)
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Tabela 13: Analise com regressao logistica ndo condicional para variaveis género e subtipo

de esquizofrenia (simultaneamente)

Variaveis Odds Ratio Intervalo com 95%
de confianca

Género 1,11 0,81-1,52

Subtipo de esquizofrenia 1,10 086-1,31
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Tabela 14: Distribui¢do dos genoétipos e alelos do polimorfismo -141C (Ins/Del) do DRD2

para investigacao de homozigosidade

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) Xz d.f. p
GENOTIPOS
Ins/Ins+Del/Del 191 (83.,41) 527 (71,9)
12,21 1 0,0004
Ins/Del 38 (16,59) 206 (28,1)
Total 229 (100) 733 (100)
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- POLIMORFISMO SERY9GLY DO DRD3

Tabela 15: Distribui¢do dos genoétipos e alelos polimorfismo Ser9Gly do gene do DRD3

entre 0s grupos casos e controles.

2

Polimorfismo Casos (%) Controles (%) X d.f. p
GENOTIPOS
Ser/Ser 80 (32,66) 278 (33,33)
Ser/Gly 113 (46,12) 384 (46,05) 0,06 2 0,97
Gly/Gly 52(21,22) 172 (20,62)
Total 245 (100) 834 (100)
ALELOS
Ser 273 (55,71) 940 (56,35)
0,06 1 0,80
Gly 217 (44,29) 728 (43,65)
Total 490 (100) 1668 (100)
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Tabela 16: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo Ser9Gly do DRD3 entre os

grupos casos e controles por género

Masculino
Polimorfismo Casos (%) Controles (%) X d.f. p
GENOTIPOS
Ser/Ser 52 (32,7) 174 (33,46)
Ser/Gly 73 (45,91) 239 (45,96) 0,06 2 0,97
Gly/Gly 34 (21,39) 107 (20,58)
Total 159 (100) 520 (100)
ALELOS
Ser 177 (55,66) 587 (56,44)
Gly 141 (44,34) 453 (43,56) 0,06 1 0,80
Total 318 (100) 1040 (100)
Feminino
Polimorfismo Casos (%) Controles (%) Xz d.f. p
GENOTIPOS
Ser/Ser 28 (32,56) 104 (33,12)
Ser/Gly 40 (46,51) 145 (46,18) 0,01 2 0,99
Gly/Gly 18 (20,93) 65 (20,7)
Total 86 (100) 314 (100)
ALELOS
Ser 96 (55,81) 353 (56,21)
Gly 76 (44,19) 275 (43,79) 0,01 1 0,92
Total 172 (100) 628 (100)
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Tabela 17: Distribuicdo dos gendtipos e alelos do polimorfismo Ser9Gly do DRD3, de
acordo com o subtipo da SCZ (Subtipo Parandide)

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) Xz d.f. p
GENOTIPOS
Ser/Ser 57 (33,73) 278 (33,33)
Ser/Gly 77 (45,56) 384 (46,05)
Gly/Gly 35(20,71) 172 (20,62)
Total 169 (100) 834 (100)
ALELOS
Ser 191 (56,51) 940 (56,35)
Gly 147 (43,49) 728 (43,65)
Total 338 (100) 1668 (100)




Tabela 18: Distribuicdo dos gendtipos e alelos do polimorfismo Ser9Gly do DRD3, de

acordo com o subtipo da SCZ (Subtipo Desorganizado)

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) Xz d.f. p
GENOTIPOS
Ser/Ser 16 (30,19) 278 (33,33)
Ser/Gly 24 (45,28) 384 (46,05) 0,52 2 0,77
Gly/Gly 13 (24,53) 172 (20,62)
Total 53 (100) 834 (100)
ALELOS
Ser 56 (52,83) 940 (56,35)
0,5 1 0,47
Gly 50 (47,17) 728 (43,65)
Total 106 (100) 1668 (100)
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Tabela 19: Analise com regressao logistica ndo condicional para variaveis género e subtipo

de esquizofrenia (simultaneamente)

Variaveis Odds Ratio Intervalo com 95%
de confianca

Género 1,13 0,85-1,61

Subtipo de esquizofrenia 1,08 0,87-1,34
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Tabela 20: Distribuicdo dos gendtipos e alelos do polimorfismo Ser9Gly do DRD3 para

investigacdo de homozigosidade

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) Xz d.f. p
Taql A
GENOTIPOS
Ins/Ins+Del/Del 132 (53,88) 450 (53,96)
0,0 1 0,98
Ins/Del 113 (46,12) 384 (46,04)
Total 245 (100) 834 (100)
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- POLIMORFISMO VNTR DA REGIAO 3'UTR DO SLC6A3

Tabela 21: Distribui¢ao dos genotipos e alelos do polimorfismo VNTR do SLC6A3 entre

0S grupos casos e controles.

Polimorfismo

Casos (%) Controles (%) v d.f. p
GENOTIPOS

1110 6 (2,45) 9 (1,08)

119 1(0,41) 8 (0,96)
10 10 122 (49,80) 420 (50,55)

109 93 (37,95) 307 (36,95)

108 1 (0,41) 6 (0,72)

107 ~ 4 (0,48) 6,7 10 0,75
105 1 (0,41) 2(0,24)

10 4 2 (0,82) 3 (0,36)

99 18 (7,34) 64 (7,70)

98 1(0,41) 6 (0,72)

97 . 2(0,24)

Total 245 (100) 831 (100)
ALELOS

11 7 (1,43) 17 (1,02)

10 347(70,82) 1171 (70,46)

9 131 (26,73) 451 (27,14)

8 2 (0,41) 12 (0,72) 3,96 6 0,68
7 ~ 6 (0,36)

5 1 (0,20) 2(0,12)

4 2 (0,41) 3(0,18)

Total 490 (100) 1662 (100)
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ANALISES — CLUMP (VNTR SLC6A3):

1. GENOTIPOS
- Analise Global:
X?*=6,70; 10df; p=0,75

- Analise com agrupamento dos gendtipos em 3 Colunas, tentando-se excluir o
viés dos gendtipos menos freqiientes:

X?=0,10; 2df; p=0,94

- Analise de um genotipo contra os demais:

X?=0,08; 1df; p=0,77

2. ALELOS
- Analise Global:
X?=3,96; 6df; p=0,68

- Analise com agrupamento dos genodtipos em 3 Colunas, tentando-se excluir o
viés dos gendtipos menos freqiientes:

X*=0,97; 2df; p=0,62

- Analise de um genotipo contra os demais:

X*=0,56; 1df; p=0,45
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Tabela 22: Distribui¢ao dos genotipos e alelos do polimorfismo VNTR do SLC6A3 entre

0S grupos casos e controles por género

Masculino
Polimorfismo  Casos (%) Controles (%) X d.f. P
GENOTIPOS
1110 4(2,52) 6 (1,16)
119 1(0,63) 5(0,97)
10 10 79 (49,69) 262 (50,58)
109 60 (37,73) 192 (37,07)
108 B 4(0,77)
107 B 2(0,39) 7,88 10 0,64
105 1(0,63) 1(0,19)
10 4 2 (1,26) 1(0,19)
99 11 (6,91) 40 (7,72)
98 1(0,63) 4(0,77)
97 B 1(0,19)
Total 159 (100) 518 (100)
ALELOS
11 5(1,57) 11 (1,06)
10 225(70,76) 730 (70,46)
9 84 (26,43) 282 (27,22)
8 1(0,31) 8 (0,77) 6,18 6 0,4
7 B 3(0,29)
5 1(0,31) 1 (0,09)
4 2(0,62) 1(0,09)
Total 318 (100) 1036 (100)
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ANALISES — CLUMP (VNTR SLC6A3):

1. GENOTIPOS
- Analise Global:
X?=7,88; 10df; p=0,64

- Analise com agrupamento dos gendtipos em 3 Colunas, tentando-se excluir o
viés dos gendtipos menos freqiientes:

X*=0,40; 2df; p=0,82

- Analise de um genotipo contra os demais:

X?=0,11; 1df; p=0,74

2. ALELOS
- Analise Global:
X?*=6,18; 6df; p=0,4

- Analise com agrupamento dos genodtipos em 3 Colunas, tentando-se excluir o
viés dos gendtipos menos freqiientes:

X?=0,32; 2df; p=0,56

- Analise de um genotipo contra os demais:

X*=0,08; 1df; p=0,78
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(Continuagdo) Tabela 22: Distribui¢do dos genotipos e alelos do polimorfismo VNTR do

SLC6A3 entre os grupos casos e controles por género

Feminino
Polimorfismo  Casos (%) Controles (%) 1 d.f. P
GENOTIPOS

11 10 2(2,33) 4(1,27)
119 _ 3(0,95)
10 10 43 (50,0) 158 (50,32)
109 33(38,37) 115 (36,62)
10 8 1(1,16) 2 (0,64)
107 - 2 (0,64) 3,84 10 0,95
105 B 1(0,32)
10 4 B 2 (0,64)
99 7 (8,14) 24 (7,64)
98 B 2 (0,64)
97 _ 1(0,32)

Total 86 314

ALELOS

11 2(1,16) 7(1,11)
10 122 (70,93) 442 (70,38)
9 47 (27,33) 169 (26,92)
8 1(0,58) 4 (0,64) 1,66 6 0,95
7 B 3(0,47)
5 B 1(0,16)
4 ~ 2(0,32)

Total 172 (100) 628 (100)
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ANALISES — CLUMP (VNTR SLC6A3):

1. GENOTIPOS
- Analise Global:
X?=3,84; 10df; p=0,95

- Analise com agrupamento dos gendtipos em 3 Colunas, tentando-se excluir o
viés dos gendtipos menos freqiientes:

X*=0,16; 2df; p=0,92

- Analise de um genotipo contra os demais:

X?=0,08; 1df; p=0,76

2. ALELOS
- Analise Global:
X*=1,66; 6df; p=0,95

- Analise com agrupamento dos genodtipos em 2 Colunas, tentando-se excluir o
viés dos gendtipos menos freqiientes:

X*=0,02; 1df; p=0,88

- Analise de um genotipo contra os demais:

X*=0,02; 1df; p=0,88
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Tabela 23: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo VNTR do SLC6A3, de
acordo com o subtipo da SCZ (Subtipo Parandide)

Polimorfismo Casos (%) Controles (%) v d.f. P
GENOTIPOS
1110 4(2,37) 9 (1,08)
119 1 (0,59) 8 (0,96)
10 10 85 (50,3) 420 (50,55)
109 64 (37,87) 307 (36,95)
108 1 (0,59) 6 (0,72)
107 ~ 4 (0,48) 3,69 10 0,92
105 ~ 2 (0,24)
10 4 1 (0,59) 3 (0,36)
99 13 (7,69) 64 (7,70)
98 ~ 6 (0,72)
97 ~ 2 (0,24)
Total 169 (100) 831 (100)
ALELOS
11 5 (1,48) 17 (1,02)
10 240 (71) 1171 (70,46)
9 91 (26,92) 451 (27,14)
8 1(0,3) 12 (0,72) 1,59 6 0,94
7 ~ 6 (0,36)
5 ~ 2(0,12)
4 1(0,3) 3(0,18)
Total 338 (100) 1662 (100)
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ANALISES — CLUMP (VNTR SLC6A3):

1. GENOTIPOS
- Analise Global:
X*=3,74; 10df; p=0,92

- Analise com agrupamento dos gendtipos em 3 Colunas, tentando-se excluir o
viés dos gendtipos menos freqiientes:

X*=0,18; 2df; p=0,91

- Analise de um genotipo contra os demais:

X?=0,08; 1df; p=0,78

2. ALELOS
- Analise Global:
X?*=4.86; 6df; p=0,93

- Analise com agrupamento dos genodtipos em 3 Colunas, tentando-se excluir o
viés dos gendtipos menos freqiientes:

X*=0,07; 2df; p=0,85

- Analise de um genotipo contra os demais:

X*=0,05; 1df; p=0,82
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Tabela 24: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo VNTR do SLC6A3, de

acordo com o subtipo da SCZ (Subtipo Desorganizado)

Polimorfismo Casos (%) Controles (%) v d.f. P
GENOTIPOS
1110 1 (1,89) 9 (1,08)
119 _ 8 (0,96)
10 10 26 (49,05) 420 (50,55)
109 20 (37,73) 307 (36,95)
108 ~ 6 (0,72)
107 - 4 (0,48) 4.02 10 0,04
105 1 (1,89) 2 (0,24)
10 4 1 (1,89) 3 (0,36)
99 4(7,55) 64 (7,70)
98 ~ 6 (0,72)
97 ~ 2 (0,24)
Total 53 (100) 831 (100)
ALELOS
11 1 (0,94) 17 (1,02)
10 75 (70,76) 1171 (70,46)
9 28 (26,42) 451 (27,14)
8 B 12 (0,72) 1,76 6 0,95
7 ~ 6 (0,36)
5 1 (0,94) 2(0,12)
4 1 (0,94) 3(0,18)
Total 106 (100) 1662 (100)
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ANALISES — CLUMP (VNTR SLC6A3):

1. GENOTIPOS
- Analise Global:
X?=3,95; 10df; p=0,93

- Analise com agrupamento dos gendtipos em 3 Colunas, tentando-se excluir o
viés dos gendtipos menos freqiientes:

X*=0,18; 2df; p=0,91

- Analise de um genotipo contra os demais:

X?=0,09; 1df; p=0,74

2. ALELOS
- Analise Global:
X?*=1,78; 6df; p=0,93

- Analise com agrupamento dos genodtipos em 3 Colunas, tentando-se excluir o
viés dos gendtipos menos freqiientes:

X?=0,05; 2df; p=0,86

- Analise de um genotipo contra os demais:

X*=0,03; 1df; p=0,84
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Tabela 25: Analise com regressao logistica ndo condicional para variaveis género e subtipo

de esquizofrenia (simultaneamente)

Variaveis Odds Ratio Intervalo com 95%
de confianca

Género 1,16 0,81-1,56

Subtipo de esquizofrenia 1,12 0,79-1,58

. para a analise do género e subtipo de esquizofrenia como possiveis varidveis de confusao
na andlise de regressdo logistica, utilizou-se apenas os dois gendtipos mais comuns do
polimorfismo em questdo (10-10 e 10-9, que perfazem um total de 87,75% da amostra) e os
dois subtipos de esquizofrenia mais comuns (parandide e desorganizado, que perfazem
90,61% dos pacientes). Com isso, a idéia foi aumentar a chance de detectar as variaveis de

confusdo, caso as mesmas existissem
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Tabela 26: Distribui¢do dos genoétipos e alelos do polimorfismo VNTR do gene do

SLC6A3 para investigacdo de homozigosidade

Polimorfismo Casos (%) Controles (%) v d.f. P
GENOTIPOS
Homozigotos 140 (57,14) 484 (58,24) 0,09 1 0,75
Heterozigotos 105 (42,86) 347 (41,76)
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- POLIMORFISMO A1343G DO SLC6A3

Tabela 27: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo A1343G do gene do

SLC6A3 entre os grupos casos e controles.

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) XZ d.f. p
GENOTIPOS
A/A 132 (56,17) 390 (46,76)
A/G 84 (35,74) 357 (42,81) 6,56 2 0,03
G/G 19 (8,09) 87 (10,43)
Total 235 (100) 834 (100)
ALELOS
A 348 (74,04) 1137 (68,17)
5,97 1 0,01
G 122 (25,96) 531 (31,83)
Total 470 (100) 1668 (100)
- Investigacio de Razio de Chance (OR) para o Genétipo de risco:
Casos (%) Controles (%) X2 d.f. p OR (I.C.)
A/A 132 (56,17) 390 (46,76) 6,49 1 0,01 1,46 (1,08-1,97)
A/G+G/G 103 (43,83) 444 (53,24)
Total 235 (100) 834 (100)
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Tabela 28: Distribui¢do dos gendtipos e alelos do polimorfismo A1343G do SLC6A3 entre

0S grupos casos e controles por género

Masculino
Polimorfismo Casos (%) Controles (%) v d.f. p
GENOTIPOS
A/A 84 (55,26) 254 (44.,96) 5,24 2 0,07
A/G 55 (36,19) 245 (43.,36)
G/G 13 (8,55) 66 (11,68)
Total 152 (100) 565 (100)
ALELOS
A 223 (73,36) 753 (66,64)
G 81 (26,64) 377 (33,36) 4,97 1 0,02
Total 304 (100) 1130 (100)
Feminino
Polimorfismo Casos (%) Controles (%) xz d.f. p
GENOTIPOS
A/A 48 (57,83) 136 (50,56)
A/G 29 (34,94) 112 (41,64) 1,38 2 0,50
G/G 6 (7,23) 21(7.,8)
Total 83 (100) 269 (100)
ALELOS
A 125 (75.,3) 384 (71,38)
G 41 (24,7) 154 (28,62) 0,98 1 0,32

Total 166 (100) 538 (100)
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Tabela 29: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo A1343G do gene do
SLC6A3, de acordo com o subtipo da SCZ (Subtipo Paranoide)

Polimorfismo Casos (%) Controles (%) v d.f. p
GENOTIPOS
A/A 89 (54,94) 390 (46,76)
A/G 59 (36,42) 357 (42,81) 3,64 2 0,16
G/G 14 (8,64) 87 (10,43)
Total 162 (100) 834 (100)
ALELOS
A 237 (73,15) 1137 (68,17)
3,15 1 0,07
G 87 (26,85) 531 (31,83)

Total 324 (100) 1668 (100)
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Tabela 30: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo A1343G do gene do

SLC6A3, de acordo com o subtipo da SCZ (Subtipo Desorganizado)

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) x2 df p
GENOTIPOS
A/A 28 (54,9) 390 (46,76)
A/G 19 (37,25) 357 (42,81) 1,34 2 0,51
G/G 4 (7,85) 87 (10,43)
Total 51 (100) 834 (100)
ALELOS
A 75 (73,53) 1137 (68,17)
1,28 1 0,25
G 27 (26,47) 531 (31,83)
Total 102 (100) 1668 (100)
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Tabela 31: Analise com regressao logistica ndo condicional para variaveis género e subtipo

de esquizofrenia (simultaneamente)

Variaveis Odds Ratio Intervalo com 95%
de confianca

Género 1,12 0,82-1,52

Subtipo de esquizofrenia 1,19 0,78-1,59
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Tabela 32: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo A1343G do gene do

SLC6A3 para investigacdo de homozigosidade

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) Xz d.f. p
GENOTIPOS
A/A+G/G 151 (64,26) 477 (57,19)
3,77 1 0,06
A/G 84 (35,74) 357 (42,81)

Total 235 (100) 834 (100)
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- POLIMORFISMO A/G DA REGIAO 3’ UTR DO COMT

Tabela 33: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo A/G da regido 3° nao

codificadora do gene da COMT entre os grupos casos e controles.

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) XZ d.f. p
GENOTIPOS
A/A 73 (29,79) 257 (31)
A/G 122 (49,8) 399 (48,13) 0,22 2 0,89
G/G 50 (20,41) 173 (20,87)
Total 245 (100) 829 (100)
ALELOS
A 268 (54,69) 913 (55,07)
0,02 1 0,88
G 222 (45,31) 745 (44,93)

Total 490 (100) 1658 (100)
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Tabela 34: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo A/G da regido 3" nao

codificadora do gene da COMT entre os grupos casos e controles por género

Masculino
Polimorfismo Casos (%) Controles (%) v d.f. p
GENOTIPOS
A/A 49 (30,82) 76 (31,15)
A/G 75 (47,17) 268 (47,43) 0,03 2 0,98
G/G 35(22,01) 121 (21,42)
Total 159 (100) 565 (100)
ALELOS
A 173 (54,4) 620 (54,97)
G 145 (45,6) 510 (45,13) 0,02 1 0,88
Total 318 (100) 1130 (100)
Feminino
Polimorfismo Casos (%) Controles (%) Xz d.f. p
GENOTIPOS
A/A 24 (27,91) 81 (30,68)
A/G 47 (54,65) 131 (49,62) 0,66 2 0,71
G/G 15 (17,44) 52 (19,7)
Total 86 (100) 264 (100)
ALELOS
A 95 (55,23) 293 (55.5)
G 77 (44,77) 235 (44.5) 0,00 1 0,95
Total 172 (100) 528 (100)
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Tabela 35: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo A/G da regido 3° nao

codificadora do gene da COMT, de cordo com o subtipo da SCZ (Subtipo Parandide)

Polimorfismo Casos (%) Controles (%) v d.f. p
GENOTIPOS
A/A 49 (28,99) 257 (31)
A/G 84 (49,71) 399 (48,13) 0,27 2 0,87
G/G 36 (21,3) 173 (20,87)
Total 169 (100) 829 (100)
ALELOS
A 182 (53,85) 913 (55,07)
0,17 1 0,68
G 156 (46,15) 745 (44,93)
Total 338 (100) 1658 (100)
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Tabela 36: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo A/G da regido 3” nao

codificadora do gene da COMT, de cordo com o subtipo da SCZ (Subtipo Desorganizado)

2

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) X p
GENOTIPOS
A/A 15 (28,3) 257 (31)
A/G 27 (50,95) 399 (48,13) 0,2 0,9
G/G 11 (20,75) 173 (20,87)
Total 53 (100) 829 (100)
ALELOS
A 57 (53,77) 913 (55,07)
0,07 0,79
G 49 (46,23) 745 (44,93)
Total 106 (100) 1658 (100)
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Tabela 37: Analise com regressao logistica ndo condicional para variaveis género e subtipo

de esquizofrenia (simultaneamente)

Variaveis Odds Ratio Intervalo com 95%
de confianca

Género 1,18 0,87-1,59

Subtipo de esquizofrenia 1,21 0,78-1,47
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Tabela 38: Distribuicdo dos genotipos e alelos do polimorfismo A/G da regido 3" nao

codificadora do gene da COMT para investigacdo de homozigosidade

Polimorfismo Casos (%)  Controles (%) Xz d.f. P
GENOTIPOS
AA/H+G/G 123 (50,2) 430 (51,87)
0,21 1 0,64
A/G 122 (49,8) 399 (48,13)
Total 245 (100) 829 (100)
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G) Analise de Desequilibrio de Ligacéio (Linkage Disequilibrium — L.D):

- DRD2 Taql A - ANKK1 /-141C Ins/Del:
. D"=0,39; ; p=0,001

- VNTR DAT1/ A1343G DAT1:
. D’=0,27; p=0,005
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H) Analise de Haplotipos:

- ANALISES — HAPLOTIPOS (DRD2 Taql A / ANKKI1 — -141C Ins/Del):
. melhor valor de p=0,15 (haplétipo A2-Ins)

. significancia global: p=0,24; x*=8,34, 3d.f.

- ANALISES - HAPLOTIPOS (VNTR DAT1 — A1343G DAT1):

- Nao houve diferenga significativa na distribuicao haplotipica dos polimorfismos
VNTR e A1343 do DAT]I entre os grupos de pacientes e controles:

. melhor valor de p=0,43 (haplétipo 10-A)

. significancia global: p=0,63; y*=5,37, 3d.f.
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DISCUSSAO



7. DISCUSSAO

O presente trabalho investigou quatro genes candidatos (seis polimorfismos) em
uma amostra de 245 pacientes ¢ 834 controles.

Os trabalhos publicados até o presente momento com os polimorfismos estudados
na presente tese mostram resultados ainda inconclusivos. Quanto ao polimorfismo do Taql
A do DRD?2, os resultados tém se mostrado inclusive opostos em varios estudos. Outro
polimorfismo também investigado nesta tese do DRD2 foi o -141C (Ins/Del). Da mesma
maneira que ocorre com o polimorfismo do Tagl A do DRD2, os estudos com este
polimorfismo também apresentam resultados inconclusivos, e muitas vezes opostos,
encontrando associacdo com alelos distintos.

Em relacdo aos polimorfismos Ser9Gly do gene do DRD3, a ultima meta-analise
publicada ndo encontrou evidéncia de associacdo com esquizofrenia. No entanto, meta-
analise anterior e varios estudos anteriores tém evidenciado associagdo entre os genotipos
homozigotos de tal polimorfismo e esquizofrenia.

Quando tomados em conjunto, os resultados dos estudos com o polimorfismo
VNTR do gene do DATI1 parecem ndo dar suporte a uma possivel associagdo com
esquizofrenia, inclusive corroborados por meta-analise. Em relacdo ao polimorfismo
A1343G-DATI, o mesmo ¢ uma contribui¢do inédita dessa tese ao estudo da genética de
susceptibilidade da esquizofrenia e apresenta resultado positivo.

O polimorfismo A/G da regido 3’ ndo codificadora do gene da COMT foi
descoberto mais recentemente, porém ja acumula varios trabalhos realizados na pesquisa da

investigacdo de fatores de susceptibilidade para a esquizofrenia. Os resultados destes
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trabalhos, no entanto ainda s3o inconclusivos, apresentando resultados positivos e
negativos na mesma proporgao.
A partir deste panorama geral dos trabalhos ja publicados com os polimorfismos

investigados nesta tese, discutiremos abaixo nossos resultados:

TaglA-DRD2

O polimorfismo Tagql A do gene do DRD2 foi um dos primeiros a serem
investigados como fator de risco para transtornos psiquiatricos. No entanto, de maneira
interessante, durante o correr desta tese, um novo gene foi mapeado na regido onde esta
localizado esse polimorfismo. Tal gene codifica a proteina ankyrin repeat and kinase
domain containing 1 (ANKK1) (Neville et al., 2004). A ANKK1 ¢ uma proteina-quinase,
provavelmente exercendo sua a¢do ligando-se a adenosina 5'-trifosfato (ATP), catalisando
a transferéncia de um grupo fosfato dessa molécula para uma outra, liberando energia.
Descobriu-se, que o polimorfismo RFLP do DRD2 (polimorfismo Tagl A), na realidade
leva a substituicdo Glu713Lys no exon 8 do gene da ANKKI1 (ANKK1). Por conta disso,
pode-se ter uma explicagdo alternativa aos resultados positivos de associagdo encontrados
entre tal polimorfismo e alguns transtornos psiquiatricos, podendo identificar na verdade o
gene da ANKK1 como relacionado a etiopatogenia desses quadros. No entanto, devido a
grande proximidade existente entre esses dois genes, € possivel também que a regido
terminal do DRD2 continue sendo de interesse para investigagdes dos transtornos mentais,
incluindo a esquizofrenia, devido ao fato de nessa regido existirem polimorfismos tanto do
ANKK1 quanto do DRD2 que estejam em DL (Dubertret et al., 2004). Além disso, nessa

regido onde existe o polimorfismo Taql A podem existir estruturas reguladoras da
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expressiao do DRD2. (Michael, et al., 2007). Tais possibilidades mantém o interesse de
estudos com esse polimorfismo para a investigagdo genético-molecular em esquizofrenia.

Até o momento, apesar dos resultados dos trabalhos com esse polimorfismo em
esquizofrenia serem inconclusivos, ainda mantém-se de interesse por conta da rationale
envolvida na sua escolha, e dos resultados positivos obtidos por alguns autores.

Os resultados do presente trabalho ndo encontraram associagdo entre tal
polimorfismo e esquizofrenia na amostra estudada. No entanto, observa-se uma tendéncia
de associagdo com o alelo A2. Alguns estudos tém mostrado aumento da densidade cerebral
de receptores DRD2 em individuos portadores do alelo Al. Desse modo, acreditava-se que
os portadores do alelo Al apresentariam uma menor resposta dopaminérgica quando
comparados aqueles que possuem o alelo A2. Assim, essa tendéncia a associagdo entre o
alelo A2 e esquizofrenia em nossa amostra faria sentido dentro dessa perspectiva biologica
de hiperativacdo dopaminérgica relacionada a esquizofrenia envolvendo os receptores
DRD2. Entretanto, estudo de Laakso et al. (2005) mostrou que, devido ao fato da existéncia
de auto-receptores DRD2 nos neurénios dopaminérgicos, essa diminui¢cdo de sua densidade
cerebral em individuos que apresentam o alelo Al levaria a uma retroalimentagdo positiva
ao neurdnio pré-sindptico, que por sua vez aumentaria a producdo de dopamina, levando a
um aumento da atividade dopaminérgica. No entanto, tal hipdtese necessita ainda de
confirmagao.

Assim, com o fato do polimorfismo Taql A do DRD?2 ter sido recentemente descrito
como localizado no ANKK1, e ndo mais no DRD2 como se pensava anteriormente, novas
abordagens envolvendo estudos de haplotipos desse novo gene podem ajudar a elucidar as

duvidas acerca de seu papel como fator de risco para o desenvolvimento de esquizofrenia.

126



-141C Ins/Del-DRD2

O polimorfismo -141C (Ins/Del) ¢ localizado na regido promotora do DRD2. Tal
polimorfismo ¢ funcional, sendo que a delegdo do nucleotidio causado pelo alelo Del
diminui a transcri¢do do gene em 68% (Arinami et al., 1997).

Os trabalhos ja realizados com tal polimorfismo tém mostrado ndo apenas
resultados inconclusivos, porém também opostos, com associagdo com alelos distintos em
estudos diferentes. Porém, meta-andlise realizada com tal polimorfismo ndo encontrou
associagdo com esquizofrenia (Glatt et al., 2004).

Tais resultados opostos entre os alelos do polimorfismo estudado podem estar
relacionados com diferencgas nas suas freqii€ncias entre diferentes grupos étnicos, sendo que
o0 mesmo deve ocorrer com o polimorfismo Tagl A do DRD2 (Michael, et al., 2007).

Ha outros exemplos na literatura desse fendmeno. Tém sido descritas associagdes
alélicas opostas para determinado transtorno psiquiatrico, quando sdo estudadas amostras
com diferentes origens étnicas. Um exemplo disso ocorre com o polimorfismo 5-HTTLPR
do gene do transportador de serotonina em pacientes com transtorno afetivo bipolar. Esse
polimorfismo apresenta uma diferenca na inser¢do/delecdo de 44 pares de bases. Em
amostras caucasianas européias e americanas, tém sido descrita associagdo do alelo “s”
(short: curto) com transtorno afetivo bipolar. No entanto, estudos conduzidos em populagdo
brasileira (Mendes de Oliveira, 1998), espanhola (Gutierrez et al., 1998) e colombiana

[IP=2]
S

(Ospina-Duque et al., 2000) mostraram maior presen¢a do alelo entre os controles e nao
entre os pacientes, achado também reproduzido pelo nosso grupo (Meira-Lima et al., 2005).
Tal fendmeno pode ocorrer, pois os alelos do polimorfismo investigado podem estar em LD

com alelos de um outro polimorfismo. Assim, em um determinado grupo étnico, um alelo

“x” de um determinado polimorfismo estaria em LD com um alelo “y” de outro
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polimorfismo, ao passo que em outro grupo étnico o mesmo alelo “x” estaria em LD com
um alelo “z” daquele polimorfismo do alelo “y” (Weiss et al., 2001). Assim, é importante
que sejam realizados trabalhos com tais polimorfismos, incluindo os estudados nesta tese,
em amostras étnicas distintas, com o objetivo de elucidar melhor esse tipo de associacao.
De qualquer maneira, a associagdo encontrada nesta tese entre o alelo “Ins” e
esquizofrenia apresenta uma rationale dentro da hipotese dopaminérgica da esquizofrenia.
Como tal alelo deve estar relacionado com maior expressio do DRD2, uma maior
densidade de receptores DRD2 poderia levar a uma maior resposta dopaminérgica nesses
individuos, com subseqiiente aparecimento de sintomas psicoticos, que marca o quadro de

esquizofrenia.

Ser9Gly-DRD3

Estudos com o polimorfismo Ser9Gly do DRD3 vém mostrando resultados
interessantes. Meta-analise realizada com todos os estudos de associa¢ao conduzidos até
entdo, realizada por Jonsson et al. (2003), demonstrou excesso de homozigose entre os
pacientes com esquizofrenia. No entanto, no ano seguinte, 0 mesmo grupo refez a meta-
analise, aumentando a amostra analisada para mais de 11.000 individuos, ndo encontrando
mais o achado anterior (Jonsson et al., 2004). Entretanto, varios estudos tém evidenciado
associacdo entre homozigosidade do polimorfismo Ser9Gly e esquizofrenia, fato que nao
deve ser desconsiderado, apesar do resultado da ultima meta-analise publicada.

A homozigosidade ¢ fendmeno que também vem sendo encontrado em outras
doengas, como a artritre reumatoide e a psoriase. Uma explicagdo para tal achado ¢ que a
presenca de duas formas moleculares de um determinado receptor neuroquimico em um

individuo poderia resultar em um aumento na sua capacidade de resposta adaptativa a
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variagdes ambientais ocorridas durante o seu neurodesenvolvimento, ou mesmo durante sua
vida adulta (Crocq et al., 1992). A homozigosidade também tem sido observada
preferencialmente em pacientes do sexo masculino, o que reforga a idéia da existéncia de
fatores de susceptibilidade que sdo mais importantes para um género quando comparado ao
outro (Lewis et al., 1992). Uma explicacdo para essa diferenca relacionada ao sexo ¢ que os
estrogenos apresentam uma acdo antidopaminérgica, sendo que isso poderia prevenir ou
retardar o aparecimento da esquizofrenia (Mant et al., 1994).

No presente estudo ndo houve diferenca na distribuicdo alélica ou genotipica entre
as populagdes de casos e controles. Foi também tentado repetir os achados que tém
mostrado possivel associagdo entre homozigosidade e o polimorfismo Ser9Gly do DRD3
esquizofrenia. No entanto, essa associagdo também ndo foi evidenciada na presente
amostra.

Porém, por conta dos achados que vém sendo publicados com esse polimorfismo e
esquizofrenia, e pelo fato de receptores DRD3 que apresentam o aminodacido glicina (Gly)
poderem apresentar maior afinidade a dopamina (Lundstrom & Turpin, 1996), tal

polimorfismo continua de interesse para investigagdes genéticas em tal transtorno.

VNTR-SLC6A3

Polimorfismos responsaveis por codificar variantes da proteina transportadora de
dopamina com maior ou menor atividade na sua agdo apresentam interesse para a
investiga¢do como fator de risco para a esquizofrenia. O mecanismo que explicaria uma
possivel associa¢do entre um determinado fendtipo e um polimorfismo localizado dentro da
regido 3’ ndo codificadora de um gene, como ¢ o caso do VNTR do SLC6A3, ainda ndo ¢

bem compreendido. Alguns estudos t€ém proposto que essa regido possa estar envolvida na
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regulacdo da eficiéncia da transcricdo, na estabilidade do RNA mensageiro ou na
localizagdo subcelular do RNA mensageiro (Mignone et al., 2002). Embora esse
polimorfismo VNTR no SLC6A3 localiza-se na regido 3'UTR do gene, estando no final
oposto das seqii€éncias promotoras, as seqiiéncias 3’'UTR sdo conhecidas pelo seu papel na
regulacdo da expressdo génica (Asherson et al., 2004). Essas seqiliéncias podem controlar
especificamente a exportagdo nuclear do acido ribonucléico-mensageiro (mRNA), sua
poliadenilacdo e sua taxa de degradagao (Conne et al., 2000). A regido 3'UTR pode, entdo,
ser vista como uma regido regulatéria que é essencial para a expressdo apropriada de
muitos genes. No entanto, em estudo conduzido por Mill et al. (2005), ndo foi observado
efeito desse polimorfismo sobre a expressao génica.

Os resultados da investigacdo com o polimorfismo VNTR do gene do SLC6A3
nesta tese estdo de acordo com a quase totalidade dos estudos publicados até o momento,
que falharam ao tentar encontrar uma associacdo entre esse polimorfismo e esquizofrenia.
No entanto, tal polimorfismo pode estar envolvido na susceptibilidade a outros transtornos
psicoticos, como o transtorno bipolar do humor (Kelsoe et al., 1996; Waldman et al., 1997;
Greenwood et al., 2001) e parandia induzida pelo uso de cocaina (Gelernter et al., 1994),
bem como a transtornos do espectro esquizofreniforme, como o transtorno de personalidade
esquizoéide (Blum et al., 1997). No entanto, tal polimorfismo ainda deve ser investigado,
especialmente pensando-se no estudo de grupos especificos de sintomas, como as
manifestagdes psicoticas. Além disso, outros SNPs desse gene também podem ser de

interesse, como o A1343G, que sera apresentado abaixo.
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A1343G-SLC6A3

O estudo do polimorfismo A1343G do gene do SLC6A3 ¢ uma contribui¢do inédita
deste trabalho para as investigagdes genéticas em esquizofrenia. Tal polimorfismo ¢
sindnimo, ndo havendo mudan¢a de aminoacido na proteina (Ser/Ser) e parece que ndo ¢
funcional (Greenwood et al., 2002). Apesar disso, seu estudo é importante, pois tal
polimorfismo pode estar em LD com outra variante génica no SLC6A3, que ¢ um gene de
interesse para esquizofrenia. Além disso, trabalhos mais recentes vém demonstrando que
polimorfismos sindnimos, que aparentemente ndo deveriam implicar em alteracdes na
expressdo génica, podem fazé-lo. Estudo realizado com receptores DRD2 mostrou que
mutagdes sindnimas no DNA podem afetar a estabilidade do m-RNA e a sintese do receptor
(Duan et al., 2003). Tal fato também justifica a pesquisa com polimorfismos sindnimos,
como no caso desta tese.

Neste trabalho, foi encontrada associacdo entre o polimorfismo investigado do
SLC6A3 e esquizofrenia. Porém, estudos com outras populagdes, de etnias distintas devem

ser realizadas, bem como com outro haplotipos desse gene.

A/G da regiao UTR do COMT

O COMT tem sido considerado de interesse para estudos de transtornos
psiquiatricos, em especial, esquizofrenia. O COMT localiza-se na regido cromossdmica
22qll, que estd relacionada a sindrome velocardiofacial, que ¢é caracterizada por
microdelecdo hemizigdtica nessa mesma regido. Tal doenga tem incidéncia de 1:4000
nascidos vivos e apresenta caracteristicas clinicas marcadas por sintomas somaticos
(principalmente alteragdes congénitas cardiovasculares e anomalias craniofaciais), além de

manifestagdes neuropsiquiatricas, como deficiéncia mental e sintomas psicoticos. Tal
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sindrome ¢ associada com alta prevaléncia de esquizofrenia, sendo que o risco para o
desenvolvimento desse transtorno psiquiatrico € cerca de 25 vezes maior quando
comparado com a populacdo geral. Pacientes com esquizofrenia, em geral, também
apresentam, em até 2% dos casos, microdelecdes na regido cromossomica 22ql1. Assim
sendo, tal hemidelecdo confere importante risco para o aparecimento de esquizofrenia,
sendo menor apenas que a presenga de um irmao gémeo com o transtorno. Desse modo, o
gene da COMT coloca-se como de interesse para pesquisas de susceptibilidade para
esquizofrenia (Jolin et al., 2006). Ademais, tal gene apresenta um polimorfismo funcional
(Vall08/158Met), que altera sua atividade enzimatica em até quatro vezes, podendo
influenciar na disponibilidade sinaptica de neurotransmissores, como a dopamina. Além do
mais alguns estudos de ligacdo também tém mostrado resultados positivos entre
esquizofrenia e a regido 22q11 (Levinson, 2005).

O polimorfismo do COMT investigado nesta tese localiza-se na regido 3" UTR do
COMT, proximo ao exon 1. Bray et al. (2003), em estudo postmortem, mostraram que tal
polimorfismo altera a expressdo do COMT, sendo que o alelo G, relacionado como fator de
risco para esquizofrenia no estudo de Shifman et al. (2002), esta relacionado a uma
diminui¢ao dessa expressao.

No entanto, estudos que se seguiram a investigacdo inicial de associacdo do
polimorfismo rs165599 e esquizofrenia tém encontrado resultados inconclusivos. Como tal
polimorfismo passou a ser estudado mais recentemente, ainda nao ha resultados de meta-
analise para comegar a indicar a participagdo do papel desse marcador na etiopatogenia da
esquizofrenia. Os resultados do nosso trabalho ndo mostraram associacdo entre tal

polimorfismo do COMT e esquizofrenia.
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Analise de Homozigosidade

Homozigosidade tem sido reportada como fator de risco para varias doengas, ndo
apenas psiquiatricas. Desse modo, em todos os polimorfismos testamos a hipotese da
existéncia de associacdo entre esquizofrenia e homozigosidade.

Encontramos associagdo entre homozigosidade e esquizofrenia na investigacao do
polimorfismo -141C (Ins/Del). No entanto, examinando a composi¢cdo do grupo de
homozigosidade, observa-se que ndo ha diferengas entre os grupos de casos e controles para
o gendtipo homozigoto “Del/Del”. Assim, aparentemente a associagdo que fora observada ¢é
devido apenas a alta prevaléncia do gendtipo “Ins/Ins” entre os pacientes (gendtipo esse
associado como fator de risco para esquizofrenia em nossa amostra).

Assim sendo, ndo encontramos associagdo significativa entre homozigosidade e

esquizofrenia na amostra investigada neste trabalho.

Comparacio entre Grupos
a) Género

Diferencgas fenotipicas na SCZ tém sido observadas entre pacientes de gé€nero
distintos (Salem & Kring, 1998). Tais diferengas na apresentagdo clinica poderiam refletir
também em diferencas na susceptibilidade genética ao transtorno. No entatnto, ainda ndo ha
evidéncias suficientes para garantir a existéncia desse componente genético distinto entre
os sexos. Estudo genético-epidemiologico com gémeos, contando com grande amostra, nao
evidenciou a ocorréncia dessa diferenca genética baseada no género (Cannon et al., 1998).
Porém, varios estudos genético-moleculares tém mostrado diferencas na associagao alélica

e genotipica baseada no género dos pacientes. Por conta disso, na presente tese, optou-se
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por fazer analise para investigar essa questdo nos polimorfismos investigados. Foi realizada
analise estratificada por género e regressdo logistica para todos os polimorfismos
investigados. Apesar de nos casos nos quais had resultados entre esquizofrenia e os
polimorfismos estudados, a associagdo perdeu-se com a andlise de gé€neros, podia-se
perceber que a diferenca de prevaléncia dos alelos e genotipos mantinha-se entre casos ¢
controles, e que tal fenomeno apareceu devido a uma diminui¢do do numero de individuos
analisados com a andlise estratificada. Assim, ao utilizar a regressao logistica, percebeu-se
que o género realmente ndo ¢ variavel de confusdo para a andlise de associagdo entre os

polimorfismos investigados como fator de risco para esquizofrenia.

b) Subtipos de Esquizofrenia

Levando-se em conta o subtipo de esquizofrenia como fator de confusio, como no
caso do género, a regressao logistica também descartou tal possibilidade. No entanto, como
havia cinco grupos de subtipos de esquizofrenia, porém apenas dois dele representavam
uma quantidade significativa de individuos — esquizofrenia parandide: 169 (68,98%), e
esquizofrenia desorganizada: 53 (21,63%), com um total de 90,61% dos pacientes —
optou-se por utilizar nas analise apenas esses dois grupo de pacientes, com o objetivo de

ndo perder poder estatistico com a analise em muitos com niimeros pequenos.

Analises de LD e Haplétipos
Nao houve associacdo com a andlise de hapldtipos, mesmo com a participagdo
nesses haplotipos de polimorfismos que mostraram associagdo com esquizofrenia. Tal fato

¢ compreensivel, pois a andlise de LD ndao mostrou que os polimorfismos estudados
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compunham blocos haplotipicos. Nosso resultado vai de encontro a trabalho recente
publicado por Michael et al. (2007) com os polimorfismos Taql A e -141C (Ins/Del) do

DRD2.

Resultados Falso-Negativos e Falso-Positivos

Viérios fatores podem dificultar que encontremos resultados adequados nos estudos
de associacdo genética em psiquiatria. O baixo poder estatistico de cada estudo
individualmente ¢ um deles. Devido ao fato de muitos estudos apresentarem pequena
amostra, pode ocorrer um risco maior tanto para o aparecimento de resultados falso-
positivos como falso-negativos, contribuindo também para a dificuldade de replicacdo de
achados prévios (Altshuler et al 2000; Hirschhorn et al 2002). No presente trabalho, o poder
da amostra mostrou-se adequado para o tipo de estudo que pretendiamos conduzir. Além
disso, resultados desse trabalho tém contribuido para meta-analises publicadas na area, no
caso estudos com o polimorfismo Ser9Gly (Jonsson et al., 2003; Jonsson et al., 2004).

A diferenca étnica entre os grupos de pacientes e casos também pode se configurar
em problema para estudos os que conduzimos neste trabalho. Como j& exposto nesta tese,
em caso de estratificacdo étnica, a associa¢cdo pode ser mascarada ou aparecer de maneira
espuria. Tal questdo pode ocorrer em estudos de associagdo do tipo caso-controle em geral.
Na seqiiéncia seguem exemplos de como tal fendmeno pode ocorrer. O componente
genético distinto pode influenciar na manifestacdo de varios fendtipos, como ocorre, por
exemplo, no caso do gene da enzima proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 serine
protease (PCSKD9), cujas variantes estdo distribuidas de maneira distinta entre populagdes

de negros e caucasianos, regulando, portanto, de maneira diferente os niveis séricos de
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colesterol LDL (low density lipoproteins: lipoproteinas de baixa densidade) nessas etnias
(Cohen et al., 2006). Na psiquiatria, o componente genético relacionado a etnia tem sido
relacionado com a doenga de Alzheimer, por exemplo. Ha relatos indicando que o gene da
apolipoproteina E (ApoE) pode desempenhar papel distinto como fator de risco para
Alzheimer entre as etnias caucasiana, hispanica e negra (Tycko et al., 2004). Desse modo, a
questdo da estratificagdo populacional em amostras brasileiras ¢ importante questdo a ser
considerada em estudos genéticos de associagdo.

O poder para a detecgdo de associagdes entre polimorfismos e determinadas
caracteristicas fenotipicas pode estar reduzida em amostras com miscigenacdo étnica
(Spielman & Ewens, 1996; McKeigue et al., 2000). Com o objetivo de enfrentar essa
questdo, pode-se tentar identificar a origem étnica da amostra e compor grupos de casos e
de controles de maneira mais homogénea. No entanto, no Brasil, caracteristicas fisicas
como pigmentagdo da pele, cor e textura do cabelo, formato dos labios e do nariz, sdo
preditores pobres de ancestralidade (Parra et al., 2003), o que dificulta tal tarefa. Assim,
tese de doutorado recente de nosso grupo investigou essa questdo (Guindalini, 2005).
Foram estudadas amostras de pacientes e controles do Banco de DNA do PROGENE com
marcadores génicos (24 marcadores populacionais) de caracterizagdo étnica. A conclusdo
da referida tese foi de que comparagdes entre o grupo de casos e controles revelaram uma
similaridade étnica entre os grupos, quanto a freqiiéncia alélica dos marcadores
populacionais e quanto a contribui¢do de cada uma das trés subpopulacdes constituintes da
amostra, sendo que pos a corregdo estatistica para a presenca de estratificacdo populacional,
os testes de associacdo ndo apresentaram modificagdes significativas. Tal fato indica que,
apesar da grande miscigenagdo étnica da populagdo brasileira, esse fendmeno pode nao

configurar fator responsavel por viés em nossos estudos genéticos de associa¢do. Grande
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parte dos controles da tese de Guindalini (2005) foi utilizada na presente tese. Além disso,
o fato de nossa amostra estar em equilibrio de Hardy-Weinberg para os polimorfismos
estudados indica também que a estratificagdo populacional pode ndo ser um problema tao
significativo neste trabalho (Weiss et al., 2001).

Outro aspecto que merece ser destacado nessa discussdo ¢ a caracterizagdo do
diagnéstico dos pacientes. E sempre importante que o diagndstico do paciente seja feito de
maneira confiavel, uma vez que toda a investigacao bioldgica subseqiiente necessita de
uma caracterizacao clinica adequada, ja que estamos a procura de substratos bioldgicos de
manifestagdes clinicas. Assim sendo, o uso de instrumentos diagndsticos estruturados e,
portanto, confidveis tem sido disseminado nos mais distintos estudos em psiquiatria, area
na qual o diagndstico ¢ eminentemente clinico. No entanto, entrevistas com essas
caracteristicas também podem levar a problemas no estabelecimento do diagndstico, ja que
sabemos que os quadros clinicos podem modificar sua apresentacdo ao longo do tempo,
dificultando a determina¢do do diagnostico em uma unica entrevista, em um corte
transversal, ademais a confibiabilidade entre os diferentes instrumentos diagnésticos
também pode se configurar em problema (Hiller et al., 2003). Por outro lado, a avaliagdo
clinica baseada na consulta a prontuarios pode trazer dificuldades, ja que perde em rigor
metodolégico. No entanto, ¢ interessante alguns dados que apontam para a consulta de
prontudrios e informagdes clinicas gerais das instituicdes onde os pacientes sdo
acompanhados como sendo de interesse para pesquisas na area de psiquiatria. Ekholm et al.
(2005), em estudo com uma populagdo de 143 pacientes com esquizofrenia ou transtornos
correlatos, encontraram concordancia de 94% entre os diagnosticos feitos baseados em
prontuarios médicos e feitos através da aplicacdo de instrumento padronizado de avaliagdo,

o OPCRIT (Operational Criteria) (McGuffin et al., 1991). Sendo assim, para pacientes em
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acompanhamento clinico institucional de longa data, a avaliagdo por meio dos prontuarios
médicos pode ser aventada, oferecendo também uma vantagem no que tange ao custo-

beneficio de sua utilizagao.

Consideracoes Gerais

Diante do exposto, fica claro a importancia da realizagdo de investigagdes na area de
genética em psiquiatria, mesmo com polimorfismos ja estudados na literatura. Assim, o
presente trabalhou trouxe dados para tentar contribuir com a melhor compreensdo da

participacdo dos polomorfismos investigados.

Perspectivas Futuras

A partir dos resultados encontrados na presente tese, pretende-se continuar a
investigagdo com polimorfismos genéticos que se encontram em DL com aqueles
marcadores que apresentaram associagdo com esquizofrenia na amostra estudada, por meio
de estudos do tipo caso-controle. Desenhos de estudo do tipo trios também estdo sendo
programados, a partir de amostras que estdo sendo coletadas.

Outra abordagem interessante para auxiliar na investigacdo de tais polimorfismos ¢é
o Genome Wide Scan por meio da técnica de microarray com DNA pooling. Tal
metodologia ¢ importante, pois sendo uma técnica de varredura gendmica, pode indicar
quais polimorfismos sdo de interesse para a continuacdo da investigacdo em futuras
abordagens com estudos do tipo caso-controle. No momento, a parte laboratorial do pool de

DNA e do microarray ja foi realizada pelo aluno no “Social, Genetics and Developmental
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Psychaitry (SGDP), Institute of Psychiatry, University of London”, sendo que a analise dos

resultados do microarray estd em andamento.
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Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos pelas genotipagens realizadas até o momento, existe
associagdo entre os polimorfismos -141C (Ins/Del) do DRD2 (rs1799732) e A1343G do
SLC6A3 (rs6347) com esquizofrenia na amostra investigada.

Quando todos od dados forem publicados, os mesmos poderdo ajudar a compor
estudos de meta-analise, que, com amostras maiores poderdo apresentar melhores
condig¢oes de confirmar ou descartar as associagdes encontradas.

Além disso, os polimorfismos que apresentaram resultados negativos nao devem ser
descartados, ja que amostras maiores, com outros grupos étnicos podem ajudar na
elucidacdo dessa questdo. O mesmo deve se passar com 0s genes, cujos polimorfismos nao
apresentaram polimorfismos com resultados positivos nesta tese, ja que outros
polimorfismos nesses genes podem estar associados como fatores de risco para o

desenvolvimento de esquizofrenia.
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ANEXO 3:
Critérios diagnésticos para esquizofrenia de acordo com o DSM-IV (American

Psychiatric Association, 1994)

Critérios Diagnosticos para Esquizofrenia — DSM-IV

A. Sintomas caracteristicos: Dois (ou mais) dos seguintes, cada qual presente
por uma porg¢ao significativa de tempo durante o periodo de 1 més (ou
menos, se tratados com sucesso):

(1) delirios

(2) alucinagdes

(3) discurso desorganizado (por ex., freqiiente descarrilamento ou
incoeréncia)

(4) comportamento amplamente desorganizado ou catatonico

(5) sintomas negativos, isto ¢, embotamento afetivo, alogia ou avoli¢do

Nota: Apenas um sintoma do Critério A € necessario se os delirios sao
bizarros ou as alucinagdes consistem de vozes que comentam o
comportamento ou os pensamentos da pessoa, ou duas ou mais vozes
conversando entre si.

B. Disfungao social/ocupacional: Por uma porgao significativa do tempo
desde o inicio da perturbacdao, uma ou mais areas importantes do
funcionamento, tais como trabalho, relagdes interpessoais ou cuidados
pessoais, estdo acentuadamente abaixo do nivel alcancado antes do inicio
(ou, quando o inicio da-se na infancia ou adolescéncia, fracasso em atingir o
nivel esperado de aquisi¢do interpessoal, académica ou ocupacional).

C. Duragao: Sinais continuos da perturbagdo persistem por pelo menos 6
meses. Este periodo de 6 meses deve incluir pelo menos 1 més de sintomas
(ou menos, se tratados com sucesso) que satisfazem o critério A (isto €,
sintomas da fase ativa) e pode incluir periodos de sintomas prodrémicos ou
residuais. Durante esses periodos prodromicos ou residuais, os sinais da
perturbagdo podem ser manifestados apenas por sintomas negativos ou por
dois ou mais sintomas relacionados no Critério A presentes de uma forma
atenuada (por ex., crengas estranhas, experiéncias perceptuais incomuns).

D. Exclusdo de Transtorno Esquizoafetivo e Transtorno do Humor: O
Transtorno Esquizoafetivo e o Transtorno do Humor com Aspectos
Psicoéticos foram descartados, porque (1) nenhum Episédio Depressivo

Maior, Maniaco ou Misto ocorreu concomitantemente aos sintomas da fase
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ativa; ou (2) se os episddios de humor ocorreram durante os sintomas da fase
ativa, sua durag¢do total foi breve relativamente a durag¢do dos periodos ativo
e residual.

E. Exclusdo de substancia/condi¢do médica geral: A perturbagdo ndo se deve
aos efeitos fisiologicos diretos de uma substancia (por ex., uma droga de
abuso, um medicamento) ou a uma condi¢do médica geral.

F. Relagdo com um Transtorno Invasivo do Desenvolvimento: Se existe uma
historia de Transtorno Autista ou um outro Transtorno Invasivo do
Desenvolvimento, o diagnostico adicional de Esquizofrenia ¢ feito apenas se
delirios ou alucinagdes proeminentes também estdo presentes por pelo
menos 1 més (ou menos, se tratados com sucesso).

Classificacao do curso longitudinal (pode ser aplicada apenas 1 més apods o
aparecimento inicial dos sintomas da fase ativa):

Episodico Com Sintomas Residuais Entre Episddios (episodios sao definidos
pelo ressurgimento de sintomas psicoticos proeminentes); especificar
também se:

Com Sintomas Negativos Proeminentes

Episddico Sem Sintomas Residuais Entre Episodios

Continuo (sintomas psicoticos proeminentes estdo presentes durante todo o
periodo de observagdo); especificar também se: Com Sintomas Negativos
Proeminentes

Episodio Unico em Remissio Parcial; especificar também se: Com Sintomas
Negativos Proeminentes

Episodio Unico em Remissio Completa

Outro Padrio ou Padrao Inespecifico
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Tipos de Esquizofrenia:

- Esquizofrenia Tipo Paranéide (295.30)

- Esquizofrenia Tipo Desorganizado (295.10)
- Esquizofrenia Tipo Catatonico (295.20)

- Esquizofrenia Tipo Indiferenciado (295.90)
- Esquizofrenia Tipo Residual (295.60)

295.30 Tipo Parandide |

Um tipo de Esquizofrenia no qual sédo satisfeitos os seguintes critérios: |

A. Preocupac¢do com um ou mais delirios ou alucina¢des auditivas
frequentes.

B. Nenhum dos seguintes sintomas é proeminente: discurso
desorganizado, comportamento desorganizado ou catatdnico, ou afeto
embotado ou inadequado.

295.10 Tipo Desorganizado |

Um tipo de Esquizofrenia no qual sado satisfeitos os seguintes critérios: |

A. Todos os seguintes sintomas sdo proeminentes: |

(1) discurso desorganizado
(2) comportamento desorganizado
(3) afeto embotado ou inadequado

B. N&o séo satisfeitos os critérios para Tipo Catatbnico. |

295.20 Tipo Catatdnico |

Um tipo de Esquizofrenia no qual sado satisfeitos os seguintes critérios: |

(1) imobilidade motora evidenciada por cataplexia (incluindo
flexibilidade cérea ou estupor)

(2) atividade motora excessiva (aparentemente desprovida de
propésito e ndo influenciada por estimulos externos)

(3) extremo negativismo (uma resisténcia aparentemente sem motivo
a toda e qualquer instrugdo, ou manutengdo de uma postura rigida
contra tentativas de mobilizacdo) ou mutismo

(4) peculiaridades do movimento voluntéario evidenciadas por posturas
(adocgéo voluntéaria de posturas inadequadas ou bizarras, movimentos
estereotipados, maneirismos proeminentes ou trejeitos faciais
proeminentes)

(5) ecolalia ou ecopraxia
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295.90 Tipo Indiferenciado

Um tipo de Esquizofrenia no qual os sintomas que satisfazem o Critério
A estéo presentes, mas ndo sdo satisfeitos os critérios para os Tipos
Parandide, Desorganizado ou Cataténico.

295.60 Tipo Residual |

Um tipo de Esquizofrenia no qual sado satisfeitos os seguintes critérios: |

A. Auséncia de delirios e alucinagdes, discurso desorganizado e
comportamento amplamente desorganizado ou cataténico
proeminentes.

B. Existem evidéncias continuas da perturbacéo, indicadas pela
presenca de sintomas negativos ou por dois ou mais sintomas
relacionados no Critério A para Esquizofrenia, presentes de forma
atenuada (por ex., crengas estranhas, experiéncias perceptuais
incomuns).
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ANEXO 4:
Protocolo de Extragio de DNA: método salting out, descrito por Miller et al. (1988)
1. Lise da hemacea
Transferir o volume total de sangue (10 ml) para um tubo de 50 ml.
Adicionar 1 vez o tampao A (mantido a 4°C) até completar 20 ml.
Homogeneizar no vortex.
Deixar na geladeira por 10 minutos.

Centrifugar a 4°C por 10 minutos a 3000 rpm.

2. Lavagem de leucdécitos

Descartar o sobrenadante.

Adicionar 20 ml de tampao A.

Ressuspender o sedimento por agitagdo no vortex.
Deixar no gelo por 10 minutos.

Centrifugar a 4°C por 10 minutos a 3000 rpm.

3. Lise dos leucdcitos

Descartar o sobrenadante.

Adicionar 3 ml de tampao B.

Adicionar 200 ul de SDS 10%.

Adicionar 500 pl de tampao C com proteinase K.
Agitar no vortex até ficar parecido com “clara de neve”.

Deixar a 37°C por 24 horas.
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4. Precipitacao

Adicionar 1 ml de solugdo D (NaCl 6M)

Agitar durante 1 minuto no vortex.

Centrifugar a 4°C por 20 minutos a 3000rpm.

Transferir cuidadosamente o sobrenadante para um tubo de 15 ml.
Adicionar um volume (1:1) de etanol 100% (mantido a -20°C).
Pescar com a ponteira amarela o DNA precipitado.

Transferir para o tubo eppendorf de 1,5 ml contendo 1 ml de etanol 70%. (fazer em
isopor contendo gelo seco)

Centrifugar a 4°C por 15 minutos a 13500 rpm.

Descartar o sobrenadante.

Deixar os tubos de cabega para baixo na estante até secagem.

Ressuspender o sedimento em 1 ml de TE 1X.

5. Dosagem da concentragdo de DNA
Colocar 1000uL de TE 1X na cubeta 1 (para zerar), e 990uL de TE 1X na cubeta 2.
Fazer a leitura da concentracao do DNA, a 260 nm — 280 nm
O ideal ¢ que DO (260) + DO (280) seja entre 1,7 e 2,1 (representa a qualidade do
DNA)
Ap6s a leitura: Acertar a concentragdo para 100ng/pL
Alicotar o DNA, colocandon no eppendorf, a quantidade de DNA calculada ¢ a

quantidade de Tampao TE 1X autoclavado para completar um volume de 100uL.
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ANEXO 5:
Reacao de Polimerizacio em Cadeia (PCR)

A reacdo de polimerizacdo em cadeia € a técnica de amplificagdo do DNA ou RNA
in vitro, utilizando-se basicamente de uma reacdo enzimadtica catalisada pela polimerase
(enzima termoestavel) cuja atividade depende de ions magnésio e ocorre em trés etapas:
denaturation/ melting (ou desnaturagdo), annealing (ou anelamento, hibridiza¢do) ¢
extension (ou extensdo). Metodologicamente a PCR requer os trés passos (Hirata et al,
1997):

1. Denaturagdo — Inicialmente é necessario que as duas fitas de DNA a ser amplificado
sejam separadas. A elevagdo da temperatura entre 90°C a 95°C promove a separagdo da

dupla fita em duas fitas simples.

2. Anelamento — A polimerase para assumir suas funcdes, isto ¢ anexar as bases
complementares, transformando as fitas simples em duplas fitas, necessita de um fragmento
de DNA ja ligado na regido previamente escolhida. A solug¢do, entdo ¢ demarcar as
extremidades do DNA de interesse nas duas longas fitas simples, tornando-as duplas apenas
nesse intervalo. Para isso adicionam-se a solugdo, os primers ou iniciadores que sdo
pequenos fragmentos sintéticos de DNA de fita simples — oligonucleotideos de 20 a 30
bases nitrogenadas de comprimento — que sao sintetizados in vitro baseado na seqiiéncia do
DNA a ser amplificado sendo eles complementares a seqiiéncia do segmento de DNA de
interesse. A hibridizacdo dos primers descrito como annealing, deve ser feita a uma

temperatura inferior a da denaturagdo (45° a 60°C).
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3. Extensdo — Quando os primers encontram e ligam-se aos segmentos complementares, a
DNA-polimerase pode assumir sua fungdo. Inicia-se a partir dos pequenos fragmentos de
DNA de fita dupla (resultado do anelamento do primer), incorporando uma um o0s
nucleotideos correspondentes, isto €, as bases juntamente com as moléculas de agtcar e
fosfato. A DNA-polimerase liga os nucleotideos entre si, completando assim as fitas
simples e tornado-as duplas (extensdo). Os fragmentos de DNA recém-formados fornecem
mais moldes para a montagem de novas fitas nos ciclos subseqiientes. Apos cada ciclo, o
numero de fragmentos se duplica, de um formando-se 2 e entdo novamente 4, 8, 16, 62 ,64,
128 e assim por diante. Teoricamente apds 20 ciclos tém-se cerca de um milhdo, apos 30

ciclos, cerca de um bilhdo de copias do fragmento de DNA de interesse.
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