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1 Resumo

A fisiopatologia da esquizofrenia parece envolver uma complexa interacdo entre
vulnerabilidades genéticas e fatores de risco ambientais. O uso de Cannabis tem sido apontado
como um destes fatores, que contribui para o surgimento de sintomas psic6ticos em individuos
predispostos e piora o0 curso da doenca pré-estabelecida. O sistema endocanabindide esta
envolvido neste processo, podendo apresentar possiveis implicacbes na manifestacdo de

sintomas.

O presente trabalho teve como objetivo geral verificar se variantes dos genes CNR1
(codificador do receptor endocanabindide tipo 1) e AKT1 (codificador de proteina serina-treonina
quinase), individualmente ou interativamente, e o uso de Cannabis podem ser fatores de risco

para a esquizofrenia e para a refratariedade ao tratamento com antipsicoticos.

Foram estudados 202 pacientes portadores de esquizofrenia e 277 individuos saudaveis.
Os polimorfismos rs1049353 (G/A) e rs806380 (A/G) do gene CNR1 e os rs2494732 (C/T) e
rs1130233 (A/G) do gene AKT1 foram genotipados por meio da técnica de PCR (polymerase
chain reaction) em tempo real com sistema de deteccdo Tagman®. Tais polimorfismos foram
correlacionados ao diagnostico de esquizofrenia e a outras varidveis, tal como o uso de
Cannabis, resposta ao tratamento e subtipos da doenca. Também foi realizada andlise de
estratificacdo populacional a partir de marcadores genéticos escolhidos para a populacdo

brasileira a fim de correcdo estatistica de fatores confundidores relacionados a diferencas étnicas.

Foi visto uma influéncia positiva da idade de acometimento em pacientes refratarios
quando comparados com os pacientes respondedores (p = 0,006), confirmando os dados da
literatura que sugerem uma idade de acometimento mais precoce da doenga em portadores de

esquizofrenia refrataria.

A interacdo dos gendtipos AA do polimorfismo rs806380 e do genotipo CT do
polimorfismo rs1049353, ambos do gene CNR1, teve uma associacao positiva com a etiologia da
doenca (p = 0,036; O.R. = 0,462), sugerindo um marcador de protecdo para a esquizofrenia.
Além disso, foi encontrada uma associagdo positiva entre o gendtipo GG do polimorfismo

rs806380 do gene CNR1 e o diagndstico de transtorno esquizoafetivo quando comparado ao



diagnostico de esquizofrenia (p = 0,006), sugerindo um marcador de suscetibilidade para a
doenca, 0 que pode ajudar no diagnostico diferencial entre esquizofrenia e transtorno

esquizoafetivo.

Dessa forma, 0 nosso estudo possibilitou uma melhor caracterizacdo dos genes CNR1 e
AKT1 na esquizofrenia, bem como identificou variantes que podem auxiliar no diagnostico
diferencial da esquizofrenia e confirmou uma interacdo entre fatores de suscetibilidade para a

etiologia da doenca.



2 INTRODUCAO

2.1 Contexto

A esquizofrenia € uma doenca mental grave, caracterizada por um complexo conjunto de
distdrbios do pensamento, percepc¢édo, afeto e comportamento social (Organizacdo Mundial de
Salde - OMS, 1998). Dentre todas as condi¢fes psiquiatricas, € uma das mais intrigantes e
estigmatizadas. Atinge cerca de 1% da populacdo, o que somado as suas caracteristicas de inicio
precoce e prejuizo funcional coloca-a entre as 10 principais causas de anos perdidos de vida
saudavel listadas pela OMS (Mathers et al., 2006). Apesar do impacto da doenca para 0s
pacientes, familiares e o sistema de saude, alem de ser alvo de estudos ha mais de 100 anos, suas
causas ainda ndo foram completamente esclarecidas. O conhecimento atual aponta para uma
etiologia multifatorial, resultante da interacdo entre fatores genéticos e ambientais (Leroy et al.,
2001, Caspi et al., 2005).

De acordo com o Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-1V)
(First et al., 1996), a esquizofrenia pode ser dividia em 5 subtipos: paranoide, desorganizada,
catatonica, indiferenciada e residual. A diferenca entre elas esta baseada nos sintomas e critérios
de diagnostico do DSM-1V, sendo necessario apresentar pelo menos dois entre 0s cinco sintomas
representativos da doenca por um intervalo de tempo significativo dentro de um periodo de um
més. Dependendo de quais sintomas presentes no paciente, ele sera classificado em um dos
subtipos descritos acima.

Um diagnostico diferencial seria o de transtorno esquizoafetivo. Este é considerado como
um quadro depressivo na esquizofrenia, pois 0s pacientes apresentam sintomas afetivos além dos
psicoticos. Porém, esse € um diagnéstico ainda controverso, que exige a presenca de ambos 0s

sintomas em momentos diferentes (Noto e Bressan, 2010).
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2.2 Teorias neurobioldgicas da esquizofrenia

A idéia de uma alteracdo bioldgica causando a esquizofrenia € tdo antiga quanto a
definicdo desta enquanto entidade nosologica. Kraepelin (1996), ao sistematizar os diagndsticos
psiquiatricos, agrupou a entdo chamada dementia praecox dentro do grupo das deméncias
endogenas. O conceito de endogenicidade era fundamental para o sistema krapeliniano e embora
expressasse 0 desconhecimento das causas reais das afecgdes mentais foi de grande importancia
ao centrar na propria constituicdo do individuo, a origem da doenca. A concepcdo de um
transtorno demencial direcionou inicialmente as pesquisas para um processo neurodegenerativo.
Alzheimer foi o primeiro a conduzir estudos neuropatoldgicos e ndao observou gliose reativa
diferenciando os processos neuropatolégicos envolvidos na esquizofrenia das deméncias senis
(Bogerts, 1999).

As dificuldades metodoldgicas inerentes aos estudos neuropatoldgicos, os achados
inconsistentes e 0 advento dos antipsicoticos na década de 50, fizeram com que as pesquisas

passassem a enfocar 0s neurotransmissores como elementos centrais na génese da esquizofrenia.

Nesse contexto, surge a teoria dopaminérgica que se baseia principalmente nas evidéncias
de que todos os antipsicoticos compartilham entre si algum grau de afinidade por receptor D2
(Talbot e Laruelle, 2002; Kapur e Seeman, 2001) e que drogas que aumentam a transmissao
dopaminérgica, como as anfetaminas, podem induzir sintomas psicoticos em individuos sadios e
agravam 0s pré-existentes em pacientes esquizofrénicos (Laruelle et al., 1996). Laruelle et al.
(1996), num estudo de SPECT (Single-photon emission computed tomography), demonstraram
um maior aumento da liberacdo de dopamina ap6s administracdo de anfetamina em portadores
de esquizofrenia comparados a controles, primeira evidéncia in vivo de desregulacdo de
neurdnios dopaminérgicos na esquizofrenia. Embora, outras evidéncias se somem a essa de tal
forma que ndo restem davidas sobre a participacdo da dopamina na esquizofrenia, essa teoria
falha enquanto modelo explicativo por ndo elucidar (1) o porqué do inicio dos sintomas ocorrer
usualmente na adolescéncia e inicio da vida adulta; (2) como se ddo as alteracGes estruturais
cerebrais e 0s prejuizos cognitivos e (3) o motivo dos antipsicGticos ndo serem igualmente

eficazes sobre sintomas negativos.
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Além disso, ao lado dos achados sobre neurotransmissores, neuropatologia e
neuroimagem, foi constatado ainda que histdria familiar e fatores ambientais como complicacfes
obstétricas, infeccOes maternas, estacdo do ano ao nascer, sinais neurologicos “leves”, alteragoes
comportamentais e cognitivas e uso de Cannabis parecem também influenciar o risco para o

desenvolvimento de esquizofrenia (McDonald e Murray, 2000; Lewis e Levitt, 2002).

2.3 Sistema Endocanabinoide e esquizofrenia

Nos ultimos anos, outros sistemas neurobioldgicos tém sido apontados como alvos
promissores para o entendimento das possiveis causas da esquizofrenia, como 0s sistemas
glutamatérgico (Goff e Coyle, 2001), adenosinérgico (Lara et al., 2006) e endocanabindide
(Koethe et al., 2009). Este ultimo tem sido cada vez mais citado em inUmeras publicacfes

envolvendo a fisiopatologia da doenca.

Trata-se de um sistema lipofilico de sinalizacdo celular que exerce importantes funcdes
regulatérias sobre o corpo dos mamiferos (Fernandez-Espejo et al., 2009). Esse sistema foi
descoberto na década de 80 (Devane et al.,, 1988) a partir da identificacdo dos receptores
canabindides tipo 1 (CB1) e tipo 2 (CB2). O sistema é formado ainda por ligantes endégenos,
como a anandamida e o 2-aracdonil-glicerol (2-AG), enzimas e transportadores. Os receptores
CB1 e CB2, particularmente os CB1 devido a sua localizagcdo mais central e ampla distribuigéo
por estruturas como ganglios da base, hipocampo, amigdala, regibes do cortex e cerebelo
(Herkenham et al, 1991), atuam na modulacdo de diversos outros sistemas de neurotransmissao
cerebral, dentre eles o sistema dopaminérgico, classicamente associado a esquizofrenia. Algumas
substancias canabindides presentes na planta Cannabis sativa, como o delta-9-
tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol, sdo capazes de se ligar aos receptores CB1 e exercer

importantes efeitos sobre o sistema nervoso central (D’Souza et al., 2004; Zuardi et al., 1982).

Diversos achados reforcam a idéia de que o sistema endocanabindide esteja envolvido na
fisiopatologia da esquizofrenia. O uso de Cannabis, especialmente devido aos efeitos nocivos do
THC, parece aumentar o risco da manifestacdo de sintomas psicoticos em individuos vulneraveis

(Verdoux et al., 2003; Caspi et al., 2005; Henquet et al., 2005;). Além disso, altera o curso e o
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prognostico de transtornos psicoticos pré-existentes, dentre eles a esquizofrenia (Turner e
Tsuang, 1990; Gut-Fayand et al., 2001), promovendo a exacerbacdo de curta duragdo ou
recorréncia de sintomas positivos, piora das fungbes cognitivas (D Souza et al., 2005) e da
resposta terapéutica aos antipsicoticos (Green et al., 2004).

Alguns autores apontam inclusive para a existéncia de uma possivel disfuncdo do sistema
endocanabinoide nos individuos portadores de esquizofrenia. Dean et al. (2001) encontraram,
numa analise post-mortem, um aumento da densidade de receptores CB1 no cdrtex pré-frontal
dorsolateral de portadores de esquizofrenia. Leweke et al. (1999) observaram maior
concentragdo de anandamida (um dos principais canabindides endogenos) no liquido

cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com esquizofrenia.

Do ponto de vista neurobiolégico, conforme demonstrado na figura 1, os canabindides
enddgenos e exdgenos podem participar indiretamente da desregulacdo dopaminérgica
mesocorticolimbica associada ao surgimento dos sintomas psicéticos (Fernandez-Espejo et al.,
2009). Recentemente, Bossong et al. (2009), demonstrou em um estudo de PET-scan (Positron
emission tomography) utilizando o radiotragador D2/D3 racloprida, um aumento da liberagéo de
dopamina no estriado, ap6s a administracdo de THC. Estes resultados sugerem, portanto, que o
sistema endocanabinoide estd envolvido na regulacdo da liberacdo de dopamina no Sistema
Nervoso Central (Bossong et al., 2009). Por isso, a investigacdo de possiveis marcadores
bioldgicos relacionados a este sistema torna-se importante. O sistema endocanabindide, apesar
de ndo estar classicamente associado a fisiopatologia da esquizofrenia, pode exercer influéncias

significativas.
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Via
Mesocorticolimbica

Abuso de f> ﬂ GABA ﬂ DOPAMINA

Cannabis

Excesso de B> Neuronio
canabinodides \;l\;“7 dopaminérgico
endogenos

Interneurdnios -
gabaérgicos Area tegmentar ventral

Figura 1: Abuso de Cannabis/excesso de canabindides enddgenos e o sistema dopaminérgico na esquizofrenia —
uso abusivo de Cannabis, principalmente de seu principio ativo delta-9-THC (ou excesso de canabindides
enddgenos) atua no receptor CB1 induzindo hiperatividade dopaminérgica no sistema limbico (via inibicdo dos

interneurdnios gabaérgicos da area tegmentar ventral). Modificado de Fernandez-Espejo et al., 2009.

2.4 Gene CNR1, esquizofrenia e o uso de Cannabis

Os receptores CBL1 sdo codificados pelo gene CNR1, localizado no cromossomo 6q14-15,
que tem sido considerado um possivel locus de susceptibilidade para a esquizofrenia (Cao et al.,
1997). Uma associacdo entre determinado polimorfismo deste gene (repeticdo AAT) e a forma
hebefrénica da doenca foi estabelecida numa amostra de pacientes japoneses (Ujike et al., 2002).
Tsai et al. (2000) ndo encontrou evidéncias de associacdo positiva em pacientes chineses. A
repeticdo AAT foi ainda estudada em outras populacOes de pacientes portadores de esquizofrenia
e os resultados continuaram sendo controversos. Alguns autores replicaram os achados de
associacdo positiva com a doenga (Chavarria-Siles et al., 2008; Martinez-Gras et al., 2006),

porém, outros ndo evidenciaram nenhuma associagdo (Ballon et al., 2006; Seifert et al., 2007).
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Recentemente, um estudo associou trés tag SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) do
gene CNR1 (portadores do alelo G no polimorfismo rs12720071 e homozigotos CC nos
polimorfismos rs7766029 e rs9450898) com diminuicdo do volume cerebral em relagdo aos
outros genoétipos em pacientes com esquizofrenia (Ho et al., 2011). Para o polimorfismo
rs12720071, os autores encontraram uma diminuicdo ainda maior em individuos com uso
abusivo de Cannabis quando comparados com individuos que ndo faziam uso dessa substancia.
Além disso, estes apresentaram piores desempenhos em teste de neurocognicdo, sugerindo uma
forte interagdo entre o gendtipo e fatores ambientais no fenotipo da esquizofrenia.

O polimorfismo do gene CNR1 mais estudado é o 1359G/A (rs1049353). Pesquisadores
franceses encontraram resultados divergentes sobre a relacdo entre este polimorfismo e a
resposta aos antipsicéticos. Leroy et al. (2001) ndo observaram associagdo positiva, enquanto
que, Hamdani et al. (2008) verificaram que a presenca do alelo G foi mais freqliente entre os

pacientes que tiveram pior resposta aos antipsicoticos atipicos, dentre eles a clozapina.

Esses Ultimos dois estudos também avaliaram a associacdo entre este polimorfismo e o
uso de Cannabis. No primeiro estudo, o genotipo GG esteve associado ao uso de Cannabis entre
0s pacientes com esquizofrenia. J& o segundo estudo ndo observou relacdo entre a presenca do
alelo G e 0 uso da substancia entre os pacientes, encontrando apenas a associacdo deste
polimorfismo a refratariedade ao tratamento. Este estudo concluiu, portanto, que o alelo G pode
ser considerado um possivel marcador farmacogenético da resposta ao tratamento com

antipsicoticos atipicos (Hamdani et al., 2008).

Apesar de ndo apresentar significancia estatistica no trabalho de Ho et al. (2011),
pacientes portadores do alelo G do polimorfismo rs1049353 pareceram ser mais propensos ao
uso abusivo de Cannabis que ndo portadores deste alelo, sendo mais uma evidéncia de resultados
heterogéneos na literatura. Neste mesmo estudo, foi avaliado o polimorfismo rs806380, porém

néo foi encontrada associagéo positiva.

Ambos os autores concluem ainda que novos estudos sdo importantes para a melhor
caracterizacdo desta possivel associacdo entre polimorfismos do gene CNR1, esquizofrenia, uso

de Cannabis e a resposta aos antipsicoticos.
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2.5 Canabinoides, AKTL1 e esquizofrenia

O gene AKT1, localizado na regido cromossémica 14q32-32, codifica a proteina AKT
serina-treonina quinase que participa em diversas funcdes metabdlicas como desenvolvimento
sinaptico, proliferagdo celular, transporte de proteinas (Coffer et al., 1998; Manning e Cantley,
2007) e apoptose (Grimes e Jope, 2001; Watcharasit et al., 2002). Estudos ja comprovaram a
associacdo entre esquizofrenia e polimorfismos do gene AKT1 em familias com descendéncia
européia ou asiatica (Schwab et al., 2005; Thiselton et al., 2008; Xu et al., 2007). Outro estudo
também relatou a diminuicdo dos niveis da proteina AKT em amostras cerebrais post-mortem de

pacientes com esquizofrenia (Zhao et al., 2006).

Além disso, um estudo mostrou o efeito neuroprotetor da acéo de canabindides exdgenos,
como o THC, na via PI3K/Akt através da ativacdo de receptores CB1 em ratos (Ozaita et al.,
2007), dando evidéncias para uma interacdo entre os genes AKT1 e CNR1, que codificam a
proteina AKT e o0 o0s receptores CB1, respectivamente. No entanto, ndo ha uma regularidade na
replicacdo desses resultados, existindo diversos trabalhos na literatura com auséncia de

associacgdo entre polimorfismos do gene AKT1 e esquizofrenia (Ide et al., 2006; Lee et al., 2010).

Entre os polimorfismos mais estudados do gene AKT1 estéo os rs2494732 e rs1130233,
que ja foram investigados quanto sua associacao a esquizofrenia. Estes polimorfismos também
foram associados com diversos fatores ambientais de risco para a doenga, como complicacGes
obstétricas (Joo et al., 2009) e o uso de Cannabis (Winkel et al., 2010). Com essas informacdes,
esperamos encontrar uma associacao entre polimorfismos do gene AKT1 e esquizofrenia, bem
como a sua interacdo com o uso de Cannabis e o sistema endocanabindide, mais especificamente

o0 receptor CBL1 e polimorfismos do gene CNR1.

16



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Verificar se algumas variantes do gene CNR1 (codificador do receptor
endocanabinoide tipo 1) e do gene AKT1 (codificador da proteina serina-treonina
quinase), individualmente e/ou interativamente, podem ser fatores de risco ou protecao

para a esquizofrenia;

3.2 Objetivos especificos:

Investigar a associagdo dos polimorfismos rs806380 e rs1049353 do gene CNR1 e dos

polimorfismos rs1130233 e rs2494732 do gene AKT1 com a esquizofrenia;

Investigar se a estratificacdo da populacdo é uma covariavel no estudo desses

polimorfismos;

Investigar a associacdo desses mesmos polimorfismos com a resposta aos antipsicoéticos,
de modo a relacionar os diferentes gendtipos com a refratariedade ao tratamento nos

pacientes;

Buscar possiveis haplotipos de risco ou protecdo para a esquizofrenia e/ou para a resposta

ao tratamento;

Buscar possiveis alelos de risco ou protecdo para a esquizofrenia e/ou para a resposta ao

tratamento;

Investigar a interagé@o entre os polimorfismos dos genes AKT1 e CNR1 na esquizofrenia e

refratariedade ao tratamento;

Identificar a relacdo desses polimorfismos com a idade de acometimento, uso de

Cannabis e subtipos especificos de esquizofrenia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populagdo de estudo

Foram avaliados 202 pacientes com esquizofrenia, recrutados do Programa de
esquizofrenia da Universidade Federal de S&o Paulo (PROESQ), e 277 individuos controles
saudaveis. Foram incluidos no estudo os pacientes com o diagndstico de esquizofrenia ou
transtorno esquizoafetivo conforme os critérios diagnosticos estabelecidos pelo DSM-IV. Os
diagndsticos foram confirmados através da aplicacdo dos médulos A, B, C, D e E da Entrevista
Clinica Estruturada para o DSM-IV (SCID-I) (First et al., 1996). Todos os individuos controles
também foram submetidos a SCID-I e aqueles que apresentaram diagndstico de psicose ou
historico familiar foram excluidos da amostra. Pacientes ou controles incapazes de consentir em
participar do estudo foram excluidos. O termo de consentimento livre e esclarecido foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP (emenda 2 -1737/06).

4.2 Avaliacao clinico-psiquiatrica

Para a caracterizacdo clinica da amostra, foram colhidos dados socio-demograficos e
relativos & doenga. A partir da entrevista com pacientes e familiares e revisdo do prontuério,
foram obtidos dados como idade de inicio da doenca, nimero de internacdes e historico das
medicacdes utilizadas. Psiquiatras do nosso grupo de pesquisa utilizaram instrumentos
padronizados para avaliagéo clinica como: escala de sintomas positivos e negativos (Positive and
Negative Syndrome Scale — PANSS; Kay et al., 1987), escala de impressao clinica global
(Clinical Global Impression — CGI; Guy, 1976), escala de avaliacdo global do funcionamento
(Global Assessment Functioning — GAF; Endicott et al.,, 1976) escala de gravidade de
dependéncia (Addiction Severity Index — ASI; McLellan et al., 1980) para avaliacdo do uso de

substancias, além de um questionario especifico para avaliacdo do uso de Cannabis. Para
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definicdo de pacientes refratarios ao tratamento, foram utilizados os critérios do IPAP (The

International Psychopharmacology Algorithm Project - http://www.ipap.org/).

4.3 Avaliacao laboratorial

4.3.1 Extracéo de DNA

Foram colhidos 10 ml de sangue de cada individuo por pun¢do venocubital com material
estéril e descartavel (tubos vacutainer) em tubo contendo EDTA para extracdo de DNA. Essa
extracdo foi feita com o kit para extracdo de DNA de sangue periférico Gentra Puregene
(Qiagen-Sciences, Maryland, USA).

4.3.2 Analise da estratificacao populacional

O efeito de Estratificacdo Populacional ocorre quando, em um estudo do tipo caso-
controle, as amostras sdo, como no caso da populacdo brasileira, constituidas de multiplos
subgrupos étnicos. Nesse caso, as associa¢es positivas encontradas podem ser devidas ndo a
patologia em questdo, mas sim as diferencas populacionais entre 0s grupos. Assim, tem-se
proposto o uso de informagdes de marcadores genéticos adicionais como uma ferramenta para a

correcao desse tipo de viés (Hutchison et al., 2004).

Essa anédlise foi realizada em colaboragdo com o grupo do Prof. Dr. Sidney Emanuel
Santos do Laboratério de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do Pard. A
estratificacdo populacional foi avaliada por 48 marcadores de ancestralidade INDELs (Insertion-
Deletion polymorphisms), representativos das trés principais populagdes mundiais (africanos,
europeus e nativo-americanos; esta Gltima categoria inclui individuos asiaticos) e analisada em 3
PCRs multiplex seguidas por eletroforese capilar, como descrito anteriormente e validado em

populacgéo brasileira por Santos et al. (2010).
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4.3.3 PCR em Tempo Real

Os gendtipos para cada polimorfismo foram determinados por PCR em tempo real
utilizando o Ensaio Tagman SNP Genotyping® (Applied Biosystems, EUA). Esse método se
baseia na utilizagdo de 2 primers (forward e reverse) e de uma sonda especifica pra cada alelo
(VIC e FAM). Com a desnaturagdo do DNA, a sonda e os primers se ligam a fita simples.
Durante a polimerizacdo, a sonda marcada com fluorocromo especifico de cada alelo é liberada,
gerando um sinal que sera captado pelo equipamento. Os resultados sédo dados pela presenca ou
auséncia da amplificacdo de cada alelo, um marcado com VIC e o outro com FAM, como mostra
a Figura 2a. Os resultados sdo entdo colocadas em um grafico que os separa em grupos dos

diferentes gendtipos (Figura 2b).

Com base na literatura, selecionamos os principais polimorfismos desses genes
relacionados a esquizofrenia: rs806380 (A/G) e rs1049353 (C/T) do gene CNR1 (Gadzicki et al.,
1999; Hamdani et al., 2008); e rs1130233 (C/T) e rs2494732 (C/T) do gene AKT1 (Winkel,
2010).
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Figura 2: a) Amplificacdo dos alelos marcados com VIC (em verde) e com FAM (em azul) em diferentes amostras.
A fluorescéncia passiva utilizada foi o ROX (em vermelho). b) Gréafico mostrando os grupos de gendtipos: amostras
de pacientes homozigotos para o alelo 1 em vermelho, amostras de pacientes heterozigotos em verde e
amostras de pacientes homozigotos para o alelo 2 em azul. Figuras obtidas a partir de uma reacdo realizada em

nosso laboratério.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com diferentes parametros do presente estudo foram submetidos a
testes estatisticos adequados para cada variavel estudada, de forma a avaliar a correlacéo entre as

variantes do gene com os demais achados psiquiatricos e de resposta farmacologica.

De forma geral, primeiramente, foi verificado se existem diferencas em relacdo a sexo,
etnia e idade entre os grupos pelo teste de qui-quadrado (para sexo) e pelo teste t- de Student
para amostras independentes (para etnia e idade). Para observar se os polimorfismos estavam em

equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado o teste de qui-quadrado.

Utilizamos o teste de regressao logistica maltipla binaria para verificar se 0s genotipos do
gene CNR1 e do gene AKTL, individualmente e/ou interativamente podem ser fatores de
risco/fatores de protecdo para a doenga. Em seguida, utilizamos 0 mesmo teste para investigar
esses polimorfismos quanto a refratariedade ao tratamento com antipsicéticos. Para a analise de
hapldtipos, foram considerados apenas os SNPs que se encontravam em equilibrio de Hardy-
Weinberg e os hapl6tipos com frequéncia maior que 1%. Para aassocia¢do entre os haplétipos e a
esquizofrenia ou refratariedade foi utilizado o teste qui-quadrado.

Quanto as demais variaveis clinicas, foi utilizado o teste de Analise de Variancia
(ANOVA) para verificar a associacao dos genotipos com a idade de acometimento e o teste de

qui-quadrado para a associacdo com os diferentes diagndsticos e subtipos da esquizofrenia.

A andlise estatistica foi realizada por meio dos softwares SPSS 18.0 e Haploview e foi

utilizado o indice de significancia p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacao da Casuistica

Foram avaliados 202 pacientes de esquizofrenia e 277 individuos controles saudaveis.

Todos passaram por exames psiquiatricos, neuropsicoldgicos e coleta de sangue. A descricdo da

amostra estudada encontra-se na tabela 1.

Tabela 1: Caracterizacdo da amostra de pacientes e individuos controles saudaveis.

Variavel Pacientes Controles

N Frequéncia N Frequéncia

Sexo 202 277

Masculino 138 68,3% 166 59,9%

Feminino 64 31,7% 111 40,1%
Idade na primeira consulta | 199 270

Média (DP) S 3375,’9028((192’?312) g ?ZZE 83%3;

Mediana 332,5/9 34 4 34/9 36

Minimo 316/ 18 316/ 17

Maximo 364/ 68 3741973
Ancestralidade 172 149

Européia (DP) 0,67 (0,22) 0,70 (0,19)

Africana (DP) 0,18 (0,17) 0,16 (0,15)

Nativo Americana (DP) 0,15 (0,14) 0,14 (0,11)
Refratariedade 147

Né&o 74 50,3%

Sim 73 49,7%

Os pacientes diagnosticados com esquizofrenia foram divididos em cinco subtipos de
acordo com os critérios do DSM-IV (tabela 2). Os pacientes diagnosticados com transtorno

esquizoafetivo foram analisados em um grupo a parte.
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Tabela 2: Classificacdo da amostra quanto ao subtipo de esquizofrenia.

Subtipo de esquizofrenia

N (Frequéncia)
- 3 87 (87,9%)
Paranoide
Q 27 (67,5%)
7 (7,1%
Desorganizado S 00)
Q 8 (20%)
0 (0%
Catatonico 3 0(0%)
9 2(5%)
4 (49
Indiferenciado 3 4 (4%)
9 1(2,5%)
1 (1%
Residual 3 1(1%)
9 2 (5%)

6.2 Genotipagem

Os resultados das genotipagens por PCR em tempo real séo dados de acordo com o sinal
de fluorescéncia emitido pelas sondas. Se ambas as sondas amplificarem, os dois sinais de
fluorescéncia (VIC e FAM) serdo emitidos, resultando em um gendtipo heterozigoto, se apenas
uma fluorescéncia for emitida, o gendtipo resultante sera homozigoto para o alelo especifico
daquela sonda (Figura 3). Apds genotipagem, foi calculada a frequéncia de cada genotipo para

cada polimorfismo nos pacientes e controles (Tabelas 3 e 4)
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Figura 3: Grafico de amplificacdo com o gendtipo correspondente.
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Tabela 3: Frequencias dos polimorfismos dos genes CNR1 em pacientes e controles.

Genotipo CNR1 rs806380

Geno6tipo CNR1 rs1049353 |

AA AG GG CcC CT TT
. 94 81 11 119 55 7
Paciente
50,5% 43,5% 5,9% 65,7% 30,4% 3,9%
119 85 18 172 78 7
Controle
53,6 % 38,3% 8,1% 66,9% 30,4% 2,7%

Tabela 4: Frequencias dos polimorfismos dos genes AKT1 em pacientes e controles.

| Gen6tipo AKT1 rs1130233
T TT

Genotipo AKT1 rs2494732

CC C CC CT TT
. 101 72 14 40 97 40
Paciente
54,0% 38,5% 7,5% 22,6% 54,8% 22.,6%
139 104 14 60 122 58
Controle
54,1% 40,5% 5,4% 25,0% 50,8% 24.2%

6.3 Analise de covariaveis

Usando o programa SPSS, foi feito o Teste T de Student para variaveis continuas (como

idade e ancestralidade) e o teste de qui-quadrado para varidveis categdricas (como sexo e uso de

Cannabis) para analisar se estas influenciam significativamente em nossa amostra quanto a

etiologia da doenga e a refratariedade ao tratamento. Foram considerados significativos 0s

valores de p menores que 0,05. A Unica covariavel que se mostrou significativa foi a idade de

acometimento da coenca entre os pacientes refratarios e nao refratarios (tabela 5). Uso de

Cannabis ndo teve diferenca estatistica entre pacientes refratarios e ndo refratarios.
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Tabela 5: Associagéo de covariaveis com a esquizofrenia e com a refratariedade ao tratamento.

o Associacao com a Associagdo com a
Variaveis :
doenca refratariedade

Sexo p = 0,068
Uso de Cannabis -
Idade na 12 Consulta p=0,179
Idade de Acometimento -
Ancestralidade Africana p=0,319
Ancestralidade Europeia p=0,190

Ancestralidade Nativo-
Americana

p=0,399

p=0,720
p =0,862
P =0,035
p = 0,006
p =0,607
p = 0,590

p=0,835

6.4 Associacdo entre os polimorfismos e a etiologia da doenca

6.4.1 Genotipos

Foi utilizado o teste de Regressdo Logistica Binaria pelo SPSS para analisar a associa¢éo

entre os gendétipos dos polimorfismos, individualmente e interativamente, e a etiologia da

doenca. O resumo dos valores de p das analises individuais dos genes esta descrito na tabela 6.

Tabela 6: Associagdo entre a esquizofrenia e os polimorfismos dos genes CNR1 e AKT1 individualmente
e a interacdo entre os polimorfismos do mesmo gene.

Polimorfismos Associacdo com a doenca

CNR1 Valor de p
rs806380 p=0,461
rs1049353 p=0,798
rs806380*rs1049353 p=0,769
I —
AKT1 Valor de p
rs1130233 p = 0,666
rs2494732 p=0,720
rs1130233*rs2494732 p=0,780
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Na analise entre combinacBes genotipicas dentro do mesmo gene e a etiologia da
esquizofrenia, foi encontrada uma associacdo positiva para dois gendtipos especificos dos
polimorfismos do gene CNRL1, (tabela 7). N&o foi encontrada associagdo positiva na anélise das
combinacdo de genotipos dos polimorfismos do gene AKT1 assim como ndo foi encontrado
resultados significativos na andlise das combinacdes de gendétipos entre os polimorfismos dos
genes CNR1 e AKT1.

Tabela 7: Associagdo entre a esquizofrenia e as combinagBes de gendtipos da interagdo dos
polimorfismos do gene CNR1 em relacdo aos genétipos homozigotos raros (GG para o rs806380 e TT
para o rs1049353).

Polimorfismos Associacdao com a doenca |

CNR1 Valor de p Exp(B) 1.C. 95%
rs806380*rs1049353 p=0,769 - -
rs806380(AA)*rs1049353(CC) p =0,150 2,106 0,765 — 5,804
rs806380(AA)*rs1049353(CT) p = 0,036 0,462 0,225 -0,951
rs806380(AG)*rs1049353(CC) p=0,226 1,891 0,674 - 5,301

6.4.2 Haplotipos e alelos

Foi utilizado o HaploView para analisar a associacdo de haplétipos de cada
polimorfismos com a doenca através do teste de Qui-quadrado. Os polimorfismos do gene
CNR1 estavam em fraco desequilibrio de ligagao (D’ = 0,126), enquanto que 0s polimorfismos
do gene AKT1 se apresentaram em forte desequilibrio de ligacdo (D’ = 0,988). Assim, foi feita a
analise de haplétipos apenas para o gene AKT1, porém os resultados ndo foram significativos (p
> 0,05).

Para verificar associagdo entre os alelos com a etiologia da esquizofrenia foi montado um
banco especifico de alelos a partir da duplicagdo do banco de genotipos. Para a analise foi
utilizado o teste de Regressdo Logistica Binaria no programa SPSS, ndo havendo diferenca

estatistica significante.
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6.5 Associacao entre os polimorfismos e a refratariedade ao tratamento

6.5.1 Gendtipos, alelos e haplotipos

Para analisar os dados dos polimorfismos com a refratariedade ao tratamento, foi
utilizado como covariavel a idade de acometimento da doenca e o banco de dados apenas dos
pacientes (sem os controles). Para analisar os genotipos e os alelos, foi utilizado o teste de
Regressdo Logistica Binaria no programa SPSS. Os resultados das andlises individuais de cada

polimorfismo e a interacdo dos polimorfismos do mesmo gene estdo na tabela 8.

Foi realizada uma nova anélise dos hapl6tipos, uma vez que o banco de dados utilizado
era diferente. Da mesma forma que visto para o banco geral (pacientes e controles), quando
analisamos apenas 0s pacientes, os polimorfismos do gene CNR1 estavam em fraco desequilibrio
de ligagao (D’ = 0,11), enquanto os polimorfismos do gene AKTL1 se apresentaram em forte
desequilibrio de ligagdo (D’ = 1,0). Assim, foi feita a anélise de haplétipos apenas para o gene
AKT1, porém os resultados ndo foram significativos (p > 0,05).

Tabela 8: Associacdo entre a refratariedade e os polimorfismos dos genes CNR1 e AKT1 individualmente
e a interacdo entre os polimorfismos do mesmo gene.

Polimorfismos Associacdo com a refratariedade

CNR1 Valor de p
rs806380 p=0,215
rs1049353 p = 0,668
rs806380*rs1049353 p = 0,967
I I —
AKT1 Valor de p
rs1130233 p = 0,666
rs2494732 p=0,720
rs1130233*rs2494732 p =0,780
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6.6 Associacdo entre os polimorfismos e os subtipos de esquizofrenia

Apds a associacdo com a etiologia da doenca e com a refratariedade ao tratamento, foram
feitas analises de associacdo entre os polimorfismos e os subtipos de esquizofrenia, de modo a
identificar um perfil mais especifico de pacientes para um determinado polimorfismo. Para essa

andlise, foi usado o teste de Qui-quadrado.

Primeiramente, foi encontrada uma associacao positiva (p = 0,006) entre o polimorfismo
CNR1 rs806380 e o diagnostico da doenca (esquizofrenia ou transtorno esquizoafetivo) (tabela
9).

Tabela 9: Frequéncias dos genétipos do gene CNR1 rs806380 entre pacientes com esquizofrenia e com
transtornos esquizoafetivo e sua significancia.

Gendtipo CNR1 rs806380 |Valor de p |

AA AG GG
. : 60 62 6
Esquizofrenia
46,9% 48,4% 4,7% p = 0,006
i . 6 2 3
Transtorno Esquizoafetivo
54,5% 18,2% 27,3%

Apbs a primeira analise dos subtipos de esquizofrenia dar associacdo negativa,
agrupamos os subtipos com o transtorno esquizoafetivo para efeito de comparagéo entre as duas
doencas (p = 0,012). Considerando que o tamanho amostral dos subtipos paranoide e
desorganizado era maior que 0s outros subtipos, foi feita uma analise com apenas esses 2
principais subtipos (paranoide, desorganizado) e transtorno esquizoafetivo, mantendo a

significancia (p = 0,013). Esses resultados estdo ilustrados na tabela 10.
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Tabela 10: Frequéncias dos gendtipos do gene CNR1 rs806380 entre 2 subtipos de esquizofrenia e entre
transtorno esquizoafetivo e sua significancia.

Genétipo CNR1 rs806380 | Valor dep

AA AG GG

Esquizofrenia 55 45 5

Paranoide 52,4%  42,9%  4,8%

Esquizofrenia 4 10 1 p=0,013
Desorganizada 26,7%  66,7%  6,7%

Transtorno 6 2 3

Esquizoafetivo 545%  182%  27,3%
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7 DISCUSSAO

7.1 CNR1 e etiologia da esquizofrenia

Por ser uma doenca de etiologia complexa, a esquizofrenia ndo apresenta um marcador
genetico de diagnostico especifico. Diversos estudos na literatura ja mostraram indicios da
relacdo de muitos genes com a doenca, porém estes estudos sdo pouco replicados, principalmente
em populagdes diferentes.

Polimorfismos do gene CNR1, codificador do receptor CB1 do sistema endocanabindide,
sdo estudados em diversos trabalhos sobre esquizofrenia, devido a relacdo com o uso de
maconha, a interacdo com o sistema dopaminérgico e a resposta aos antipsicéticos (Onaivi,
2009). Além disso, € importante saber como os polimorfismos mais estudados desse gene se
comportam na populacdo brasileira e quais as possiveis influéncias que exercem sobre a

apresentacdo clinica e o tratamento da esquizofrenia.

A associagao significativa encontrada nesse trabalho ilustra exatamente a somatoria de
fatores de risco para o desenvolvimento da doenca. Apenas o genétipo de um dos polimorfismos
do gene CNR1 ndo foi suficiente para indicar uma diferenca estatistica. No entanto, a interacdo
dos gendtipos AA do polimorfismo rs806380 e do CT do polimorfismo rs1049353, em
comparagao com os homozigotos TT dos dois SNP’s apresentou um Odds Ratio (O.R.) de 0,462
(1.C. = 0,225 - 0,951), mostrando ser um fator de protecdo para a doenca. Desse modo, a
somatoria de varios fatores genéticos, associada com fatores ambientais, mostra-se mais

importante na esquizofrenia do que um marcador especifico de diagndstico.

Portanto, achar os marcadores de maior carga genética para a doenca € o grande desafio.
Tendo esses dados, individuos em altissimo risco de desenvolver psicose podem ser melhor
identificados e uma terapia de prevencdo pode ser iniciada, no intuito de impedir que a doenca se

estabeleca.
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7.2 CNR1 rs806380 e Transtorno esquizoafetivo

Em doencas de amplo espectro, como a esquizofrenia, o diagndstico exato é de extrema
importancia. As variacfes de subtipos e as doencas com quadro clinico parecido dificultam
muito esse diagndstico preciso. Sem um bom diagnostico, podem ocorrer prejuizos na escolha do

tratamento e na propria conduta com o paciente.

O gendtipo GG do polimorfismo rs806380 do gene CNRL1 foi significativamente mais
frequente em pacientes com transtorno esquizoafetivo comparado com o0s portadores de
esquizofrenia. Esses dados sugerem um genotipo de risco para transtorno esquizoafetivo
diferente do genotipo de risco para a esquizofrenia propriamente dita, principalmente os subtipos
paranoide e desorganizado, grupos nos quais se enquadram a grande maioria dos pacientes da

nossa amostra.

Apesar do tamanho amostral pequeno para transtorno esquizoafetivo, esse resultado é
relevante devido a grande dificuldade de diagnosticar esses individuos e da importancia do

tratamento especifico para cada paciente.

Métodos alternativos de diagnostico estdo sendo avaliados para confirmar e aumentar a
precisdo e fidedignidade dos diagnosticos por entrevista clinica (SCID-1), como diferencas
diagnosticas por neuroimagem (Takayanagi et al., 2011) e por testes cognitivos (Koychev et al.,

2011), mostrando a importancia e a dificuldade de um bom diagndéstico psiquiatrico.

7.3 Refratariedade e idade de acometimento

Para ajustar e padronizar as analises, foi feita avaliacdo da populacdo de pacientes e
controles e de refratarios e ndo refratarios quanto as variaveis sexo, idade de acometimento e
ancestralidade. Na andlise da refratariedade, também foi usada para correcdo a variavel uso de

Cannabis.

N&o houve influéncia significativa nas analises de pacientes e controles, ndo sendo

necessaria nenhuma correcdo. Porém, na anélise entre pacientes respondedores a antipsicoticos e
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ndo respondedores, a idade de acometimento foi significativa, de modo que esta foi usada como

covariavel.

Em um estudo americano, portadores de esquizofrenia refrataria apresentaram uma idade
de acometimento mais precoce do que os nao refratarios (Meltzer et al, 1997). Devido a
auséncias de uma dose fixa e as variagdes do desenvolvimento, como maturacdo biologica e
nivel endocrino, a dose ideal e o tempo de tratamento ainda sdo incertos para criancas e
adolescentes, o que também influencia na resposta aos antipsicoticos (Kranzler et al, 2006).
Além disso, é sugerido que a esquizofrenia de acometimento precoce esteja relacionada com uma
doenca mais grave (Kumra e Charles Schulz, 2008), condizendo com 0s nossos resultados, nos
quais os pacientes refratarios, ou seja, que nao respondem ao tratamento, apresentam uma idade

de acometimento mais precoce (21,17 + 6,73) que os nao refratarios (24,32 + 6,33).

7.4 Polimorfismos, refratariedade e uso de Cannabis

Nessa amostra, ndo foi possivel identificar associacdo positiva de nenhum polimorfismo
com a refratariedade, assim como ndo foi encontrada associacdo da refratariedade com os

hapldtipos, com os alelos ou com o uso de Cannabis.

O grande diferencial do sistema endocanabindide como alvo de estudo na esquizofrenia é
a sua relacdo com os canabindides exdgenos presentes na Cannabis sativa e sua relacdo com o
sistema dopaminérgico. Um estudo mostrou que ap6s tratamento com antipsicoticos, portadores
de esquizofrenia apresentaram uma diminuicdo da expressdo de receptores CB1 no cortex pré-
frontal, o que leva a diminuicdo de receptores D2 do sistema dopaminérgico, pois estes dois
receptores estdo co-expressos no cérebro, levando a uma diminuicdo da neurotransmissao de
GABA, contribuindo para a normalizacdo de fungdes cognitivas (Uriguen et al., 2009). Para
analisar esse efeito, varios polimorfismos do gene CNR1 deveriam ser estudados juntos, de modo

a buscar interagdes ou haplétipos de risco para a esquizofrenia refrataria.

A associacdo do uso de Cannabis na psicose ja e reconhecida. Porém, os mecanismos que
aumentam o risco de desenvolver a doenca ou refratariedade ao tratamento ainda sdo

desconhecidos. Mesmo assim, sabe-se que o tempo de exposicéo, dose e idade de inicio do uso
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sdo fatores determinantes, assim como a interacdo com outros fatores ambientais e fatores

geneticos (D'Souza et al., 2009).
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8 CONCLUSAO

A esquizofrenia possui etiologia complexa, resultado da interacdo de fatores genético e
ambientais. Dessa forma, identificar marcadores genéticos de alta suscetibilidade & doenca é de
extrema importancia para identificar individuos em alto risco de adquirir psicose e preveni-la.
Assim, a interacdo de gendtipos parece ser mais eficiente do que a analise da associacdo de
gendtipos isolados, que ndo € bem replicada na literatura. Neste trabalho, sugerimos a interacao
dos gendtipos AA do polimorfismo rs806380 e do genotipo CT do polimorfismo rs1049353,
ambos do gene CNR1, como marcador de protecdo para esquizofrenia.

Apés a estabilizacdo de psicose, é essencial diagnostica-la corretamente para prosseguir
com o melhor tipo de tratamento para cada caso e marcadores bioldgicos da doenca podem ser
usados para confirmar o diagnostico clinico. Este estudo sugere que o genétipo GG do
polimorfismo rs806380 do gene CNR1 possa ser um marcador de suscetibilidade para transtorno
esquizoafetivo, sendo necessario mais estudo em populacbes diferentes com maior tamanho

amostral.

Né&o foi encontrada associagdo positiva entre 0s polimorfismos estudados nesse trabalho
nem entre as suas interagcdes com a refratariedade ao tratamento, o que sugere um envolvimento
de outros genes de modo a aumentar a carga genética de suscetibilidade e consequentemente o

risco de desenvolver esquizofrenia.

N&o houve resultados significativos com os haplétipos ou com os alelos nos estudos com

a esquizofrenia nem com a resposta ao tratamento.

A teoria “canabinoide” ¢ um paradigma recente na compreensdo fisiopatologica da
esquizofrenia. Existem poucos trabalhos publicados sobre a associacdo entre genes candidatos
desse sistema e a doenca, particularmente, aqueles trabalhos que abordam a resposta aos
antipsicoticos. Além do mais, os resultados obtidos até hoje sdo controversos, exibindo variagdes
entre populacbes de diferentes culturas. Nao encontramos dados na literatura de estudos na
populacgéo brasileira referentes ao estudo de mutacdes e polimorfismos dos genes CNR1 e AKT1
relevantes para a esquizofrenia. Assim, esse trabalho é importante e inovador por ter estudado
polimorfismos que ainda ndo foram relacionados a esquizofrenia e polimorfismos bem descritos

na literatura internacional, porém que néo foram estudados em populacdo brasileira. Além disso,
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com a coleta desses dados, estamos montando um banco bioldgico na Disciplina de Genética da

UNIFESP que podera ser usado para diversos estudos e projetos no futuro.
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