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RESUMO

Introducdo: a esquizofrenia € considerada um dos mais severos e complexos transtornos
mentais que acomete tanto a qualidade de vida do individuo que convive com a doenca quanto
a de sua familia. Caracteriza-se principalmente por sintomas denominados positivos (alteracdo
no processo do pensamento, percepcdes e afeto) e negativos (embotamento afetivo-volitivo,
perdas cognitivas e sintomas depressivos). Os fatores de risco para este transtorno sdo
epifendmenos de processos fisiopatologicos que resultam de uma interacdo gene-ambiente
ainda pouco compreendida. A hip6tese da dopamina é o principal conceito que fundamenta a
atividade antipsicotica, conforme esta, 0s sintomas positivos estariam relacionados a niveis
elevados de dopamina na via mesolimbica, enquanto os sintomas negativos e cognitivos,
possivelmente estdo associados a niveis diminuidos desse neurotransmissor na via
mesocortical. Os antipsicéticos cessam os sintomas da esquizofrenia, no entanto, 40% dos
pacientes permanecem resistentes (refratarios) ao tratamento. Os pacientes com esquizofrenia
refrataria ao tratamento apresentam menor capacidade de sintese de dopamina do que aqueles
com boa resposta aos antipsicoticos de primeira geracdo, sendo que uma adequada resposta ao
tratamento medicamentoso coincidi com uma maior densidade de sinapses dopaminérgicas,
isto subsidia uma base biologica para a refratariedade. O polimorfismo de nucleotideo simples
é uma variacao da sequéncia de DNA devido a uma Unica diferenca de nucleotideos entre os
alelos. Alguns deles podem ter efeitos funcionais e podem alterar a regulacdo positiva da
expressao do receptor induzida por dopamina. Trés principais destes polimorfismos foram
abordados neste estudo: rs1800497, rs1799732 e rs6280. Objetivo: investigar a frequéncia dos
polimorfismos rs1800497, rs1799732 e rs6280 e a ocorréncia da esquizofrenia refrataria.
Meétodos: trata-se de um estudo genético-molecular do tipo caso-controle. Os participantes da
pesquisa foram divididos em trés grupos respeitando-se os critérios de inclusdo e exclusdo da
pesquisa, casos | (pacientes com esquizofrenia refrataria), casos Il (pacientes com outros tipos
de esquizofrenia) e controles (pessoas que ndo possuiam nenhum tipo de transtorno mental).
Foram coletados dados sociodemograficos e genéticos. Foi aplicado um questionario
estruturado e para a analise dos polimorfismos genéticos foram realizadas as técnicas Reacdo
em Cadeia da Polimerase e Restriction Fragment Length Polymorphism. Foi realizada analise
descritiva, por meio de frequéncias absolutas e relativas, teste de associa¢do por meio do Qui
Quadrado de Pearson, estimaram-se os valores de Odds Ratio, construiu-se um modelo para
analise de dominancia e recessividade dos resultados e em todas as analises foi considerado
um nivel de significancia de 5%. Resultados: a frequéncia dos polimorfismos genéticos
rs1800497, rs1799732 e rs6280 foram 6,9%, 68% e 34,7%, respectivamente, no grupo casos I,
enquanto que no grupo de casos Il essas taxas foram de 4,2%, 69,4% e 30,5%, j& nos
controles estes valores foram 11,1%, 55,6% e 23,6%. N&o foi encontrada nenhuma associa¢ao
entre os trés polimorfismos investigados e a esquizofrenia refrataria, mas foi verificada
associacdo do alelo Del C e a esquizofrenia (p=0,03). Conclusdo: embora as taxas de
frequéncia dos polimorfismos fossem altas no grupo de individuos com esquizofrenia
refrataria, ndo foi encontrada associagdo destes polimorfismos com o transtorno, mas o alelo
Del C esta associado a esquizofrenia. Outras pesquisas a respeito do tema sdo necessarias,
uma vez que, os resultados ainda séo controversos na literatura.

PALAVRAS-CHAVE: Esquizofrenia. Polimorfismo genético. Receptores de Dopamina D2.
Receptores de Dopamina D3. Frequéncia. Estudos de Casos e Controles.
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ABSTRACT

Introduction: Schizophrenia is considered one of the most severe and complex mental
disorders that affect both the quality of life of the individual living with the disease and that of
his family. It is characterized mainly by symptoms denominated positive (alteration in the
thought process, perceptions and affection) and negative (affective-volitional blunting,
cognitive losses and depressive symptoms). The risk factors for this disorder are
epiphenomena of pathophysiological processes that result from a gene-environment
interaction still poorly understood. The hypothesis of dopamine is the main concept
underlying antipsychotic activity, as this, positive symptoms would be related to elevated
dopamine levels in the mesolimbic pathway, while negative and cognitive symptoms are
possibly associated with decreased levels of this neurotransmitter in the mesocortical
pathway. Antipsychotics cease the symptoms of schizophrenia, however, 40% of patients
remain resistant (refractory) to treatment. Patients with treatment-refractory schizophrenia
have a lower capacity for dopamine synthesis than those with a good response to first-
generation antipsychotics, and an adequate response to drug treatment coincided with a higher
density of dopaminergic synapses, this subsidizes a biological basis for refractoriness. Single
nucleotide polymorphism is a variation of the DNA sequence due to a single nucleotide
difference between the alleles. Some of them may have functional effects and may alter the
positive regulation of dopamine-induced receptor expression. Three major of these
polymorphisms were addressed in this study: rs1800497, rs1799732 and rs6280. Objective:
to investigate the frequency of polymorphisms rs1800497, rs1799732 and rs6280 and the
occurrence of refractory schizophrenia. Methods: it is a genetic-molecular study of the case-
control type. The study participants were divided into three groups, respecting the criteria for
inclusion and exclusion of the research, cases | (patients with refractory schizophrenia), cases
Il (patients with other types of schizophrenia) and controls (people who did not have any type
of mental disorder). Sociodemographic and genetic data were collected. A structured
questionnaire was applied and for the analysis of genetic polymorphisms the techniques
Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment Length Polymorphism were performed.
A descriptive analysis was performed, using absolute and relative frequencies, association test
using Pearson's Chi-square test, Odds Ratio values were estimated, a model was constructed
for dominance analysis and recessivity of the results and in all analysis was considered a
significance level of 5%. Results: genetic polymorphisms of rs1800497, rs1799732 and
rs6280 were 6.9%, 68% and 34.7%, respectively, in the I cases group, whereas in the Il group
these rates were 4.2%, 69.4% % and 30.5%, whereas in the controls these values were 11.1%,
55.6% and 23.6%. No association was found between the three polymorphisms investigated
and refractory schizophrenia, but the association between the Del C allele and schizophrenia
(p = 0.03) was found. Conclusion: although not a group of individuals with refractory
schizophrenia, the association of these polymorphisms with the disorder was not found, but
the Del C allele is associated with schizophrenia. Other researches on the subject are
necessary, since the results are still controversial in the literature.

Keywords: Schizophrenia. Polymorphism, Genetic. Receptors, Dopamine D2. Receptors,
Dopamine D3. Frequency. Case-Control Studies.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Principais estruturas anatdmicas do SNC...........cccccvvevieiieieere e 27

Figura 2- Vias dopaminérgicas e suas respectivas estruturas anatbmicas no SNC.............. 27

Figura 3 - Sistema de segundos mensageiros (Proteina G) no neurdnio pods-
SINAPTICO. ..ttt bbbttt bbb 30

Figura 4- Distribuicdo dos subtipos de receptores de DA N0 CErebro..........ccoceevvvrernnnnne 31

Figura 5 - Diagrama hipotético mostrando o provavel papel do polimorfismo

FSLBO0A7 ... et 42
Figura 6- Organograma do recrutamento dos participantes da pesquisa................... 48
Figura 7- Padronizagdo da PCR-RFLP TaglA ..o 57
Figura 8- Padronizagdo da PCR-RFLP -141C.........cccooiiiiiiiiiiise e 58

Figura 9- Padronizag8o da PCR-RFLP 1S6280...........cccccoeiiiieiininisieneseesesreseeenes 58



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Primers para PCR CONVENCIONAL .........cccoviiiiiiiiiicieisese s 51
Tabela 2. Programa para a reacao de PCR convencional. ..........ccccccvveveiieiieenn s 52
Tabela 3. Padrdo de restricdo esperado para cada gendtipo dos polimorfismos
INVESTIGAUOS. ... .veeeieitie ittt ettt et esbe e esreenbeeneeeneenes 53
Tabela4. Reagentes do RFLP, enzimas de restricdo, temperatura e tempo de incubagao

08 CAAA UMA TEIAS ... ettt e e e e e e e e eeeeeeens 53

ARTIGO

Tabela 1. Frequéncia, Qui Quadrado e Odds Ratio dos genotipos e alelos dos Polimorfismos
de Nucleotideo Simples rs1800497 do gene ANKKZ1, rs1799732 do gene DRD2, rs6280 do
gene DRD3 por grupo, Centro-Oeste de Minas Gerais, dezembro de 2014 a julho de

Tabela 2. Modelos genotipicos de dominancia e heterose para os trés polimorfismos de
nucleotideo simples no grupo de pacientes com esquizofrenia refrataria, Centro-Oeste de
Minas Gerais, dezembro de 2014 a julho de 2016..........cceeieiieii i 72



SUMARIO

LINTRODUGAOD ..ottt ettt ettt 14
20BJIETIVOS ...ttt 20
2.1 OBIETIVO GERAL ...ttt 210
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coovceeiireeeeeeeseseseseseeesesessenesesenensnns 210
3REVISAO DE LITERATURA ..ottt 22
3.LESQUIZOFRENIA ...ttt 23
200 I = o1 o [T o o] (oo T USSR 23
3.1.2 CONCEPGOES ..veeeuvveeiieeitreeetie e st e et e et e s e e ste e st e e s ae e s be e e nbe e e nraeesraeesnaee s 23
3.1.3 Etiologia e FisSiopatologia...........ccevveiieiiiiieeieccec e 25
3.1.4 Hipdtese DOpamiNErgiCa.........cccccveiveieeiieiiieeireesieeseeseeseeesseesree e 26
3.1.5 Receptores DoOpaminergiCosS........ccccveeieeiiesieeiiesieesee e seeesvee s 29
3.1.6 TratamMENTO ....eeeeiieiie e nne e 32
3.1.7 Esquizofrenia Refrataria e Clozapina..........cccocovevvevieiie e, 34
3.1.8 Farmacogendmica, Farmacogenética e Esquizofrenia Refratéria ....... 35
3.2 GENETICA DA ESQUIZOFRENIA .....coooeeveeeereeteeee oo enis e 37
3.2.1 Estudos genético-epidemioldgiCos .........cccevveieeiiiiie i, 37
3.2.2 EStudos de familias .........coccvereiieiiiiisiee e 37
3.2.3 EStUAOS M JEMEOS......ceiuieiiieiieeieesieesteesreeaeesreesreesreeseesae e beesreesree e 38
3.2.4 Estudos genético-moleCulares..........cccovevieiiiiii v 39
325 GENE ANKKIL ..ottt 40
2.8 SNP TAQIA ..o 42
3.2.7 GENE DRDZ ...ttt 43
3.2.8 -141 C INS/Del (rS1799732) ...vecveeiiieiisieeie e 44
3. 29 GENE DRDS ... .ttt 44
3.2.10 SNP 156280 (SEIIGIY)......oveeveeceereieeeeeie et 45
3.3 ENFERMAGEM, GENETICA E GESTAO DE SERVICOS DE
SAUDE . ... 45



4.1 TIPO DE ESTUDO.......ooiiiiiiiit e o1

4.2 POPULAGAOD........cooieeeeeeeeeeeeeeees e eses s st enae s 51
A3 AMOSTRA .. e 5l
4.3.1 Critérios de INCIUSAD .......eevueiieerieiieie e 52
A.3.2 CASOS L.ttt 52
4.3.3 CASOS I .o s 52
4.3.4 CONIOIES ...t b e e 53
4.3.5 Criterios d eXCIUSAOD.........coviieriiiieiisie e 53
4.4 COLETA DE DADOS......coo ottt 53
4.4.1 QUESEBES ETICAS ......veveeeeeeeeeee e e e e e e ee et n e e s s 54
4.4.2 Coleta do material DIOIOGICO. .........c.coviiiiiiic e 50
4.5 ANALISE LABORATORIAL .....covivivieeeieeeteee e enes s 55
4.5.1 EXIrac8o do DNAL.... ..ottt 55
A o 0 11T £ SRR PR 55
4.5.3 Padronizacdo da PCR (Polymerase Chain Reaction) Convencional
QL g W [T AT U] T To [=] 1 SRR 56
A.5.4 EIStrOTOrESE ....ooveieee e 56
4.5.5 Genotipagem por polimorfismo do tamanho do fragmento de
restricdo (Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP) ................ 57
4.5.6 Equilibrio de Hardy-Weinberg.............cocooiiiiiiiiiii . 54
4.6 TRATAMENTO DOS DADOS ..ottt 58
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......coeveiieeiieeiireeeseees e sesissessanenans 61
6 ARTIGO- Frequéncia de Polimorfismos Genéticos TaqlA, -141C,
rs6280 e a ocorréncia de Esquizofrenia Refrataria.............c.ccccceeoveeveennn, 62
7 LIMITAGOES. ...ttt 82
8 CONCLUSAOD. .......cooiiiiiiiiieeie et 84
REFERENCIAS ..ottt 86

APENDICES. ... oo oo oo e e e e e e e e e e e e e 104



ANEXOS



1

INTRODUCAO

14



1 INTRODUCAO

Os transtornos mentais e aqueles relacionados ao uso de substancias quimicas,
como alcool e outras drogas, juntamente aos disturbios neuroldgicos e de desenvolvimento
sd80 responsdveis por mais de 10% da carga global de doencas no mundo.
Aproximadamente 1 em cada 10 pessoas sofrem de transtorno mental em todo o planeta,
bem como a taxa de mortalidade prematura entre estas pessoas é trés vezes maior do que
no restante da populacdo (WALKER; MCGEE; DRUSS, 2015; WHO, 2015).

O transtorno psiquiatrico se configura em um conjunto de sintomas clinicamente
distinguiveis em um comportamento relacionado na maioria dos casos ao sofrimento e a
interferéncia nas funcbes pessoais. Tais sintomas além de prejudicar o proprio individuo
acometido, afeta também a familia, amigos e pessoas mais proximas. Sdo transtornos que
na maioria das vezes se cronificam e impactam a sociedade por impedir que o individuo
siga com a vida anterior a doenca, em um ritmo produtivo e ativo socialmente
(OLIVEIRA; FACINA; SIQUEIRA, 2012; OMS, 1993). No Brasil, estima-se que 23
milhGes de pessoas (12% da populacdo) necessitam de algum atendimento em salde
mental anualmente e pelo menos sete milhdes desses brasileiros (3% da populagdo) sofrem
com transtornos mentais graves e persistentes (BRASIL, 2011).

As causas da EQZ sdo ainda desconhecidas. O modelo etioldgico mais aceito é o da
“vulnerabilidade versus estresse”, o qual propde que a presenga de vulnerabilidade
aumenta o risco para o desenvolvimento de sintomas frente aos estressores ambientais e na
falha dos mecanismos para lidar com eles. A vulnerabilidade é baseada no componente
bioldgico, que inclui predisposicdo genética em interacdo com fatores fisicos, ambientais e
psicolégicos (MURA et al., 2012).

Os antipsicoticos tém sido o pilar do tratamento da EQZ, anteriormente
denominados neurolépticos, 0s quais representaram um marco na vida daqueles
acometidos pela doenca (SUMIYOSHI, 2015). Estes psicofarmacos atuam principalmente
na diminuicdo dos niveis de dopamina (DA) na via mesocortical do cérebro e assim,
reduzem o0s sintomas psicoticos, por equilibrar a quantidade adequada desse
neurotransmissor na fenda sinaptica. Porém, os niveis muito baixos de dopamina podem
acarretar o empobrecimento cognitivo, depressao e ganho de peso pelo aumento do apetite
(KEGELES et al., 2010).

Os antipsicoticos sdo classificados em tipicos ou de primeira geracdo e atipicos ou

de segunda geracdo. A industria farmacéutica desenvolveu primeiramente o0s tipicos para o
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tratamento da EQZ (por isso, denominados também como de primeira geracdo), 0s quais
sdo demasiadamente eficazes para os sintomas positivos, como os delirios e alucinagdes
(HERT et al., 2011). No entanto, essas medicacGes podem causar sintomas extrapiramidais
(parkinsonismo, rigidez muscular, distonia e discinesia tardia) mesmo em doses
terapéuticas (CHANG,; LU, 2012), o que recorrentemente ocasiona intolerancia e aumento
do risco de abandono ao tratamento (ABOUZAID et al., 2014).

A fim de reduzir os efeitos adversos produzidos pelos antipsicoticos de primeira
geracdo, foi possivel devido ao desenvolvimento cientifico, a criacdo dos antipsicéticos de
segunda geracdo, o que deu origem & Clozapina. Desse modo, com 0 Seu uso permitiu
observar a reducdo da ocorréncia dos efeitos extrapiramidais, assim como dos sintomas
negativos do transtorno (embotamento afetivo, isolamento social, déficit cognitivo, entre
outros), consequentemente, demonstrou em alguns estudos, a diminui¢do do abandono do
tratamento, auxiliando na prevencao de recaidas e melhor qualidade de vida dos pacientes
(CORREL; KISHIMOTO; KANE, 2011; FREITAS et al., 2016; SUMIYOSHI, 2015).

Contudo, é preciso dar atencdo aqueles pacientes que mesmo na vigéncia do
tratamento adequado e regular, mantém os sintomas, sendo assim considerados
“refratarios” ou “resistentes” a ele. Em 1988, Kane propds o conceito original de
esquizofrenia refratria (ER) em que determinou o0s seguintes critérios diagndsticos:
resposta parcial, durante pelos menos cinco anos, a trés tipos de antipsicoticos (a0 menos
dois com estruturas quimicas diferentes); intolerancia aos efeitos adversos; recaidas ou
degradacdo sintomatica, mesmo utilizando doses adequadas dos medicamentos (KANE et
al., 1988). Outro conceito globalmente permitido como critério de ER inclui a duragdo do
transtorno por mais de cinco anos e presenca dos sintomas da doencga 0s quais ndo cessam
apos o uso regular de dosagem maxima com pelo menos dois tipos de antipsicoticos
(CONLEY; BUCHANAN, 1997).

Verificou-se que das, praticamente, 21 milhdes de pessoas afetadas pela EQZ no
mundo, cerca de 30% (seis milhdes) sdo refratarias ao tratamento. Dessa maneira, é
consenso médico que o antipsicotico mais adequado nesses casos, que consiga alguma
melhora, seja a clozapina (HILL; FREUDENREICH, 2013; YAHYATEN, 2014).
Entretanto, os beneficios trazidos na melhora clinica dos pacientes utilizando a clozapina
como antipsicotico atipico ndo é isenta de efeitos adversos (sonoléncia/sedacao, tontura,
taquicardia, constipacdo, dentre outros) e graves como a agranulocitose (BOYER et al.,
2013).
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A clozapina € um medicamento pertencente ao Componente Especializado de
Assisténcia Farmacéutica, sendo classificada como de alto custo. Deste modo, esse grupo
de medicamentos é de elevado valor unitario e, pela cronicidade do tratamento, tornam-se
excessivamente caros para serem pagos com recursos dos proprios pacientes. Em
decorréncia disso, sua dispensacdo obedece a critérios e regras especificas, sendo
disponibilizados pelo Estado por meio das Superintendéncias Regionais de Saude (SRS)
(BRASIL, 2010; BRASIL, 2013; MATTOZO et al., 2016).

Sem duvidas, tratar a ER tem sido desafiador para a saude publica, frente as
dificuldades mencionadas surge a seguinte questao: Seria possivel no inicio do tratamento
identificar aqueles pacientes predispostos geneticamente a refratariedade da esquizofrenia?
Este seria um grandioso feito e de extrema relevancia considerando, a qualidade de vida
dos pacientes e o0 custo-beneficio para a gestdo da satde publica.

Recentes abordagens utilizando estudos de associacdo gendmica e sequenciamento
(que identificam variantes raras e comuns em todo o genoma) sdo tracadas a fim de
facilitar o surgimento de uma nova era de testes genéticos como um guia para tratamentos
personalizados (IYEGBE et al., 2014). Dentre os beneficios e funcdes potenciais destes
estudos para a EQZ estéo: evitar toxicidade e reacdes adversas a medicagdes subsequentes,
evitar a subdosagem e a subsequente auséncia de eficacia, evitar o uso de drogas por
individuos hipersensiveis, melhorar o diagndstico clinico e medicamentos que previamente
foram retirados por causa de efeitos adversos graves (LALLY et al.,, 2016; LALLY;
JOHN; MACCABE, 2016).

Uma maneira de utilizar estes tipos de teste no tratamento resistente da EQZ seria
identificar variacGes genéticas especificas que predizem a refratariedade, sendo assim, as
decisbes de prescricdo poderiam entdo ser baseadas em seus achados. Sendo a etiologia da
EQZ complexa, ou seja, multifatorial, o componente genético é um forte influenciador nao
sO na pré-disposicdo da doenca, mas também, na atuacdo dos antipsicéticos. Uma meta-
analise de 14 estudos em gémeos com esquizofrenia mostrou que a concordancia
monozigética (MZ) é cerca de 50% e a concordancia dizig6tica (DZ) é em torno de 15%,
sugerindo uma influéncia genética significativa (SULLIVAN; KENDLER; NEALE, 2003).
Esse achado foi corroborado em estudos mais atuais (CARDNO et al., 2012; KLANING
et al., 2016).

Contudo ainda h& a sobreposicdo genética entre a EQZ e a resposta aos
antipsicoticos, além disso, ndo ha influéncias genéticas de um gene exclusivo, ou uma

Unica variante, existem variantes de genes diferentes interferindo na resposta ao tratamento
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medicamentoso. Com isso a terapéutica de um unico alvo pode ser insuficiente, tal
informac&o sera Gtil para os proximos estudos que serdo realizados e novos tratamentos a
partir dessas informacdes genéticas visando a melhor compreensdo do mecanismo
terapéutico.

Vérias pesquisas tém sido realizadas neste aspecto e até o momento foi possivel
levantar tanto o0s genes candidatos quanto as potenciais variantes no acido
desoxirribonucléico (DNA) envolvidos na etiologia e fisiopatologia da EQZ. Além disso,
estdo sendo identificadas aquelas variantes relacionadas a resposta aos antipsicoticos,
principalmente a Clozapina (ARAB; EISEINSTEIN, S. et al., 2016; ELHAWARY, 2015;
CORDEIRO; VALLADA, 2014; JAJODIA et al., 2016; LEE, S. et al., 2012; RIPKE et al.,
2013; TERZIC et al., 2016).

Os dois ultimos e maiores estudos de associacdo gendmica da EQZ identificaram
108 loci geneéticos associados a este transtorno. Dos 108 loci, 75% incluem genes
codificadores de proteinas. Associacdes notaveis relevantes para as principais hipoteses de
etiologia e tratamento da EQZ incluem o gene codificador do receptor de dopamina tipo 2
DRD?2 (alvo de todos os antipsicéticos eficazes) (PURCELL et al., 2014; RIPKE et al.,
2014). Além de polimorfismos do gene DRD2, ainda se encontra uma gama de pesquisas
que abordaram e constataram o envolvimento, principalmente, de polimorfismos dos genes
DRD3 e ANKK1 com a EQZ (BHATHENA et al., 2013; HWANG et al., 2015;
LOCHMAN et al., 2013; SINGH et al, 2016; SURIDJAN et al., 2013; WANG et al.,
2016).

As mutacdes génicas podem ser classificadas quanto a sua natureza molecular,
sendo assim, tem-se: substituicdes de bases (o tipo mais simples em que ha alteracdo de um
unico nucleotideo no DNA, denominados SNP’s), inser¢des ¢ delegdes (a segunda maior
classe de mutacdes génicas, a qual contém a adicdo ou remocao, de um ou mais pares de
nucleotideos) e os polimorfismos de nimeros de repeticbes (PIERCE, B., 2011). No
presente estudo serdo estudados os polimorfismos rs1800497, rs1799732 e rs6280 que Se
localizam nos genes ANKK1, DRD2 e DRD3, respectivamente.

Contudo, diante do que foi exposto, propde-se a realizacdo deste estudo para
estimar a frequéncia destes trés polimorfismos genéticos, rs1800497, rs1799732 e rs6280,
bem como a associacdo dos mesmos com a refratariedade da esquizofrenia. Com isso, sera
possivel testar se ha ou ndo associagdo destas trés variantes com a esquizofrenia refratéria,
e a partir dos resultados tentar direcionar o tratamento personalizado de individuos

acometidos por essa doenca.
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Uma vez que sejam identificadas variantes genéticas associadas a refratariedade da
EQZ, o profissional da saude, principalmente o enfermeiro, por estar proximo ao paciente,
realizaria uma triagem daquelas pessoas com este transtorno por meio dos testes genéticos.
De maneira objetiva, identificando primeiro o gendtipo do individuo o qual seria favoravel
ou n&o para o desenvolvimento da mesma.

Com isso, se obteria o aperfeicoamento das praticas dos profissionais de saude,
principalmente no que se refere aqueles que estdo na atencdo primaria a saude e em
servigos de salude mental, como o enfermeiro. Tendo em vista que estdo mais proximos e
lidam diretamente com esses pacientes, tanto no contexto comunitario como no
psicossocial especializado.

Além disso, uma vez que as categorias diagnosticas baseadas no consenso clinico
ndo se alinham com os achados emergentes da neurociéncia clinica e da genética, seria
valioso poder contar com o sistema de apoio de parametros moleculares e neurobiolégicos,
como a identificacdo de variantes genéticas associadas a refratariedade da EQZ
(GOTTSCHALK et al., 2013; INSEL et al., 2010). Isto subsidia a construcéo de politicas
publicas de salde direcionadas a esta populacdo vulneravel, delineadas e implementadas a
partir da tecnologia e inovacdo do tratamento o qual impacta tdo fortemente a qualidade de

vida desses individuos.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Investigar a frequéncia dos polimorfismos rs1800497, rs1799732 e rs6280 e a

ocorréncia da esquizofrenia refrataria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estimar a frequéncia dos polimorfismos genéticos rs1800497, rs1799732 e rs6280 em
pacientes com esquizofrenia refrataria, pacientes com esquizofrenia geral e pessoas
que ndo possuem nenhum diagndstico de transtorno mental.

b)  Verificar se existe associacdo alélica e genotipica para cada polimorfismo estudado
com a ocorréncia da esquizofrenia refrataria esquizofrenia refrataria.

c) Verificar se ha associacdo genotipica para cada polimorfismo estudado e

esquizofrenia refrataria considerando modelos de dominancia e recessividade
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1ESQUIZOFRENIA
3.1.1 Epidemiologia

Atualmente mais de 21 milhdes de pessoas sao afetadas em todo mundo pela EQZ
(WHO, 2015). Existe no Brasil uma escassez de estudos que verifiguem as atuais taxas de
prevaléncia e incidéncia da EQZ. Santos e Siqueira (2010) em uma revisdo sistematica de
literatura identificaram que a EQZ junto com outros distarbios delirantes atingiram altas
prevaléncias que variaram de 1 a 4%.

Uma coorte de dez anos realizada em Vancouver, Canada, analisou internagdes e
tempo de permanéncia de adultos desabrigados. A pesquisa identificou que durante este
periodo do total de 2601 admissBes hospitalares, 70% delas foram por causas psiquiatricas
e dentre os transtornos mais recorrentes foram o transtorno bipolar e a esquizofrenia (EQZ)
(RUSSOLILLO et al., 2016). Este ultimo é considerado um dos mais severos e complexos
transtornos mentais, que se caracteriza principalmente por sintomas como delirios,
alucinacg0es, alteracbes no processo do pensamento, percepcdes e afeto. Atualmente mais
de 21 milhdes de pessoas séo afetadas em todo mundo por esta patologia, 0 que a torna um
grande problema de saude publica (PATEL et al., 2014; WHO, 2015).

No Brasil, segundo o principal banco de dados secundarios nacional, entre agosto
de 2012 e agosto de 2013, o numero de internagdes devido a EQZ, chegou a 93.364, com
364 obitos (BRASIL, 2008). Além disso, uma tese que abordou a dindmica demografica e
internacOes hospitalares em Minas Gerais mostra que 95% das internac6es por transtornos
mentais ocorriam no setor especializado de psiquiatria e que deste total, 16% delas
correspondiam a EQZ (RODRIGUES, 2010).

Ainda no Brasil, foram identificadas prevaléncias de 0,3%-2,4% para psicose em
geral em um estudo de 1992 realizado em trés capitais brasileiras (ALMEIDA et al., 1992).
Em Séo Paulo, outro estudo de 2002, encontrou uma prevaléncia de 0,8% em 12 meses
para psicoses nao afetivas (ANDRADE et al.,, 2002). No Rio Grande do Sul, a
esquizofrenia apareceu como o principal diagnostico em internagcdes hospitalares no ano de
2000, porém esta taxa diminuiu no ano de 2004 (CANDIAGO, BELMONTE, 2007).

3.1.2 Concepcoes
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A EQZ é um transtorno mental complexo e incapacitante caracterizado por sinais e
sintomas clinicos que envolvem manifestagdes psicopatoldgicas variadas de pensamento,
percepcao, emocdo, movimento e comportamento. Este distdrbio persistente pode interferir
no contato do individuo com a realidade e afetar demasiadamente suas relacbes
interpessoais (HOWES; MURRAY, 2014; PATEL et al., 2014)

Os principais sintomas da EQZ foram submetidos a uma categorizacdo, entre
positivos, negativos e cognitivos, a qual é de grande importancia, pois permite distingui-la
de outros distarbios psicoticos (WU et al., 2016). Os sintomas denominados positivos séo
caracterizados pelos delirios e alucinagdes, enquanto os negativos apresentam-se por meio
de apatia, embotamento afetivo e empobrecimento psiquico (PATEL et al., 2014). Ja a
cognicdo pode ser prejudicada de maneira a afetar memoria, atencdo e capacidade de
desempenho global de funcdes (MUTH; GYURE; VARADI, 2015).

Como consequéncia destes sintomas, se tem repercussdes consideraveis na vida da
pessoa que 0s manifesta, bem como para a familia e a sociedade como um todo. E cada vez
mais notdrio que a identificacdo precoce da doenca indica um melhor prognostico,
amenizando as alteracdes de afeto e capacidade funcional do individuo (CARR et al.,
2016; LAWRENCE et al., 2015).

O rastreamento e a definicdo da esquizofrenia em fases iniciais ainda é assunto em
discussdo. Existe a denominada fase prondrémica da doenca na qual a mesma ainda néo se
instaurou por completo mas o individuo ja manifesta sintomas positivos e negativos porém
pouco expressivos, anos ou meses antes da evolugédo desse sofrimento mental (PISKULIC
et al., 2016). Déficits de atencdo e concentracdo e empobrecimento do funcionamento
social sdo adotados como fatores aceitaveis para o aumento do risco de desenvolvimento
da psicose, conquanto, aproximadamente, 35% dos individuos que possuem essas
caracteristicas a desenvolva (CORNBLATT et al., 2012; MIRET et al., 2016).

Assim como as classificacGes diagndsticas na psiquiatria sdo tarefas desafiadoras, a
EQZ ndo foge a regra, as categorias diagndsticas baseadas no consenso clinico ndo se
alinham com os achados emergentes da neurociéncia clinica e da genética. Ainda se vivem
intensos debates e articulagbes a fim de se encontrar um consenso bem sucedido sobre
fisiopatologia da doenca e do qudo importante seria contar com o sistema de apoio de
parametros moleculares e neurobiologicos (GOTTSCHALK et al., 2013; INSEL et al.,
2010).

Enquanto isso, o diagnostico deste transtorno é realizado por meio de observacao

do comportamento do paciente, seguido de um exame mental clinico minucioso e
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entrevista. Os atuais critérios para diagnodstico estdo definidos e descritos no “Manual de
Classificagdo Internacional de Doengas”, décima edi¢do (CID-10) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE - OMS, 1993), e no manual “The Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders”, quinta edi¢do (DSM-V).

No Brasil o sistema de classificacdo mais amplamente utilizado para classificar e
diagnosticar a esquizofrenia é o da CID-10. Essa classificagdo retrata critérios gerais que
necessitam ser atendidos, sendo o primeiro deles a presenca de sintomas, e o segundo, a
exclusdo de determinadas condi¢des. Conforme € a apresentacdo dos sintomas se estratifica
a classificacdo da EQZ em subtipos, sendo que as letras do alfabeto sdo utilizadas para
realizar tal classificacdo, com suas respectivas numeragdes, sendo assim, 0s transtornos
mentais sdo identificados pela letra F: Esquizofrenia paranoide (F20.0), Esquizofrenia
hebefrénica (F20.1), Esquizofrenia catatonica (F20.2), Esquizofrenia indiferenciada
(F20.3), Depressdo pos-esquizofrénica (F20.4), Esquizofrenia residual (F20.5),
Esquizofrenia simples (F20.6) , Outras esquizofrenias (F20.8) e Esquizofrenia néo
especificada (F20.9) (WHO, 1994). Como ja exposto, essa divisdo em subtipos tem sido
alvo de criticas e existem direcionamentos que indicam a perspectiva de sua modificacdo
ou exclusdo (BRAFF et al., 2013).

DSM - V opta como critério de classificacdo a persisténcia de dois ou mais dos
seguintes sintomas, por tempo minimo de um més: delirios, alucinaces, comportamento
desorganizado, amplamente desorganizado ou catatbnico e sintomas negativos. Ao menos
um dos sintomas deve ser delirios, alucinagdes ou comportamento desorganizado
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION - APA, 2013). Ademais, com a publicagao
da quinta edicdo, emergiram mudancas importantes em relacdo a anterior com o objetivo
prioritario de simplificar o diagndstico e, entre elas, estd a eliminacdo dos subtipos
(paranoide, desorganizado, indiferente e catatbnico) em virtude da evidéncia da falta de
validade, bem como por ndo descreverem com preciséo a heterogeneidade nem a etiologia
desse transtorno (BRAFF et al., 2013; HALLER et al., 2014).

3.1.3 Etiologia e Fisiopatologia

A etiologia da maioria dos transtornos mentais é complexa, ou seja, multifatorial,
sendo a EQZ um deles. Alteracbes no DNA, fatores epigeneticos, fatores fisicos e
bioldgicos pré-natais, ocorréncias nocivas perinatais e condi¢cdes ambientais biologicas,

psicologicas e sociais desempenham um papel na causalidade desta doenga. De maneira
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similar, polimorfismos do DNA, mecanismos de regulacdo epigenética, infeccbes pré-
natais e hipoxia, privacdo nutricional pré-natal, abuso de drogas e estresse sdo agentes
importantes na etiopatogenia da EQZ (HOSAK; HOSAKOVA, 2015; WEINBERGER,;
LEVITT, 2011).

Em consequéncia desta heranga multifatorial, existem muitos estudos que buscam
identificar os alelos dos genes que predispde a doencga. Dentre os genes mais estudados,
estdo aqueles do sistema dopaminérgico. Além destes sdo investigados ainda, os genes dos
sistemas glutamatérgico e serotoninérgico (EDWARDS et al., 2016; PATEL et al., 2014).

Tanto a dopamina, quanto o glutamato e a serotonina Sdo neurotransmissores que
compde sistemas neuronais responsaveis por funcBes excitatorias e inibitérias do sistema
nervoso central (SNC), os quais sofrem influéncia da interacdo de fatores genéticos e
ambientais contribuindo para uma gama de alteracfes que podem levar a disfuncdo dos
mesmaos, contribuindo assim, para a manifestacdo da EQZ na adolescéncia. A maior parte
das teorias desenvolvidas para compreender a fisiopatologia da EQZ baseia-se no excesso
ou deficiéncia destas neurotransmissdes (HALLER et al., 2014; HOWES, O. et al., 2011;
HOWES, OLIVER D et al., 2012).

3.1.4 Hipd4tese Dopaminérgica

A DA pertence a categoria aminas biogénicas de neurotransmissores, as quais s&o
sintetizadas a partir de precursores de aminoacidos, neste caso, 0 precursor € a tirosina,
dando origem assim as catecolaminas (dopamina, norepinefrina e epinefrina). Este
processo ocorre por meio de uma série de reacdes bioquimicas, mas de modo objetivo,
primeiramente a tirosina € oxidada a L-diidroxifenilalanina (L-DOPA) e depois a L-DOPA
é descarboxilada a dopamina (BROADLEY, 2010; GOLAN et al., 2009; GOLAN;
TASHJIAN; ARMSTRONG, 2012).

As vias catecolaminérgicas no cérebro possuem uma organizacdo celular,
denominada sistema divergente de fonte Unica. Este abrange neurdnios originados de um
nicleo e que inervam numerosas células-alvo, constituindo projecbes amplamente
divergentes, as quais modulam a fungéo da neurotransmissao de ponto a ponto e atingem
processos complexos, como humor, atencdo e emogdo (GOLAN et al., 2009; GOLAN et
al., 2012; GRACE, 2016).

Sendo assim, os sistemas de monoaminas do cérebro, como o da DA,

desempenham importantes papeis no funcionamento adequado do comportamento,
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possuindo diferentes funcBes cerebrais, que inclui locomocéo, afeto e cognigdo. Além
disso, é o ultimo sistema de monoamina a se estabelecer no SNC durante a ontogenia, fato
sugestivo de uma possivel influéncia estabilizadora importante e integrativa em circuitos
cerebrais e que a sua perturbacdo pode desestabilizar varios deles de formas
funcionalmente significativas (HOWES; OLIVER et al., 2012; LAUDER; BLOOM, 1974;
LYON et al., 2011).

Com base nos critérios anatdmicos e funcionais o SNC é dividido em encéfalo
(cranio) e medula espinhal (coluna vertebral), sendo o primeiro subdividido ainda em
cerebro e tronco encefélico, estas duas uUltimas partes sdo de interesse para a melhor
visualizagdo das principais vias dopaminérgicas. Na figura 1 pode-se observar cada regido
citada e suas respectivas subdivisfes de forma esquematizada.

Figura 1 - Principais estruturas anatdbmicas do SNC representadas esquematicamente.
Telencéfalo

Diencéfalo

Talamo

( Mesencéfalo

Tronco
encefalico Ponte
_ Bulbo Cerebelo
Medula
Espinal

Fonte: adaptado de Tortora, 2011.

Existem trés vias dopaminérgicas no cérebro: a via nigroestriatal, a via
mesocorticolimbica, e a via tuberoinfundibular. E possivel localizar cada uma delas na
Figura 2 a seguir. A primeira delas possui neurénios dopaminérgicos que se projetam para
o estriado limbico e cortical ou associativo e estdo localizados na substancia negra,
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juntamente com os neur6nios motores. A camada dorsal da substancia negra é composta de
neurbnios limbicos e de projecdo associativa, ja a camada ventral da substancia negra é
composta de mais neurénios relacionados ao movimento (GOLAN et al., 2009; GRACE,
2016).

A via mesocorticolimbica ou area tegmental ventral corresponde a uma &rea de
corpos celulares dopaminérgicos no mesencéfalo com projecGes para o cortex frontal. Esta
regido desempenha um papel importante e complexo (que ainda esta pouco elucidado) na
motivacdo, no pensamento orientado para metas, no ajuste do afeto e no sistema de
recompensa. Por fim, a terceira via de DA atua na circulagdo porta que conecta a
eminéncia mediana do hipotdlamo com a adeno-hipofise e inibe tonicamente a liberagdo de
prolactina pelos lactétrofos da hipofise (GOLAN et al., 2009; HOWES; NOUR, 2016).

Figura 2- Vias dopaminérgicas

Via Mesocortical

Via Mesolimbica

Via Nigro-estriatal

Legenda: CPF=cortex pré-frontal; VTA=4area tegmentar ventral; SNC=sinaliza¢do nucleo caudado-substancia negra. A
cor vermelha indica a via Nigro-estriatal, linha verde indica a via substancia negra e nicleo acumbens, por fim a cor azul
indica a via mesocortical.

Fonte: adaptado de Arias-Carrion et al., 2010.

Os neurbnios divergentes, como o0s dopaminérgicos, ao invés de ativarem
diretamente seus alvos, desempenham tipicamente uma influéncia moduladora ao disporem
de neurotransmissores — em geral, aminas biogénicas — para atuar sobre receptores

acoplados a proteina G. Esses receptores, quando ativados, modificam o potencial em

28



repouso e a condutividade dos canais i0nicos das membranas neuronais nas quais estao
localizados, alterando, assim, a facilidade de despolarizacdo desses neurdnios, aumentando
a condutancia neuronal (GOLAN et al., 2009; PATRICK, 2013).

Na auséncia, diminuicdo ou aumento da expressdo dos receptores ou na mudanca
estrutural que impega o funcionamento deles, ou ainda modificagdo nos efetores
envolvidos (adenilato ciclases, pequenas GTPases, fosfolipases, cinases, em Ultima analise
podendo regular a expressdo de genes envolvidos na sobrevivéncia, proliferacao,
diferenciacdo e outros processos celulares) na cascata de sinalizacdo intracelular da via
dopaminérgica, por exemplo, pode-se acarretar sérias alteracGes na condutancia destes
sinais neste sistema (DE MOURA,; VIDAL, 2011). O advento de varios psicofarmacos que
surgiram na tentativa de tratar os sintomas graves da EQZ ocorreu em detrimento do efeito
antagonista sobre estes receptores (CHIEN; YIP, 2013; DIVAC et al., 2014).

Sendo assim, receptores, ndo s6 os de DA, sdo proteinas as quais, de longe, sdo 0s
alvos de farmacos mais importantes no tratamento medicamentoso de varias patologias,
principalmente as psiquiatricas. Uma vez que, estes sdo responsaveis pela transmissao
sinaptica de um neurdnio pré para o pos-sinaptico, dai a importancia de se estudar as
causas que interferem no funcionamento adequado dos mesmos, como nesta dissertacao na
qual serdo abordados trés polimorfismos genéticos relacionados aos receptores de
dopamina D2 e D3.

3.1.5 Receptores dopaminérgicos

Os receptores de DA sdo membros da familia de proteinas receptoras acopladas a
proteina G, estes receptores possuem uma regido extracelular, com um terminal amino e
uma regido transmembrana com sete dominios hidrofobicos, sendo denominados
receptores 7TM- com o terminal carboxila. A funcionalidade destes receptores se baseia na
ativacdo e inativagdo da proteina G, a qual é formada por trés polipeptideos distintos a, B e
v, sendo a subunidade o importante para esta cascata de sinaliza¢cdo. Sendo assim, quando a
proteina G estiver inativada a subunidade o se encontrara acoplada em toda a estrutura da
proteina juntamente com os receptores no meio intracelular, j& em sua ativacdo a
subunidade a migrara pelo citosol ¢ podera ativar enzimas amplificadoras e/ou canais
ibnicos e transcricdo génica, como mostra a Figura 3 (GUYTON; HALL; GUYTON,
2006; LUEDTKE et al., 2012; SEALFON; OLANOW, 2000; VALLONE; PICETTI;
BORRELLLI, 2000).
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Figura 3 - Sistema de segundos mensageiros (Proteina G) no neurdnio pds-sinaptico.

.\. S itk

Fonte: Guyton, 2006.

A classificacdo dos receptores de DA é realizada de acordo com o seu efeito sobre a
formacdo de uma molécula denominada monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), um
tipo de mensageiro secundario celular. Desta forma, receptores de classe D1 levam a um
aumento do AMPc enquanto os receptores de classe D2 inibem a producdo de AMPc.
Estudos com clonagem dessas proteinas receptoras revelaram cinco receptores distintos,
codificados, cada um deles, por um gene independente sendo, a classe D1 que contém dois
receptores de dopamina - D1 e D5 — e a classe D2 a qual contém trés receptores - D2, D3 e
D4 (BUTINI et al., 2016; GOLAN et al., 2009; PATRICK, 2013).

O estimulo da familia D1 é excitatorio, uma vez que a proteina G que se encontra
acoplada a estes receptores é a do tipo Gs, que tem a funcdo de ativar a adenilato ciclase
(enzima intracelular aderida @ membrana plasmaética que catalisa a formacdo de AMPc a
partir de ATP) o que acarreta em um aumento dos niveis de AMPc e de Ca2+ intracelular
ativando a PKA. Esta € uma proteina cinase dependente de AMPc, quando ativada é
responsavel por fosforilar varios arcaboucos intracelulares que culmina em uma reacao
especifica ao estimulo agonista (DE MOURA; VIDAL, 2011; LUEDTKE et al., 2012).
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O contrario ocorre com o estimulo da familia D2, que é inibitério, uma vez que a
proteina G acoplada a estes receptores é a do tipo Gi, a qual inibe a atividade da enzima
adenilato ciclase diminuindo os niveis de AMPc e de Ca?* intracelular hiperpolarizando a
célula, ou seja, diminuindo a resposta celular. Sendo assim, em condicdes ideais e
fisiologicas, estas duas vias tanto a excitatoria quanto a inibitéria atuam de forma
equilibrada frente as diversas experiéncias de vida que levam a estimulacdo de ambas as
familias de neuroreceptores (DE MOURA,; VIDAL, 2011; LUEDTKE et al., 2012).

Na Figura 4 pode-se perceber que ha uma maior concentracdo de receptores do
subtipo D2 nos nucleos caudado e putamen (que formam o estriado), na substancia negra e
hipofise, enquanto os receptores dos subtipo D3 estdo em maior quantidade no tubérculo
olfatério, nucleus accumbens e hipotalamo. Estes dois tipos de proteinas receptoras de DA
serdo destacadas por estarem diretamente envolvidas na farmacologia da transmisséo
dopaminérgica, ja que sdo alvos principais para o tratamento da EQZ e que polimorfismos
em genes que codificam estas proteinas estdo envolvidos na resisténcia ao tratamento
medicamentoso (GOLAN et al.,, 2009; HOWES et al., 2013; LYON et al.,, 2011,
TERZIC et al., 2016).

Figura 4 - Distribuicdo dos subtipos de receptores de DA no cérebro. Identificados pelas

regides em azul.
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Legenda: Abreviaturas: ATV= area tegmentar ventral, C= nicleo caudado, Cx= cortex cerebral, H= hipotdlamo, HIPP=
hipocampo, nAc= nucleus accumbens, P= putdmen, SN= substancia negra, TC= tonsila do cerebelo, TO= tubérculo
olfatdrio.

Fonte: Golan et al (2009).

A hipdtese dopaminérgica se reforga com base em estudos que identificaram tanto o
aumento da sintese quanto a capacidade de liberacdo da DA na fenda sinéptica. Entretanto

é preciso observar que anormalidades na acdo destes receptores culminardo em uma
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sinalizacdo  dopaminérgica falha, independentemente da disponibilidade do
neurotransmissor. Uma vez que, estudos sobre deplecdo de DA estriatal pré-sinaptica,
verificaram, experimentalmente, que apos essa deplecdo a ligacdo de IBMZ (ligante D2
marcado utilizado) foi maior em pacientes com EQZ do que em controles saudaveis, sendo
que estes receptores estariam ocupados por DA enddgena e consequentemente ficariam
indisponiveis para o ligante D2 marcado (HOWES; OLIVER et al., 2012; HOWES et al.,
2013; LYON etal., 2011).

Conforme essa hipotese, os sintomas positivos estariam relacionados a niveis
elevados de DA na via mesolimbica. Enquanto os sintomas negativos e cognitivos,
possivelmente estdo associados a niveis diminuidos desse neurotransmissor na via
mesocortical (HOWES; OLIVER et al.,, 2012; KEGELES et al., 2010). Além disso,
pesquisas ja comprovaram que os farmacos responsaveis por aumentar a liberacdo de DA
no estriado podem causar psicose e que a poténcia de uma medicacdo antipsicotica é
proporcional a sua capacidade de antagonizar os receptores do subtipo D2 e D3 (HOWES;
KAPUR, 2009; HOWES; NOUR, 2016; SAAVEDRA et al., 2016).

3.1.6 Tratamento

Visto que a EQZ é uma patologia complexa e que traz consigo uma vasta gama de
prejuizos a salde, varias abordagens de tratamento amplas e multimodais tém sido
apreciadas e testadas em diferentes combinacdes, caracterizando um cenario desafiador
para a saude. Entretanto, a abordagem que tem sido o maior foco de estudos nas Gltimas
décadas é a terapia medicamentosa, baseada nos denominados antipsicéticos (CHIEN;
YIP, 2013; SUMIYOSHI, 2015).

O tratamento psicofarmacoldgico tem sido essencial e considerado o pilar para
alcancar um melhor funcionamento fisico e cognitivo na EQZ. Outros suportes
terapéuticos, como as terapias psicossociais, também sdo de extrema importancia e
complementares. Uma pesquisa estudou cinco principais dessas abordagens psicossociais:
psicoterapia, intervencdes familiares, manejo intensivo de casos, reabilitacdo cognitiva e
treinamento de habilidades sociais e observou que essas intervengGes mostraram niveis
razoaveis de efeito sobre os resultados terapéuticos, incluindo prevencdo de recaidas,
reducdo da readmissdo hospitalar e promocdo da adesdo a medicacdo (BROOKE-
SUMNER et al., 2015).
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O primeiro antipsicético desenvolvido foi a clorpromazina, sendo a Franca o
primeiro pais a utiliza-la e os Estados Unidos o pioneiro na sua prescricdo na década de
1950 (STIP, 2015; TANDON, 2011). Logo depois, na decada de 1960, outros
psicofarmacos foram criados para o tratamento deste transtorno, como exemplo, o
haloperidol o qual permitiu grande avanco no controle dos sintomas positivos, que cunhou
até mesmo na classificacdo e denominacao dessas drogas: de primeira geracdo ou tipicas
(DIVAC et al., 2014).

Embora os beneficios dessas medicacdes de primeira geracdo tenham sido de
grande importancia, ainda mundialmente utilizadas, elas atuam muito pouco sobre os
sintomas negativos e cognitivos da EQZ, assim como implicam em graves efeitos
adversos, evidentemente os extrapiramidais (discinesia e distonia, por exemplo), o0 que
incentivou o desenvolvimento dos antipsicéticos atipicos ou de segunda geracgéo, sendo seu
uso disseminado a partir do inicio da década de 1990 (PARK et al., 2014; STIP, 2015).
Apesar disso, todos os antipsicoticos possuem potencialidade para gerar efeitos adversos,
logo, os de segunda geracdo provocam alguns seérios e persistentes, conduzindo a
alteracdes metabdlicas (ganho de peso, dislipidemia, alteracdo nos niveis de glicose e
eventos cardiovasculares) (DIVAC et al., 2014; LEUCHT et al., 2013).

Nesta perspectiva, mesmo que o tratamento da EQZ ja esteja determinado ha mais
de 50 anos, muitas questfes ainda ndo foram esclarecidas, apontando muitos elementos a
serem compreendidos. A maneira como os antipsicéticos atuam, implicando na melhora
dos sintomas psicéticos, abrange como ponto em comum para todos eles, o contato e o
antagonismo de receptores de DA, principalmente os do subtipo D2 e D3 (CITROME,
2016; KAHN; SOMMER, 2015). Também existem o0s antipsicoticos atipicos, como a
clozapina, que possuem afinidade pelos receptores de serotonina (5-HT2A) destacando-se
pela prevencdo dos efeitos secundarios motores (DIVAC et al., 2014; SEEMAN, 2014).
Concomitantemente, pesquisas sugerem que 0 mecanismo de acdo de todos estes
psicofarmacos envolve a dopamina e sua interagdo com outras vias neuroquimicas, como
aquelas associadas ao glutamato, serotonina, GABA (Acido Gama-Aminobutirico) e
acetilcolina (BRISCH et al., 2014).

O éxito do tratamento farmacologico esta intimamente relacionado ao acesso e
aderéncia a medicacdo. Desse modo, a recusa do medicamento € um aspecto
continuamente observado na assisténcia e reflete um importante problema de satde publica

a ser superado, haja vista que contribui significativamente com o agravamento e a
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exacerbacdo dos sintomas psicéticos, 0s quais consequentemente, geram prejuizos nas
relagOes sociais e afetivas (ETICHA et al., 2015).

Muitas sd@o as condicOes relacionadas a esse problema e as principais associam-se a
pouca informacéo sobre a doenca, auséncia de autocritica, abuso de drogas psicoativas,
pouco suporte social e 0s episodios de reagdes adversas a medicacdo antipsicética (KANE;
KISHIMOTO; CORRELL, 2013). Como também, as recaidas em detrimento da néo
aderéncia podem conduzir ao aumento das hospitalizacdes e de risco de suicidio, gerando
impacto econémico e social consideravel (HIGASHI et al., 2013).

A fim de reduzir as taxas de recaidas e interna¢fes hospitalares, bem como
melhorar a qualidade de vida dos pacientes com EQZ, sdo adotadas as terapias
psicossociais. Estas sdo estratégias essenciais para serem adotadas em conjunto a terapia
medicamentosa, promovendo uma melhor aderéncia da mesma, algumas delas sdo terapias
cognitivas, treinamento de habilidades sociais, psicoeducacdo e assisténcia as familias
(BROOKE-SUMNER et al., 2015; HASAN; CALLAGHAN; LYMN, 2015).

3.1.7 Esquizofrenia Refrataria e Clozapina

Em 1988, Kane propds o conceito original de esquizofrenia refrataria em que
determinou os seguintes critérios diagnosticos: resposta parcial, durante pelos menos cinco
anos, a trés tipos de antipsicoticos (a0 menos dois com estruturas quimicas diferentes);
intolerancia aos efeitos adversos; recaidas ou degradacao sintomatica, mesmo utilizando-se
doses adequadas dos medicamentos (WANG et al., 2015). Outro conceito globalmente
permitido como critério de ER inclui a duracdo do transtorno por mais de cinco anos e
sintomas produtivos que ndo cessam apds 0 uso regular de dosagem méaxima com pelo
menos dois tipos de antipsicéticos (CONLEY; BUCHANAN, 1997).

A epidemiologia traz que aproximadamente 30% das pessoas com diagnoéstico de
EQZ sdo resistentes ao tratamento, afetando cerca de 6 milhdes de individuos em todo o
mundo (MCILWAIN et al., 2011; MELTZER, 1997). Sendo que 30% desses pacientes
respondem bem ao tratamento medicamentoso e demonstram remisséo de seus sintomas.
Bem como, cerca de 20-30% ndo demonstram melhora do quadro clinico, tendo como
potenciais causas as diferentes hipoteses fisiopatoldgicas envolvidas na doenca,
principalmente aquelas relacionadas a genética (LALLY et al.,, 2016; MOSOLOV;
POTAPQOV; USHAKQV, 2012). Com isso, 0 antipsicético clozapina tem sido a medicacao
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de escolha na prescrigédo para os casos de ER (SISKIND et al., 2016; WARNEZ; ALESSI-
SEVERINI, 2014).

Em 1971 na Europa, a clozapina foi introduzida no mercado e teve boa aceitacédo
por ter apresentado uma significativa eficacia terapéutica e diminuida ocorréncia de efeitos
colaterais motores, sendo o primeiro antipsicotico atipico desenvolvido (WENTHUR;
LINDSLEY, 2013). Mais adiante, devido aos varios casos de agranulocitose (diminuicéo
dos gldébulos brancos) que surgiram com seu uso, a clozapina foi proibida. Ainda assim,
em 1989, nos Estados Unidos, foi reintroduzida, depois da comprovacao expressiva de sua
eficacia no tratamento, sendo propagada a outros paises, dentre eles, o Brasil (PARK et al.,
2014).

A clozapina é um farmaco que faz parte do grupo das dibenzepinas e tem como
mecanismo de acdo o0 antagonismo de mais de um receptor, especialmente aqueles do
sistema serotoninérgico (5-HT2A, 5-HT2c e 5-HT3c) e dopaminérgico (mais afinidade
pelo D4 em relacdo aos D1 e D2), aléem disso, age nos receptores de histamina (H1)
(FAKRA; AZORIN, 2012). A singular estrutura quimica desse psicofarmaco propicia sua
dissociacdo rapida dos receptores de dopamina D2, o que ndo ocorre com 0s antipsicoticos
tipicos (como haloperidol e clorpromazina), isso impacta na diminuicdo dos efeitos
adversos motores (parkinsonismo, por exemplo) (SEEMAN, 2014).

Ainda que rara a chance de gerar efeitos extrapiramidais, o uso dessa medicacédo
deve ser avaliado com cuidado, em detrimento do risco em potencial de desenvolvimento
de efeitos adversos graves, principalmente agranulocitose, miocardite e convulsdes
(FRANK et al., 2015; LEUCHT et al., 2013; SINCLAIR; ADAMS, 2014). A fim de
monitorar o risco de agranulocitose, os pacientes sdo obrigados a realizarem a contagem de
leucdcitos durante todo o tratamento e ao seu fim (por pelo menos quatro semanas)
(FAKRA; AZORIN, 2012).

Dessa forma, faz-se necessaria a montagem de um processo administrativo pelo
psiquiatra responsavel pelo tratamento e pela familia do paciente (ou o proprio), sendo
preciso discriminar toda a propedéutica ja adotada, a evolu¢do do quadro clinico e a sua
refratariedade, justificando o uso do medicamento. Portanto, o processo é avaliado por
médicos analistas credenciados pela Secretaria Estadual de Saude (SES/MG) (MINAS
GERAIS, 2008). Depois disso, tendo cumprido todos os requisitos, a medicacao €, entéo,

dispensada mensalmente ao paciente mediante receita médica atualizada.

3.1.8 Farmacogendémica, Farmacogenética e Esquizofrenia Refrataria
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A terminologia farmacogendmica € utilizada para definir um ramo da farmacologia, o
qual estuda como os genes controlam a farmacocinética e a farmacodinamica do
medicamento. J& o conceito de farmacogenética é distinto desse primeiro e geralmente se
refere a como um gene especifico ou um conjunto de genes pode influenciar a resposta de
um paciente aos farmacos (RELLING; EVANS, 2015). Para isso, recém abordagens
utilizando estudos de associagdo gendmica e sequenciamento (que identificam variantes
raras e comuns em todo o genoma) sdo tracadas a fim de facilitar o surgimento de uma
nova era de testes genéticos como um guia para tratamentos personalizados (I'YEGBE et
al., 2014).

Dentre os beneficios e funcbes potenciais da farmacogendmica na EQZ estdo:
evitar toxicidade e reacfes adversas a medicacdes subsequentes, evitar a subdosagem e a
subsequente auséncia de eficacia, evitar o uso de drogas por individuos hipersensiveis,
melhorar o diagndstico clinico e medicamentos de resgate previamente retirados por causa
de efeitos adversos graves (LALLY et al., 2016; LALLY; JOHN; MACCABE, 2016).
Uma maneira de usar este tipo de teste no tratamento resistente da EQZ seria identificar
variacdes genéticas especificas que predizem uma boa resposta a clozapina, ou um baixo
risco de efeitos adversos, sendo assim, as decisdes de prescricdo poderiam entdo ser
baseadas em seus achados. Duas meta-anélises confirmam a importancia do sistema
dopaminérgico e uma confirma o impacto do sistema serotoninérgico para o efeito
antipsicotico da clozapina (GRESSIER et al., 2016; HWANG et al., 2010; ZHANG;
MALHOTRA, 2011).

Uma recente pesquisa analisou a sobreposicdo poligénica entre o risco de
esquizofrenia e a resposta antipsicotica, a partir dos dois Ultimos e maiores estudos de
associacdo gendmica da EQZ (PURCELL et al., 2014; RIPKE et al., 2014). Foi observado
um enriquecimento significante tanto em alvos conhecidos de antipsicéticos (70 genes, p=
0.0078) quanto em novos alvos preditos (277 genes, p= 0.019). Da mesma maneira, 0S
pacientes com ER tiveram um excesso de variantes disruptivas raras em genes que
codificam alvos genéticos de antipsicoticos (347 genes, p= 0.0067) e em genes com
evidéncias de um papel na eficacia antipsicotica (91 genes, p= 0.0029) (RUDERFER et al.,
2016).

Dessa maneira, pode-se entender que ha a sobreposi¢do genética entre a EQZ e a
resposta aos antipsicoticos, ou seja, ndo ha influéncias genéticas exclusivas para um ou
outro tragco sozinho. Com isso a terapéutica de um Unico alvo pode ser insuficiente, tal

informacdo serd util para os proximos estudos que serdo realizados e novos tratamentos a
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partir dessas informagdes genéticas visando a melhor compreensdo do mecanismo

terapéutico.

3.2GENETICA DA ESQUIZOFRENIA

Os primeiros relatos sobre a EQZ sdo raros, quase inexistentes, mas estudiosos da
psiquiatria, a partir do século XIX observaram e relataram um maior agrupamento da
doenca em determinadas familias. Todavia, apenas em 1916, Ernst Riidin, que trabalhava
com Kraepelin, foi o primeiro pesquisador a validar essas observa¢Ges por meio de uma
metodologia fundamentada (GOTTESMAN, 1991).

A investigacdo do componente genético na EQZ se d& por duas linhas principais:
estudos genético-epidemiolégicos e estudos genético-moleculares. As duas vertentes se
complementam, de maneira que as evidéncias trazidas pela primeira sustentam a busca da
segunda por descobrir quais genes estdo influenciando nesta patologia, assim como 0 modo
dessa participacdo (CORDEIRO JUNIOR, 2007).

3.2.1 ESTUDOS GENETICO-EPIDEMIOLOGICOS
3.2.2 Estudos de familias

O primeiro estudo desenvolvido para comprovar a existéncia do componente
genético na origem da EQZ foi realizado em familias por Ernst Ridin, em 1916, na
Alemanha. Desde entdo, outras pesquisas foram conduzidas confirmando a agregacdo
familiar na EQZ. Porém, esses primeiros estudos apresentavam alguns problemas
metodoldgicos. Foi na década de 80 que pesquisadores aprimoraram as abordagens de
investigacdo e comecaram a utilizar critérios diagnosticos operacionais, abordagem cega
para 0s individuos entrevistados e grupo controle. Mesmo com essas mudancas
metodoldgicas, pouca alteracdo de resultados foi observada dos primeiros para os ultimos
estudos (GOTTESMAN, 1991; VALLADA FILHO; SAMAIA, 2000).

Depois de uma vasta revisdo sobre a tematica, Irving Gottesmann realizou um
apanhado de estudos em familias realizados entre 0s anos de 1920 e 1987 e determinou o
risco médio de desenvolver EQZ em parentes de pessoas com esse transtorno. De acordo
com os resultados, quanto maior o grau de parentesco maior o risco para desenvolver EQZ,
por exemplo, filhos com pai e mée esquizofrénicos possuem 46% de chance e irmdos com
um progenitor afetado 17% (GOTTESMAN, 1991). Outros autores, em 1997, em uma
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metanalise de familias verificaram que o risco em parentes de primeiro grau € 10 vezes
maior do que em parentes controles para desenvolver EQZ, corroborando com os achados
anteriores (KENDLER; GARDNER, 1997).

Ainda nesses estudos de familias, pode-se identificar que a prevaléncia de outros
transtornos psiquiatricos (esquizoafetivo, psicose atipica, delirante, personalidade
esquizoide e atipica) também estava aumentada ao ser comparada com controles. Com
isso, alguns pesquisadores a fim de relacionar essas doencas a EQZ, passaram a chama-las
de “transtornos do espectro da esquizofrenia”.

A comprovacgdo do carater familiar é necessaria, mas ndo o bastante para a
validacdo da influéncia genética, uma vez que, outras patologias com agregacao na familia
ocorrem em razdo da mesma exposi¢cdo ambiental (carie dentéria, verminose etc). Desse
modo, estudos com gémeos e estudos de adocdo sdo imprescindiveis para identificar o

principio desse fenémeno.

3.2.3 Estudos em gémeos

Este tipo de estudo parte do seguinte pressuposto: gémeos monozigoticos (MZ) e
dizig6ticos (DZ) sofrem influéncia ambiental bastante parecida. Ao comparar gémeos MZ,
que compartilham 100% de seu codigo genético, com gémeos DZ, que em média
compartilham 50% como qualquer dois irmdos, torna possivel dividir a variancia de um
traco em componentes atribuidos a genética e a0 meio ambiente (PLOMIN et al., 2013). E
preciso ainda ressaltar a dificuldade para o desenvolvimento deste tipo de pesquisa dada a
relativa raridade de gémeos diagnosticados com esquizofrenia (cerca de 0,02% da
populacdo, ja que aproximadamente 2% das pessoas sdo gémeos e cerca de 1% das pessoas
tém diagnastico de esquizofrenia) (KLANING et al., 2016).

Para a genética o esperado em gémeos MZ, teoricamente, é 100% de concordéncia,
sendo a EQZ uma patologia de heranga complexa, isso ndo ocorre. Uma meta-analise de 14
estudos em gémeos de esquizofrenia mostrou que a concordancia monozigotica é cerca de
50% e a concordancia dizigética é em torno de 15%, sugerindo uma influéncia genética
significativa (SULLIVAN; KENDLER; NEALE, 2003); esse achado foi corroborado em
estudos mais recentes (CARDNO et al., 2012; KLANING et al., 2016).

Os estudos de adogéo possuem como artificio principal separar os efeitos genéticos
dos ambientais, em outras palavras, a pessoa adotada recebe seus genes de uma familia,

mas sua vivéncia ocorre como integrante de outra. Observa-se dois desenhos principais
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neste tipo de trabalho: no primeiro é investigado a frequéncia da doenca entre os pais
biolégicos e entre os pais adotivos de criangcas adotadas que vieram a manifestar o
transtorno. No segundo, identifica-se a freqliéncia da doenca nos filhos bioldgicos de pais
doentes que foram adotados ao nascer e se compara com filhos bioldgicos de pais
saudaveis que também foram adotados logo depois do nascimento. Dificilmente estes
estudos sdo desenvolvidos, pois envolvem questdes éticas e também um bom servico de
registro de adog¢des (VALLADA FILHO; SAMAIA, 2000).

Desde a primeira pesquisa realizada com adotivos em 1966 até o momento é
confirmado um maior risco para a EQZ em criancas adotadas de pais biologicos doentes, e
uma maior agregacdo a esquizofrenia nas familias bioldgicas de criangas adotadas que
desenvolveram a enfermidade (HESTON, 1966; KETY, 1987; KETY et al., 1994). Uma
investigacdo realizada com gémeos e que avaliou adotivos também, trouxe a mesma taxa,

15% de chance para a manifestacdo do transtorno nestas familias (PLOMIN et al., 2013).

3.2.4 ESTUDOS GENETICO-MOLECULARES

Desde a observacéo inicial de que a EQZ tem um modo de heranca poligénica e
disponibilidade de marcadores polimérficos para 0 mapeamento genético, muitas tentativas
tém sido realizadas para encontrar genes de susceptibilidade para este transtorno. Sendo
assim, estudos de ligacdo ou os de associacdo tém sido escolhidos para este tipo de
investigacdo (TIWARI et al., 2010).

Os estudos de ligacdo sdo analises familiares que utilizam marcadores genéticos e
as informacdes de multiplos individuos afetados presentes em uma dada familia para
identificar regides ligadas ao genoma que sdo regides co-herdadas ou segregadas com a
doenca. Este método foi inicialmente aplicado utilizando marcadores de microssatélites
altamente informativos (aproximadamente 400 marcadores para cobrir 0 genoma).
Atualmente, estes estudos podem utilizar conjuntos de marcadores de ligacdo por meio de
polimorfismos de nucleotideo simples (SNP’s) (NG et al., 2009).

Alguns genes candidatos interessantes foram identificados a partir de varreduras de
ligacdo e foram replicados em estudos de associagéo independentes (CHUMAKOV et al.,
2002; STEFANSSON et al., 2002; STRAUB et al.,, 2002). Um estudo de ligacdo
realizado na populagdo Han chinesa identificou que o polimorfismo -141C do gene DRD2

pode afetar a susceptibilidade a esquizofrenia (XIAO et al., 2013).
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Os estudos de associacdo sdo utilizados também para a investigacdo de genes que
influenciam na etiologia da doenca. Nesta modalidade, o pesquisador levanta a hipo6tese de
um estabelecido gene estar relacionado a fisiopatologia do transtorno e, assim, identifica
que a freqiéncia de uma determinada variacdo ou alteracdo na estrutura do mesmo é
significativamente maior na populacdo de afetados do que na populacdo de saudaveis.
Desse modo, se verifica a associagcdo entre a condi¢do de doente e aquela variagéo
pesquisada. Este tipo de metodologia permite detectar variantes que apresentam efeitos
discretos no desenvolvimento da patologia, 0 que a torna adequada para aplicacdo em
casos de doencas poligénicas e multifatoriais (VALLADA FILHO; SAMAIA, 2000).

Os dois ultimos e maiores estudos  de associagdo gendmica da EQZ identificaram
108 loci genéticos associados a este transtorno. Dos 108 loci, 75% incluem genes
codificadores de proteinas (40%, em um Unico gene) e mais 8% estdo dentro de 20 kb de
outro gene. Associacdes notaveis relevantes para as principais hipoteses de etiologia e
tratamento da EQZ incluem o DRD2 (alvo de todos os antipsicoticos eficazes) (PURCELL
et al.,, 2014; RIPKE et al., 2014). Além de polimorfismos do gene DRD2, ainda se
encontra uma gama de pesquisas que abordaram e constataram 0 envolvimento,
principalmente, de polimorfismos dos genes DRD3 e ANKK1 com a EQZ (BHATHENA
et al.,, 2013; HWANG et al.,, 2010; LOCHMAN et al., 2013; SINGH et al., 2016;
SURIDJAN et al., 2013; WANG et al., 2016).

3.2.5 Gene ANKK1

Ankyrin repeat and kinase domain containing 1 gene (ANKK1) esté localizado na
posicdo 11023.2, no cromossomo 11. E um gene que compreende 13 kb, possui 12 exons
que codificam uma proteina de 765 aminoacidos, a qual possui 12 dominios de repeticdo
de ankyrina, pertence a familia de proteina quinase especifica para serina / treonina e a
superfamilia de proteina quinase envolvida em vias de transducdo de sinal (PONCE et al.,
2009; SUCHANECKA; GRZYWACZ; SAMOCHOWIEC, 2011). Um estudo da
expressao deste gene descreve baixos niveis de mRNA na placenta e medula espinhal e
outro mais recente demonstrou que ele também é expresso em astrdcitos de adultos e no
neurodesenvolvimento da glia radial do SNC (HOENICKA et al., 2010; NEVILLE;
JOHNSTONE; WALTON, 2004).

Embora a fungdo do ANKK1 ndo seja conhecida, andlises in silico evidenciaram

pelo menos 3 isoformas putativas: ANKK1 (RIP quinase mais os dominios repeticdo de
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ankyrina), ANKK1-quinase (tem apenas o dominio RIP quinase), e ANKKZ1 ankyrina (tem
apenas o dominio repeticdo de ankyrina) (HOENICKA et al., 2010). As RIP quinases sdo
proteinas que interagem com o receptor, atuando como reguladores da proliferacdo e
diferenciacéo celular, além disso, iniciam uma resposta a fatores ambientais, por ativacao
dos fatores de transcricdo (MEYLAN; TSCHOPP, 2005).

A expressdo putativa das trés isoformas sugere fungdes bioldgicas distintas para
estas proteinas. O dominio quinase de RIP4, a proteina mais estreitamente relacionada com
ANKK]1, ativa a sinalizacdo de NF-kB tdo eficientemente quanto a proteina de
comprimento completo, enquanto o dominio de repeticdo de ankyrina RIP4 inibe a
atividade de quinase durante a apoptose (MEYLAN; TSCHOPP, 2005; MEYLAN et al.,
2002). A estrutura de cada repeticdo de ankyrina (ANK) de 33 aminoacidos inicia-se com
um giro em [ que precede duas o hélices antiparalelas e termina com um ciclo que se
alimenta na proxima repeticdo. Estes motivos de proteina interligados empilham um em
cima do outro para formar um dominio ANK (GORINA; PAVLETICH,
1996; SEDGWICK; SMERDON, 1999).

A prevaléncia e a variada funcionalidade das proteinas contendo ANK em
eucariontes podem ser atribuidas a forte degeneracdo da repeticdo de 33 aminoacidos que
permite a especificidade das interacdes moleculares individuais e a variabilidade no
namero de repeti¢bes individuais neste dominio. Isto proporciona uma plataforma para
interacdes de proteinas envolvidas na transducdo de sinal, regulacdo do ciclo celular,
trafico vesicular, resposta inflamatdria, integridade do citoesqueleto, regulacdo
transcricional, entre outros (MOSAVI, 2004; SEDGWICK; SMERDON, 1999) .

Recentemente foi demonstrado que a proteina ANKKZ1 ¢é ativada pela apomorfina,
um agonista dopaminérgico, indicando assim uma ligacdo potencial entre ANKK1 e o
sistema dopaminérgico. Esta relacdo é também sugerida por analises in silico dos genes
ANKK1 e DRD2 (HOENICKA et al., 2010).

Com o objetivo de determinar se ANKK1 e DRD?2 partilham uma via de regulacao
transcricional, em outro estudo, utilizou o programa MatlInspector para procurar elementos
cis (elementos que regulam a iniciagdo da transcrigdo) numa regido 5’ de 1kb a montante
do gene. Foi possivel identificar que os promotores partilham certo nimero de sitios de
ligacdo de consenso putativos para fatores de transcricdo envolvidos no crescimento,
proliferacdo, diferenciacdo, embriogénese e sobrevivéncia das células (QUANDT et al.,
1998).
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Este gene tem sido bastante relacionado a etiologia de transtornos psiquiatricos
(EQZ e dependéncia quimica), neuropsicoldgicos e neurobiolégicos como a enxaqueca.
Uma vez que, foi descoberto a ocorréncia de um SNP denominado TaqlA (rs1800497), o
qual anteriormente se acreditava estar localizado na 3' UTR do gene DRD2, e agora foi
confirmado sua localizagdo no exon 8 do gene ANKK1 (NEVILLE; JOHNSTONE;
WALTON, 2004).

3.2.6 SNP rs1800497 (TaglA)

Uma das variantes genéticas mais estudada associada a EQZ é um SNP TaqglA
(rs1800497), o qual leva a troca das bases nitrogenadas citosina por timina (C/T). Esta
troca de bases ocasiona uma substituicdo do aminoacido glutamina por lisina na posi¢éo
713 (Glu713Lys) do exon 8 no gene ANKKZ1, no cromossomo 11.

Anteriormente, acreditava-se que este polimorfismo estava na 3> UTR do gene
DRD2, porém foi comprovado sua verdadeira localizagdo, em que o TaglA provoca a
alteracdo de um &cido glutdmico em lisina no residuo 713 (E713K) na 112 repeticdo de
ankyrina do ANKK1 que é um dominio de ligacdo de proteina putativo do gene
(NEVILLE; JOHNSTONE; WALTON, 2004). Previsdes baseadas em algoritmos
computacionais relatam que a variante deveria ter um papel na diminui¢do da propensao de
agregacdo da proteina neste dominio de ligacdo, e assim, hipoteticamente foi proposto o
efeito dessa variante na expressao do DRD2.

Como previsto, a variante diminui a agregacdo de proteina, a qual afeta
negativamente a regulacdo de um fator de transcricdo que regula o promotor do DRD2
permitindo a expressdo deste gene como mostra a Figura 5 (BONTEMPI, et al., 2007,
FIORENTINI, et al., 2002; HUANG, et al., 2009). Assim, uma quantidade maior desse
fator de transcrigdo estara disponivel para a ligagdo ao promotor DRD2, consequentemente
levando ao aumento da transcricdo de DRD2 (GHOSH; PRADHAN; MITTAL, 2012).
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Figura 5 - Diagrama hipotético mostrando o provavel papel do polimorfismo rs1800497

(TaqlA).
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Legenda: FT= fator de transcricdo. Quando o gendtipo tem a variante TaglA, had uma diminuicdo de agregacdo de
proteina que leva ao aumento do fator de transcri¢do que atua regulando o promotor do DRD2.
Fonte: adaptado de Ghosh, J. et al., 2012.

Em sintese, a variante rs1800497 resulta na super expressdo de DRD2 e no
aumento de receptores D2. Um estudo que analisou o potencial eletrostatico na
superficie da estrutura cristalina da proteina verificou que algumas regides da proteina
ANKK1 possuem a superficie carregada negativamente. Os autores sugerem que esta
carga negativa é importante para a interacdo especifica funcional da mesma. Assim, a
substituicdo de aminoacidos na posicdo 713 de glutamina (carregada negativamente)
para lisina (carregada positivamente), causada pelo polimorfismo TaqlA, ocasionaria
uma variacdo em seu funcionamento (PADMANABHAN, et al., 2004).

3.2.7 GENE DRD2

O gene receptor de dopamina D2 (DRD2) consiste em oito exons separados por
sete introns e esta localizado na posi¢do 11g23.2 no cromossomo 11, adjacente ao gene
ANKKZ1. Possui aproximadamente 270 kb, sendo que cerca de 250 kb de um intron separa
0 primeiro do segundo exon (EUBANKS et al.,, 1992; GANDELMAN; HARMON;
TODD; O’MALLEY, 1991). As regides codificadoras de proteina estdo ausentes no exon 1
mas presentes do exon 2 ao 8 (EUBANKS et al.,, 1992; GANDELMAN; HARMON;
TODD; O’MALLEY, 1991; GRANDY et al., 1989).



Este gene codifica o subtipo D2 do receptor de DA, o qual é acoplado a proteina G
que inibe a atividade da adenilato ciclase e possui 7 dominios transmembranicos. O
splicing alternativo no exon 6 deste gene resulta em duas variantes de transcritos que
codificam diferentes isoformas, D2s ( isoforma curta) e D2L (isoforma longa), a diferenca
entre elas reside na terceira alga citoplasmatica, que afeta a interacdo com a proteina G,
mas ndo a ligacdo a DA (GOLAN et al., 2009; GRANDY et al., 1989). A forma como este
receptor atua e seu efeito no sistema dopaminérgico ja foram descritos anteriormente.

Muitas publicacdes cientificas relacionam o gene DRD2 com os distdrbios
psiquiatricos, dentre eles a EQZ,uma vez que, a expressdo de DRD2 mostrou-se mais
elevada do que o normal nos cérebros de pacientes com EQZ (STELZEL et al., 2010) e os
niveis de MRNA de DRD2 nos leucdcitos de sangue periférico tém sido correlacionados
com sintomas positivos em pacientes com este transtorno no momento de agudizacéo (LIU
etal., 2013).

Um polimorfismo, -141C Ins/Del (rs1799732), presente no gene DRD2 parece
conferir efeitos sobre a etiologia e fisiopatologia deste transtorno segundo estudos de
associacdo gendmica, mas novamente os resultados tém sido inconsistentes (SAIZ et al.,
2010; WANG et al., 2016).

3.2.8rs1799732 ( -141 C Ins/Del)

O polimorfismo -141 C Ins/Del é caracterizado pela presenca (Insercdo: Ins) ou
auséncia (Delecdo: Del) da base nitrogenada citosina na posi¢édo -141, localizada na regido
promotora 5’ do DRD2. Esta tem efeitos na quantidade de neurorecptores D2 no cérebro,

entretanto, a funcdo deste polimorfismo na EQZ permanece obscura (SAIZ et al., 2010).

3.2.9 GENE DRD3

O gene receptor de dopamina D3 (DRD3) esta localizado na posi¢do 3g13.31 no
cromossomo 3. E composto por dez exons e trés introns entre suas regides codificadoras e
este se difere do DRD2 por codificar uma proteina receptora que atua na sinalizacdo pos-
sinaptica e como autoreceptor (LE CONIAT et al., 1991; SOKOLOFF et al., 1992). Essa
proteina pertence ao subtipo D3 dos cinco (D1-D5) receptores de DA e sua atividade €
mediada por proteina G que inibe a adenilato ciclase, como ja foi descrito em outra sesséo.

A expressao do receptor de dopamina D3 (DRD3) ndo se restringe aos neurdnios,

tambeém é expresso na diferenciagdo dos oligodendrocitos antes da maturacéo terminal e /
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ou na formacdo de mielina por oligodendrécitos maduros (BONGARZONE et al., 1998).

Estudo de linfocitos no sangue revelaram alteragfes nos niveis de RNAm de DRD3 em
pessoas com EQZ, houve um aumento desse RNAm especifico (ILANI et al., 2001).

Assim como os genes ANKK1 e DRD2, o gene DRD3 foi classificado como sendo
candidato a etiologia e fisiopatologia da EQZ, principalmente devido ao polimorfismo
mais investigado em sua estrutura, o rs6280 (Ser9Gly). Além de essa variante ser associada
ao transtorno é também estudada quanto a resposta ao tratamento medicamentoso com
clozapina. Entretanto, ainda existem controvérsias na literatura a respeito dessas
associagfes (LOCHMAN et al., 2013; ZHENG; SHEN; Xu, 2012).

3.2.10 SNP rs6280 (Ser9Gly)

O gene DRD3 tem um sitio polimdérfico no primeiro exon que conduz a uma troca
da base nitrogenada citosina (C) por timina (T) no dominio N-terminal extracelular do
receptor a qual resulta em uma substituicdo de aminoacidos - serina por glicina — no
residuo 9 (Ser9Gly) (LANNFELT et al., 1992). Foi comprovado que essa variante pode
influenciar na expressdo de membrana deste receptor, modificando a sua maturagédo
intracelular (REYNOLDS et al., 2005) e com isso, pode ser uma possivel razdo de ja ter

sido associada a alteracdo na afinidade de ligacdo a dopamina.

3.3 ENFERMAGEM, GENETICA E GESTAO DE SERVICOS DE SAUDE

O significativo avanco tecnologico tem melhorado a deteccdo das doencas genéticas e
daquelas conceituadas doencas complexas, as quais sdo influenciadas por vérios fatores de
risco, dentre eles o genético. Os enfermeiros trabalham na area da genética ha mais de 40 anos
com uma expansdo rapida do conhecimento em tecnologia do DNA, atuando como
conselheiros e educadores nesta vertente (ABRAHAO, 2000).

O enfermeiro é o profissional de salde que passa 0 maior tempo em contato direto
com o paciente. Por isso, € o primeiro a notar caracteristicas dismorficas em um recém-
nascido, por exemplo, a contribuir nas questdes levantadas sobre o significado das doencas
para 0s proprios pacientes e para os seus familiares, a prover informacdes sobre a natureza de
uma doenca cronica recentemente diagnosticada e a lidar com o complexo espectro da
resposta humana a sadde e a doenca (LIMA, 2008).

O cuidado de satde baseado em gendmica é 0 processo que abrange a prevencao, 0

diagnostico e a terapéutica baseados nos genes. O enfermeiro € um dos profissionais da saude



46
gue tem atuado e contribuido neste campo da genémica por meio do conhecimento dos

aspectos bioldgicos e psicossociais do processo salde-doencga e com isso tem transformado os
modelos de assisténcia a populacdo (ABRAHAO, 2000).

A historia se torna principal aliada para o entendimento de como se deu o processo
salde-doenca no decorrer dos anos. Como por exemplo, na antiguidade, em que se tinha a
visdo maégico-religiosa a qual considerava as causas das doencas como derivadas tanto de
elementos naturais como de espiritos sobrenaturais e que a justificativa da presenca da doenca
se dava pela purificacdo do pecado do individuo enfermo. Em seguida, surgiu o modelo
holistico o qual diz que a causa do desequilibrio nas relagdes entre salde e doenca é devido ao
ambiente fisico: astros, clima e insetos, sem contar com o modelo Hipocréatico (empirico-
racional) no séc. VI a.C. que considerava a salde fruto do equilibrio dos humores: elementos
agua, terra, ar e fogo (BARRQOS, 2002).

Atualmente, depois de perpassar anteriormente por modelos do processo salde
doenca, vive-se 0 modelo biomédico, aquele centrado na descricdo clinica dos achados
provocados pela patologia e na sua cura. Entretanto, este modelo ja esta ultrapassado devido a
sua impossibilidade de dar respostas satisfatorias para muitos problemas, inclusive o0s
elementos psicoldgicos ou subjetivos, em maior ou menor alcance, que acompanha qualquer
doenca. Cada vez mais estudos tem reforcado o modelo chamado Histéria Natural da Doenca
(modelo processual). Este desenho possibilita identificar as etapas pré-patogénense na
vertente epidemioldgica a qual descreve sobre os fatores de risco, exposicdo e tempo,
variaveis influenciadoras nas vertentes seguintes: patolégica e o desenlace seja ele a cura, a
invalidez ou até mesmo a morte (MARQUES; TOLEDO; GARCIA, 2012; SCLIAR, 2007).

No Brasil a saude mental por anos percorreu um caminho obscuro até que a
Declaracdo Universal dos Direitos Humanos (1948) impulsionasse a usuarios, familiares e
profissionais da saude com o seu Art. 1° “Todos os homens nascem livres e iguais em
dignidade e direitos. S&o dotados de razdo e consciéncia e devem agir em relacdo uns aos
outros com espirito de fraternidade”. De uma forma romantica, foi a luz do tema dos direitos
humanos que em 1980 iniciou-se 0 movimento da Reforma Psiquiatrica Brasileira a qual
revolucionou os moldes da saide mental, trouxe mudancas em varias dimensdes tedrico-
conceitual, juridico-politica, técnico-assistencial e sociocultural, culminando na construcao de
uma Politica Nacional de Saide Mental (PNSM) (AMARANTE; FLEURY, 1997; SOUZA,
2006).

Amparada pela lei 10.216/02 a PNSM procura solidificar um modelo de atengdo a

saude mental aberto e de base comunitaria. Isto significa modificar a maneira de tratar:
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substituir o isolamento dos hospitais psiquiatricos pelo convivio familiar e com a

comunidade. Sendo assim, esta proposta traz um desafio de habitar as redes paralelas e
protegidas de vida criadas até entdo, com trocas nos territérios da sociedade. 1sso implicaria
em um avanco da saiude mental para além do Sistema Unico de Satde (SUS), ja que para
realiza-lo é imprescindivel a abertura da sociedade para a sua prépria diversidade (BRASIL,
2013).

E neste sentido que estudos, pesquisas e acbes em salide devem ser realizados, pois a
diversidade é fruto da construcdo histdrica, cultural e social (inclusive econdmica) das
diferengas, na adaptacdo do homem e da mulher ao meio social e no contexto das relagdes de
poder. Na visdo da genética a vida na terra € um imenso arranjo de formas e caracteristicas
gue ocupam quase todos os ambientes concebiveis e que a vida é caracterizada pela
adaptacdo. Sendo assim, a histdria da existéncia € uma cronica de novas formas emergentes
de vida, formas antigas desaparecendo e as formas existentes mudando, junto a diversidade
compdem a evolugdo, a qual advém da mudanca genética ao longo do tempo. Negar a
diversidade seria 0 mesmo que negar a propria esséncia e natureza (PADILLA et al., 2013;
PIERCE, 2011).

Proveniente da redemocratizacdo, a reforma sanitaria assim como a reforma
psiquiatrica sdo parte de um Brasil que optou garantir a populacdo cidada o direito a salde.
Ndo é ao acaso que saude e cidadania sdo insepardveis na salde mental. Sobretudo na
esquizofrenia, em que o0 estigma, muitas vezes, substitui o lugar do tratamento
medicamentoso, multiprofissional de qualidade e o aporte familiar os quais juntos certamente
resultaria na reinsercao social, cidadd do individuo.

Os centros de atencdo psicossocial (CAPS) juntamente com as residéncias terapéuticas
sdo os espacos fisicos especializados criados para garantir esta assisténcia de qualidade e
integral proposta pela reforma psiquiatrica. Na concep¢do do ministério da saude, os CAPS
estdo no centro da rede de atencdo a salde mental e articulam de forma estratégica com o0s
outros servicos de salde (estratégias de saude da familia, hospitais gerais e unidades béasicas
de saude), atuando na organizacdo de sua porta de entrada e de sua regulacdo (BRASIL,
1992).

Alguns desafios séo identificados na rede de aten¢do em saude mental, tendo em vista
que 0 ser em sua propria complexidade é entendido como um conjunto de dimensfes
emocional, espiritual, psiquica, mental, fisica e energética. Além disso, é interessante pensar

gue este agregado de caracteristicas faz parte de cada individuo que compde a sociedade, a
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qual atualmente é conceituada como um sistema de representacdes, valores e regras — de

classes e papeis (RODRIGUES, P. H.; SANTOS, 2011; WILLIANS, 2011).

A sociedade enquanto nivel macroscéopico existe, € 0 senso comum gue as pessoas
enxergam no dia-a-dia e que foi conceituada, mas também ha a relacéo desta com a salde em
nivel microscépico. Para provar esta interligacdo, que se comece entdo pela saide mental, em
que profissionalmente, principalmente a equipe de enfermagem a qual lida diretamente com o
paciente, é quase impossivel desconsiderar itens como representacfes e valores ao aborda-lo
no momento da assisténcia. Um exemplo é a psicanalise a qual permite por meio da metéafora
delirante do sujeito, que os sintomas alucinatorios sejam estabilizados com o surgimento de
significagOes, ou seja, organiza de forma delirante uma diferenciacdo de sua experiéncia
psiquica e a expressao da realidade por intermédio do outro (que o paciente cria) (MARQUES
etal., 2012).

Quando o profissional da saude mental compreende a acdo do paciente de inscrever
subjetivamente na metafora delirante, este respeita o simbolismo e o valor de ser daquele
individuo com sofrimento mental. A histdria de vida e o discurso da pessoa sao utilizados
para entender como se deu a significacdo do adoecer para ela mesma e isto resulta em uma
assisténcia individualizada, é favorecer condicOes para que ela percorra seu proprio caminho e
se reconheca (MARQUES et al., 2012).

De maneira semelhante a metafora delirante do sujeito se encontra o tratamento
medicamentoso individualizado baseado em testes genéticos. Este surge para proporcionar
qualidade de vida a este publico alvo afetado pelos transtornos mentais. A partir deles é
possivel selecionar individuos que responderdo melhor a determinado antipsicotico,
aperfeicoando a pratica do enfermeiro o qual pode atuar como conselheiro genético na porta
de entrada dos servicos de salde.

Percebe-se que ainda se tem um longo caminho a percorrer para que 0s servicos de
salde incorporem esta préatica de utilizar os testes genéticos como um guia para o tratamento
medicamentoso individualizado. Uma vez que o Sistema Unico de Salide tem passado por um
periodo de transigdo, privatizacdo e os servicos complementares tentam de certa forma cobrir
as lacunas ndo preenchida pelo SUS na assisténcia a saide (CAMPOS; VIANA; SOARES,
2015).

A implementacdo dos testes geneticos logo no acolhimento do individuo na porta de
entrada dos servicgos de saude, principalmente na psiquiatria, levaria a uma melhor gestdo dos
mesmos. Primeiramente, porque o0s transtornos mentais, muitos deles, inclusive a EQZ se trata

de doengas crbnicas, ou seja, as pessoas precisardo do tratamento medicamentoso pela vida
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inteira. Em segundo lugar, essas mediacGes antipsicoticas sdo de elevado custo, o que impacta

fortemente no orcamento da gestdo publica (GOREN et al., 2016; LALLY et al., 2016).
Goren e colaboradores (2016), verificaram em uma pesquisa realizada em Nova
Inglaterra, que se no inicio do tratamento fosse introduzido a clozapina para os pacientes
com ER, o servico de saude economizaria pelo menos US$ 290 milhdes, dados baseados
em 95% das simulacbes (GOREN et al., 2016; LALLY et al., 2016). Sendo assim,
direcionar as pessoas para um tratamento medicamentoso eficaz o mais breve possivel,
implica em um tratamento além de humanizado, justo a questdo financeira da salde

publica, a qual subsidia tais tratamentos.



4 MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo genético-molecular, do tipo caso-controle.

4.2POPULACAO

A principio o grupo de casos do estudo foi formado a partir de todos os pacientes
que possuiam diagnéstico médico de esquizofrenia refrataria e que faziam uso do
antipsicotico atipico clozapina, de ambos o0s sexos, cadastrados no SIGAF (Sistema
Integrado de Gerenciamento da Assisténcia Farmacéutica) da Superintendéncia Regional
de Saude de Divinopolis, totalizando-se 169 pacientes. A partir de cada paciente com este
diagnostico foi elencada outra pessoa com o diagnostico de outros tipos de esquizofrenia e
outra saudavel, formando os outros dois grupos para o estudo. Foi realizado o pareamento
por sexo e intervalo de idade, a fim de tornd-los mais comparéveis e minimizar potenciais
distorcdes dos resultados na avaliacdo de riscos. Este contingente referiu-se aos individuos

residentes na Regido Ampliada Oeste de Minas Gerais.

4. 3AMOSTRA

O célculo amostral foi realizado por meio do programa OpenEpi versdo 3.03a.
Considerou-se a populacdo de individuos com ER da regido ampliada Oeste de Minas
Gerais de 169 individuos para uma proporcao esperada do evento de 50%, um nivel de
significancia de 5% e margem de erro de 10%, estimando-se, assim, uma amostra de,
aproximadamente, 62 participantes (DEAN et al., 2015). Essa propor¢cdo baseou-se em
estudos internacionais (MALHOTRA et al, 2013; MITCHELL et al., 2013;
NEBHINANI et al., 2013).

Neste tipo de estudo, caso-controle, especialistas em epidemiologia sugerem que a
proporcao de cada grupo seja de pelo menos 1:1. Dessa maneira, ja que a amostra de casos
I consistiu de 62 individuos, a dos outros dois grupos também consistiu de 62 participantes
cada (GORDIS, 2010; PEREIRA, 2001). Na figura 6, segue 0 organograma de como
ocorreu o processo de recrutamento dos individuos que fizeram parte da populacéo elegivel

da pesquisa.
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Ao fim da coleta de dados foi superada a estimativa de 62 participantes e se alcancou,

para cada grupo, uma amostra final de 72 pacientes de ambos 0s sexos, respeitando-se o

pareamento das variaveis sexo e intervalo de idade e os critérios de inclusdo e exclusao.

Figura 6- Organograma do recrutamento dos participantes da pesquisa

169 individuos com ER
em uso de clozapina
cadastrados no SIGAF

Os 169 individuos
foram convidados por |
meio de carta e

telefonema
[ |
. o 40 individuos
31 individuos ‘ 26 individuos tiham endereqo e |0 firmaram presenga no
recusaram o conwte‘ desatualizados, logo nio foi dia da coleta mas nao
possivel contacta-los compareceram

Total de participantes: 72
individuos

Proporgdo 1:1 para casos e
controles

Casos |: 72 participantes

Casos Il: 72 participantes
Controles: 72 participantes

Célculo amostral: 62
individuos

4.3.1 Critérios de inclusao

4.3.2 Casos |

a) Diagnoéstico médico de esquizofrenia refrataria, estando em uso do antipsicético

clozapina;
b) Possuir idade igual ou superior a 18 anos;

c) Constar no cadastro da GRS localizada em Divinépolis — MG;

4.3.3 Casos 11



a) Diagnostico médico de outros tipos de esquizofrenia;
b) Possuir idade igual ou superior a 18 anos;

4.3.4 Controles

a) Nao possuir diagnostico médico de nenhum transtorno mental;

b) Possuir idade igual ou superior a 18 anos.

4.3.5 Critérios de exclusao

a)  Apresentar condi¢Oes que interfira na coleta de dados, como por exemplo estar em
crise devido a doenga.

4.4COLETA DE DADOS

A pesquisa foi realizada no periodo de dezembro de 2014 a julho de 2016. Os
pacientes pertencentes ao grupo ER foram convidados a comparecerem em espaco
devidamente cedido pelo Centro de Atencdo Psicossocial (CAPS) de Divinopolis,
juntamente com os pacientes que fizeram parte do grupo de pacientes com EQZ. Ja 0s
participantes do grupo “controles” foram captados no Centro Municipal de Apoio a Saude
de Divindpolis (CEMAS), o qual é um servico de saude que é referéncia para a regido
centor-oeste de Minas Gerais em atendimento para coleta de materiais bioldgicos e analises
clinicas.

Em um primeiro momento, foram coletados os dados dos candidatos a pesquisa que
fizeram parte dos grupos de pacientes com ER e EQZ (n° 144 no total dos dois grupos).
Sendo assim, foram convidados, mediante o envio de cartas e contato telefénico. Durante o
contato, os participantes e/ou seus responsaveis receberam todas as orientacdes necessarias
a compreensdo da pesquisa e a importancia de sua participacdo. Contudo, era informado
sobre a data e horario da mesma. No decorrer dos meses em que a coleta foi realizada,
foram efetuadas dez chamadas. Estes dados foram coletados em espago devidamente
cedido pelo Centro de Atencdo Psicossocial (CAPS) de Divinopolis. Para isso, foram
disponibilizadas duas salas, as quais possuiam banheiro e acesso a agua, propiciando

conforto e privacidade. Essas salas foram previamente preparadas com todos os materiais e
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equipamentos necessarios, respeitando-se a privacidade e principios de assepsia e
biosseguranca.

Em um segundo momento, apds ter finalizado a coleta de dados de dois grupos do
estudo, deu-se continuidade com o grupo “controles”. Os candidatos deste grupo foram
captados no CEMAS, uma vez que foi previsto o funcionamento do servigo de salde e 0s
mesmos comparecem até o local para a realizagdo de exames laboratoriais, assim, as
amostras de sangue eram cedidas em comum acordo com o individuo (por meio do TCLE),
0 Servico e 0 pesquisador, expondo a pessoa a coleta de sangue apenas uma vez.

No CAPS Il de Divinopolis os responsaveis pela coleta de dados foram trés
enfermeiros, incluindo a autora deste trabalho, e um técnico de enfermagem (responsavel
pela coleta da amostra de sangue venoso). Todos receberam um treinamento prévio para a
padronizacdo das técnicas e dos instrumentos de coleta, garantindo, assim, a fidedignidade
dos dados. J& no CEMAS a propria equipe de enfermagem do servico realizou a coleta do
material biol6gico. Foram necessarias sete visitas a este servico até que o N amostral fosse
atingido.

Apbs a aplicacdo do TCLE (APENDICE A), realizava-se a coleta do material

bioldgico (sangue), respeitando-se todas as medidas protetoras do paciente.

4.4.1 Coleta do Material Bioldgico

A coleta de material bioldgico (sangue) foi realizada em uma sala privativa cedida
pelo CAPS, sendo previamente limpa e preparada com todo o material necesséario,
respeitando os principios de assepsia e biosseguranca. Foram coletados cerca de 5 mL de
sangue de cada paciente em tubo vacuo com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-
acetico (EDTA), por um técnico de enfermagem, experiente e capacitado, por meio de
puncdo venosa na fossa antecubital, guiado pelos principios de biosseguranca. Assim
como, os participantes do grupo “controles” acolhidos na sala de enfermagem do CEMAS.
As amostras foram encaminhadas no mesmo dia ao laboratdrio de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Sdo Jodo Del-Rei/ Campus Centro-Oeste e armazenadas a 4°C até

0 momento da extracdo de DNA a qual ocorria em seguida.

4.4.2 Questdes éticas

O estudo realizado obedeceu a todas as salvaguardas estabelecidas pelo Comité de

Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de S&o Jodo Del-Rei - Campus Centro-
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Oeste Dona Lindu (UFSJ), localizado no municipio de Divinopolis. Todo processo seguiu
os termos da Resolugdo N° 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) que trata de normas sobre a pesquisa envolvendo seres humanos,
seguida da aprovacdo da Secretaria Regional de Saude (BRASIL, 2013). O mesmo foi
aprovado com o nimero do parecer n° 1.406.658 (ANEXO B).

Considerando a Resolucdo n° 466, no que tange aos aspectos éticos da pesquisa
envolvendo seres humanos e os principios de autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia,
justica e equidade, para realizacdo da pesquisa quantitativa foi assinado o Termo de

compromisso para utilizacdo de dados dos pacientes (APENDICE A).

4.5 ANALISE LABORATORIAL
4.5.1 Extracdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido por meio do Mini Kit QlAamp DNA Blood, de
acordo com o protocolo do fabricante (QIAGEN), ou pelo método salting out (ANEXO
A). A concentracdo e pureza das amostras de DNA foram mensuradas utilizando o
espectrofotobmetro Thermo Scientific NanoDrop 2000, o qual indicou as razdes de
absorvancia 260/280 adequadas entre 1,8-2,0 (0 que sugere que a amostra esta livre de
contaminacdo tanto por sais organicos, quanto por proteinas).

4.5.2 Primers

Os primers foram obtidos por meio das publicacdes de Abidin et al. (2015) e Litwin
et al. (2012), juntamente com as respectivas temperaturas de melting (Tm), as quais foram
padronizadas a partir da Tm utilizada pelos autores (Tabela 1). Em seguida, o programa
MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/DisplayFam/) foi utilizado a fim de confirmar a
confiabilidade das sequéncias dos oligonucleotideos, além disso, suas devidas localizagdes
nos genes investigados foram confirmadas no Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST).
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Tabela 1- Primers para PCR

Gene SNP Primers Forward e Reverse Tm (°C) Tamanho do
amplicon (pb)
5-3
ANKK1 TaglA CTCTAGGAAGGACATGATGCCC 59 128

GCAACACAGCCATCCTCAAAG

DRD2 -141C CAACCCTGGCTTCTGAGTCC 59 207

GAGCTGTACCTCCTCGGCGATC

DRD3 Rs6280 AGTAGGAGAGGGCATAGTAGGC 59 116

CTGGGCTATGGCATCTCTGAG

Fonte: adaptado de Abidin et al., 2015 e Litwin et al., 2012.

4.5.3 PCR (Polymerase Chain Reaction) Convencional para genotipagem

Primeiramente, a fim de genotipar os SNPs TaglA, -141C e rs6280 nos genes
ANKK1, DRD2 e DRD3, respectivamente, a reacdo de PCR foi padronizada a um volume
final de 25uL, sendo utilizado 2,5uL de tampédo de Taq 10x (Ludwig biotec), 0,75uL de
MgCl> a 50mM, 5 uL de dNTP a ImMol, 1pL de iniciadores (direto e reverso) a 10pMol,
3uL de tag DNA polimerase (Ludwig biotec) a 5U/uL, 2 uL de DNA a 30ng/uL e o volume
completado com &gua MiliQ. Todas as reacdes foram realizadas com um controle negativo
sem DNA e utilizando o programa de temperatura descrito na tabela 2 no termociclador AB
(Applied Biosystems).

Tabela 2- Programa para a rea¢ao de PCR convencional

Etapas Desnaturagéo Desnaturagéo Hibridizacdo Extenséo Extensao final
inicial
Temperatura 94°C 94°C Tabela 1 72°C 72°C
Tempo 5 0,5 0,5 0,5 10
(minutos)
Ciclos 1 30 1

4.5.4 Eletroforese



Apbs a PCR, os produtos amplificados de cada paciente foram submetidos a analise
de fragmentos por meio da eletroforese, em gel de poliacrilamida a 8%. Adicionou-se 2,5ul

do padréo de peso molecular em cada gel realizado.

4.5.5 Genotipagem por polimorfismo do tamanho do fragmento de
restrigdo(Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP)

Depois de realizadas todas as amplificagdes das amostras do estudo, a técnica RFLP foi
utilizada para a genotipagem dos SNPs em cada uma delas. Esta é uma das técnicas de biologia
molecular mais antiga empregada para a deteccdo de variantes genéticas como 0s SNPs.
Consiste na digestdo enziméatica do produto de PCR, que gera fragmentos de tamanhos
distintos, pela acdo de enzimas de restricdo. Estas enzimas sdo endonucleases que reconhecem
sequéncias de DNA especificas de 4-6 pares de bases e clivam-nas numa posi¢do nucleotidica
especifica e conhecida (MAMOTTE, 2006).

A fim de se prever o padrdo dos fragmentos que seriam gerados por cada
polimorfismo, foi utilizado o programa The Restriction Enzyme Database (REBASE).
Verificou-se que a endonuclease Taq | utilizada para genotipar o polimorfismo TaglA
reconhece um sitio de restricdo, ou seja, na presenca do alelo C o fragmento sera digerido, em
fragmentos de 98pb e 30pb. Enquanto que para a genotipagem do polimorfismo -141C foi
utilizada a endonuclease Bst2U | a qual reconhece um sitio de restricdo para o fragmento que
tem o alelo DelC, gerando dois fragmentos um com 177pb e outro com 30pb. Ja para o
polimorfismo rs6280, foi utilizada a endonuclease Msc | (Mls I) que também reconhece um
sitio de restricdo para o fragmento que tiver o alelo C, gerando dois fragmentos um com 83pb e
outro com 33pb. A Tabela 3 apresenta o padréo de restricdo esperado para cada gendtipo dos
trés polimorfismos e a Tabela 4 traz os reagentes utilizados para a digestdo e suas respectivas

temperaturas e tempos de incubacgéo para cada enzima de restrigéo.

Tabela 3- Padrdo de restri¢do esperado para cada genétipo dos polimorfismos investigados.
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Gendtipos TaqlA -141C rs6280
Selvagem* 98+30 177+30 83+33
Heterozigoto 128+98+30 207+177+30 116+83+33
Homozigoto 128 207 116

*Selvagem: alelo o qual ndo possui a variante.

Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 4- Reagentes e condicGes para digestdo dos fragmentos amplificados com enzimas de
restricao.

Reagentes Concentracéo Quantidade para Enzima de restricéo

uma reacio (ul) Temperatura e tempo de

incubacao
Agua DDW* 7,65 Tagl: 65°C por 1 hora
Buffer 10x 2
BSA 0,2 Bst2UI: 60°C por 1 hora
Enzima 50/l 0,15
Produto da PCR 10 Mscl: 37°C por 4 horas
Total 20

*Distilled deionized water= 4gua deionizada e destilada.

Fonte: elaborado pela autora.

Em seguida, os produtos da reacdo de digestdo com as endonucleases foram
submetidas a andlise de fragmentos por meio de uma nova eletroforese, em gel de
poliacrilamida a 8% corado com nitrato de prata. Adicionou-se 2,5ul do padrao de peso
molecular em cada gel realizado e uma amostra ndo digerida (PCR) de cada fragmento

para que as bandas de DNA pudessem ser comparadas.

4.5.6 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

A andlise do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi feita por meio do teste qui-
quadrado de Pearson, tanto nos grupos de casos como no de controles para todos os
polimorfismos investigados. O programa Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology

Studies (OEGE) (http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html) foi utilizado para

estes calculos, os quais se baseiam na comparacao das freqliéncias genotipicas encontradas

e as freqliéncias genotipicas esperadas obtidas pelo principio do EHW.

4.6 TRATAMENTO DOS DADOS

Para descrever os resultados das frequéncias genotipicas e alélicas de cada
polimorfismo nos trés grupos de participantes, foram utilizadas tabelas de distribui¢éo

referentes ao n e porcentagem destes. A andlise estatistica dos resultados das genotipagens


http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html

passou pela avaliacdo de duas hipdteses: a nula (Ho) e a alternativa (H1). O processo de
andlise buscou rejeitar a hipotese nula, ou seja, concluir depois dos testes estatisticos que
ha diferenca entre essas freqliéncias genotipicas e alélicas e os grupos.

As andlises estatisticas tiveram como objetivo confirmar ou descartar a associacdo
entre a exposigdo genética e o surgimento da refratariedade da esquizofrenia. Foi utilizado
0 teste estatistico Qui-Quadrado de Pearson (x?) para a comparacdo das freqiiéncias
genotipicas e alélicas entre os trés grupos estudados. Em seguida, calculou-se a Odds Ratio
comparando cada grupo com os controles. Por fim, um modelo de dominéncia e
recessividade foi elaborado para verificar se ha este efeito comparando o grupo dos
refratrios em relacdo ao grupo controle. Adotou-se o nivel de significAncia de 5%
(p<0,05) para todos os testes. Essas andlises de dados foram realizadas pelo software

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) verséo 20.0.
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Apobs realizacdo das analises foi calculado o poder de deteccdo da amostra

considerando as frequéncias de cada polimorfismo analisado nas comparacOes realizadas

(controles e EQZ; controles e ER).



5RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS

Os resultados e a discussdo desta dissertacdo foram apresentados na forma de artigo

cientifico, elaborado conforme as normas da revista, as quais seguiram o formato Vancouver.
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6 ARTIGO - Frequéncia de polimorfismos genéticos rs1800497, rs1799732, rs6280 e a

ocorréncia de Esquizofrenia Refrataria

Resumo

Objetivo: investigar a frequéncia dos polimorfismos rs1800497, rs1799732 e rs6280 e a
ocorréncia da esquizofrenia refrataria. Método: trata-se de um estudo genético-molecular do
tipo caso-controle, com pacientes que foram divididos em trés grupos de 72 participantes
cada: casos I, individuos com diagnostico de esquizofrenia refrataria, casos I, individuos com
diagnostico de esquizofrenia e controles, individuos sem diagnostico de nenhum tipo de
transtorno mental. Todos os participantes da pesquisa fazem parte da regido Ampliada Oeste
de Minas Gerais. Resultados: a frequéncia dos polimorfismos genéticos rs1800497, rs1799732 e
rs6280 foram 6,9%, 68% e 34,7% respectivamente no grupo casos |, enquanto que no grupo
de casos Il essas taxas foram de 4,2%, 69,4% e 30,5%, ja nos controles estes valores foram
11,1%, 55,6% e 23,6%. N&o foi encontrada nenhuma associacdo entre os polimorfismos
rs1800497, rs6280 investigados e a esquizofrenia refrataria, mas foi verificada associa¢do do
alelo Del C e a esquizofrenia (p=0,03). Conclusdo: embora as taxas de frequéncia dos
polimorfismos fossem altas no grupo de individuos com esquizofrenia refrataria, ndo foi
encontrada associacdo destes polimorfismos com o transtorno, mas o alelo Del C esta
associado a esquizofrenia. Outras pesquisas a respeito do tema sao necessarias, uma vez que,
0s resultados ainda s&o controversos na literatura.

Descritores: Enfermagem; Esquizofrenia; Frequéncia; Polimorfismo genético; Receptores

dompaminérgicos; Estudos de Casos e Controles.

Descriptors: Nursing; Schizophrenia; Genetic Polymorphism; Frequency; Receptors,

Dopamine; Case-Control Studies.
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Descriptores: Enfermeria; Esquizofrenia; El polimorfismo genético; Prevalencia; Receptores

dopaminérgicos; Estudios de Casos y Controles.

Introducéo

A esquizofrenia (EQZ) é uma patologia que afeta mais de 21 milhdes de pessoas em
todo o mundo®. E considerado um dos mais severos e complexos transtornos mentais que
acomete tanto a qualidade de vida do individuo que convive com a doenca quanto a de sua
familia®. Caracteriza-se principalmente por sintomas denominados positivos (alteragdo no
processo do pensamento, percepcdes e afeto) e negativos (embotamento afetivo-volitivo,
perdas cognitivas e sintomas depressivos)®. Os fatores de risco para este transtorno sio
epifendmenos de processos fisiopatologicos que resultam de uma interacdo gene-ambiente
ainda pouco compreendida®.

Embora os antipsicéticos tipicos (ou de primeira geracdo) sejam efetivos no
tratamento da EQZ, estes ndo amenizam todos os sintomas e geralmente causam sérios efeitos
adversos (parkinsonismo, rigidez muscular, distonia, discinesia tardia) reduzindo a eficacia do
tratamento devido a baixa adesdo do mesmo®). A hipdtese da dopamina é o principal conceito
qgue fundamenta a atividade antipsicotica na EQZ, conforme esta hipdtese, os sintomas
positivos estariam relacionados a niveis elevados de dopamina na via mesolimbica, enquanto
0s sintomas negativos e cognitivos, possivelmente estdo associados a niveis diminuidos desse
neurotransmissor na via mesocortical ®.

Os antipsicoticos cessam 0s sintomas da EQZ, no entanto, 40% dos pacientes
permanecem resistentes (refratarios) ao tratamento. Os pacientes com esquizofrenia refrataria
ao tratamento apresentam menor capacidade de sintese de dopamina do que aqueles com boa
resposta aos antipsicoticos de primeira geracio”, sendo que uma adequada resposta ao
tratamento medicamentoso coincidi com uma maior densidade de sinapses dopaminérgicas,

isto subsidia uma base bioldgica para a refratariedade®.
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A acdo bloqueadora dos receptores D2 de dopamina (DRD2) pelos antipsicéticos tem

sido implicada em ter um papel central na resposta ao tratamento. No entanto, a ocorréncia da
refratariedade, mesmo com o bloqueio completo destes neurorecptores, bem como a eficacia
da clozapina, medicacdo estabelecida como padrdo-ouro para estes pacientes, também indica
o envolvimento de outros fatores®.

A farmacogenética é uma ciéncia que se desenvolve de forma rapida, incidindo a
variabilidade genética como uma possivel razdo para a auséncia, pobre ou adequada resposta
a medicacdo. O polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) é uma varia¢do da sequéncia de
DNA devido a uma Unica diferenca de nucleotideos entre os alelos. Alguns destes
polimorfismos podem ter efeitos funcionais e podem alterar a regulagao positiva da expresséo
do receptor induzida por dopamina®®.

Estes SNPs poderiam além de serem usados como potenciais marcadores
farmacogenéticos para a resposta ao tratamento antipsicético, predizer a ocorréncia de
refratarieade da esquizofrenia. Considerando que o tratamento farmacoldgico deve ser
especificamente adaptado a cada paciente com EQZ. Os dois Ultimos e maiores estudos de
associacao gendmica da EQZ identificaram 108 loci genéticos associados a este transtorno.
Dos 108 loci, 75% incluem genes codificadores de proteinas!12),

Uma das variantes genéticas mais estudadas associada a EQZ é o SNP rs1800497
(TaqlA), o qual leva a troca do nucleotideo citosina por timina. Esta troca ocasiona uma
substituicdo do aminoacido glutamina por lisina na posicdo 713 (Glu713Lys) do exon 8 no
gene Ankyrin repeat and kinase domain containing 1 (ANKK1), no cromossomo 11. Um
estudo verificou que este polimorfismo diminui a agregacdo de proteina, a qual afeta
negativamente a regulagédo de um fator de transcricdo que regula o promotor do gene

DRD2 permitindo a expressdo deste gene. Assim, uma quantidade maior desse fator de



transcrigdo estard disponivel para a ligacdo ao promotor DRD2, consequentemente levando
a0 aumento da transcrigio de DRD213),

Outra variante genética associada & EQZ é o polimorfismo rs1799732 (-141 C
Ins/Del), o qual é caracterizado pela presenca (Insercdo: Ins) ou auséncia (Delecdo: Del) do
nucleotideo citosina na posicao -141, localizada na regido promotora 5° do gene DRD2.
Esta tem efeitos na quantidade de neurorecptores D2 no cérebro, entretanto, a funcao deste
polimorfismo na EQZ permanece obscura¥,

Por fim, o gene receptor D3 de dopamina (DRD3) tem um sitio polimdrfico
denominado rs6280 no primeiro exon que conduz a uma troca de nucleotideo citosina por
timina no dominio N-terminal extracelular do receptor a qual resulta em uma substitui¢éo
de aminoacidos - serina por glicina — no residuo 9 (Ser9Gly). Foi comprovado que essa
variante pode influenciar na expressdo de membrana deste receptor, modificando a sua
maturac&o intracelular®™ e com isso, pode ser uma possivel razio de ja ter sido associada a

alteracdo na afinidade de ligacdo a dopamina.
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Contudo, o presente estudo tem por objetivo investigar associacdo entre 0s

polimorfismos rs1800497, rs1799732 e rs6280, dos genes ANKK1, DRD2 e DRDS3,

respectivamente e a ocorréncia de esquizofrenia refrataria.

Método

Trata-se de um estudo genético-molecular do tipo caso-controle com pacientes que

foram divididos em trés grupos: casos I, individuos com diagndstico de esquizofrenia

refrataria, casos Il, individuos com diagndstico de outras esquizofrenias e controles,

individuos sem diagndstico de nenhum tipo de transtorno mental. Todos os participantes da

pesquisa fazem parte da regido Ampliada Oeste de Minas Gerais.

Para que os participantes pudessem contribuir com a pesquisa foram adotados os

seguintes critérios de inclusdo: grupo casos I- diagnostico médico de esquizofrenia refratéria,
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possuir idade igual ou superior a 18 anos, constar no cadastro da Geréncia Regional de Saude

(GRS) localizada em Divindpolis — MG; casos |l- diagnéstico médico de outros tipos de
esquizofrenia, possuir idade igual ou superior a 18 anos; controles- ndo possuir nenhum
diagndstico médico de transtorno mental, possuir idade igual ou superior a 18 anos. Ja 0s
critérios de exclusdo foram: apresentar condi¢es que interferissem na coleta de dados, como
por exemplo, estar em crise devido a doenga.

O célculo amostral foi realizado utilizando-se o programa OpenEpi versdo 3.03a,
considerando-se uma populacao de 169 individuos para uma proporcéo esperada do evento de
50%, um nivel de significancia de 5% e margem de erro de 10%, estimando-se uma amostra
de aproximadamente 62 individuos. No fim, totalizaram-se 72 usuérios 0s quais
compareceram ao Centro de Atencao Psicossocial (CAPS) de Divindpolis, Minas Gerais.

Neste tipo de estudo, caso-controle, especialistas em epidemiologia sugerem que a
proporcao de cada grupo seja de pelo menos 1:1. Dessa maneira, ja que a amostra de casos
I consistiu de 72 individuos, a dos outros dois grupos também consistiu de 72 participantes
cada.

Os individuos que fizeram parte da populacéo elegivel foram previamente convidados
a coleta de dados por meio do envio de cartas e da realizagdo de contato telefonico, quando
receberam todas as orientacdes necessarias a realizacao da pesquisa. O periodo da coleta de

dados compreendeu os meses de dezembro de 2014 a julho de 2016.

Os dados dos grupos casos | e 1l foram coletados no Centro de Atencao Psicossocial
tipo Il do municipio-polo da Regido Ampliada Oeste, de acordo com a data e 0 horério
indicados. Ja os participantes do grupo “controles” foram captados no Centro Municipal de
Apoio a Saude de Divinopolis (CEMAS), o qual é um servigo de satde que é referéncia para a
regido centro-oeste de Minas Gerais em atendimento para coleta de materiais bioldgicos e

analises clinicas.
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O perfil sociodemografico dos sujeitos deste estudo foram estabelecidos por meio de

um questionario estruturado, elaborado pelos autores, o qual abordou os seguintes dados:
sexo, idade, situacdo laboral, etilismo e tabagismo, sendo que as variaveis sexo e intervalo de
idade foram pareadas.

Para a analise genética foram retiradas amostras de sangue venoso da veia cubital do
antebraco. A analise foi feita no laboratério de biologia molecular da Universidade Federal de
S&o Jodo Del-Rei/Campus Centro-Oeste Dona Lindu.

A andlise genética das amostras de sangue periférico coletadas foi constituida de cinco
etapas: a primeira delas foi a extracdo do DNA gendmico utilizando o Mini Kit QlAamp
DNA Blood (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante; a segunda etapa foi
amplificar as sequéncias alvo de DNA de cada um dos genes incluidos no estudo utilizando a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR); em seguida cada amostra de produto de PCR foi
submetida a uma eletroforese para a confirmacdo da amplificacdo das regides de interesse;
para a genotipagem foi utilizada a técnica de Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) e, por fim, as amostras digeridas na etapa anterior foram submetidas em um gel de
poliacrilamida 8% para a separacdo das bandas de DNA as quais sdo esperadas e identificadas

pelos seus respectivos tamanhos (quantidade de bases nitrogenadas).

O processamento e a andlise dos dados foram realizados por meio do programa
Statistical Package for the Social Science (SPSS), versdo 20.0. Para descrever os resultados,
foram utilizadas tabelas de distribuicdo de frequéncias, na analise das variaveis categoricas.
Na comparacgdo da ocorréncia dos polimorfismos TaklA e 141C do gene DRD2 e rs6280 do
gene DRD3 entre os trés grupos de analise foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson.
Além disso, foram estimados os valores de Odds Ratio (OR) e em todas as andlises foi
considerado um nivel de significancia de 5%. Essas estimativas foram realizadas

considerando duas diferentes comparacoes:
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1. Controle x pacientes com outras esquizofrenias (EQZ)

2. Controle x pacientes com esquizofrenia refratéria (ER)

A andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada por meio do teste qui-
quadrado de Pearson, comparando-se as frequéncias dos genétipos observados com o0s
esperados para esta populagdo. Este calculo foi realizado por meio do software Hardy-

Weinberg equilibrium calculator including analysis for ascertainment bias®®).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob Protocolo n°1.406.658,

atendendo as recomendacdes da Resolucdo 466/2012, do Conselho Nacional de Salde.
Resultados

Foram analisados um total de 216 individuos, sendo 72 em cada grupo (pacientes com
esquizofrenia refrataria, pacientes com esquizofrenia e controles). Deste total, 108 individuos
sdo do sexo feminino e 108 do sexo masculino. Quanto a variavel faixa de idade nos grupos
pacientes com EQZ e controles, mais de 50% da amostra tinham idade acima de 50 anos e no

grupo dos refratarios mais de 40% tinham menos de 40 anos.

Grande parte dos pacientes refratarios declarou ndo trabalhar atualmente, sendo esta
taxa de 90,3%, enquanto que os pacientes com esquizofrenia 72,2% deles declararam
desempenhar esta atividade. Quanto ao uso de tabaco mais de 60% dos individuos dos dois
grupos (ER e EQZ) fazem uso desta substancia quimica, enguanto que as taxas de
consumo de alcool em ambos os grupos foram menores 2,8% para os refratarios e 13,9%
para pacientes com EQZ.

As freqiéncias dos polimorfismos investigados, seus respectivos testes de
associacdo e forca de associacdo estdo apresentadas na Tabela 1. Observa-se que houve

associacao estatisticamente significativa da freqiéncia do alelo Del C no grupo de
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individuos com esquizofrenia (p=0,03) e que o valor de p para esta freqiiéncia alélica no

grupo dos refratérios foi borderline (p=0,09).

Na mesma tabela ainda se observa que os valores da Odds Ratio foram calculados
utilizando os modelos: 1-Controle x pacientes com esquizofrenia refrataria; 2-Controle x
pacientes com esquizofrenia. De acordo com estes resultados, para a anélise dos genotipos
do Polimorfismo -141C do gene DRD2, tanto na comparagdo entre controles e EQZ,
quanto na comparagdo entre controles e pacientes, ndo foram observadas diferencas

significativas (intervalos de confianga passam pelo 1).

J& nas anélises dos alelos os pacientes com ER tém 0,17 vezes menos chance (ou 83%
menos chance) de apresentarem o alelo Ins C que os controles, se comparado ao alelo Del C, e
essa chance pode variar na populacdo entre 0,08 e 0,39, também sendo estatisticamente
significativa. Sendo que os pacientes com EQZ tem 0,55 vezes menos chance (ou 45% menos
chance) de apresentarem o alelo Ins C que os controles, se comparado ao alelo Del C, e essa

chance pode variar na populacéo entre 0,32 e 0,97, sendo estatisticamente significativa.

Na analise do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) tanto nos grupos de casos

quanto no dos controles, as freqliéncias dos genoétipos estavam em EHW.
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Tabela 1- Frequéncia, Qui Quadrado e Odds Ratio dos genoétipos e alelos dos Polimorfismos

de Nucleotideo Simples rs1800497 do gene ANKKZ1, rs1799732 do gene DRD2, rs6280 do

gene DRD3 por grupo, Centro-Oeste de Minas Gerais, dezembro de 2014 a julho de 2016

Pacientes

PacllzeF?tes EQZ Controles Valorpl* Valo- OR1* OR
pz** Piakal
n % n % n %
SNP TaglA do gene ANKK1
Genotipos
CC 37 514 38 528 35 486 0,682 0,291 1,69 2,89
CT 30 41,7 31 43,0 29 40,3 1,65 2,85
1T 5 69 3 4,2 8 111 1,00 1,00
Alelos
C 104 72,2 107 74,3 99 68,8 0,605 0,360 1,18 1,31
T 40 28,0 37 257 45 31,2 1,00 1,00
-141 C do gene DRD2
Genotipos
Del Del 49 68 50 694 40 55,6 0,264 0,161 1,00 1,00
Del Ins 18 25 18 25,0 23 319 0,64 0,63
Ins Ins 5 69 4 55 9 125 0,45 0,36
Alelos
Del C 116 805 118 819 103 71,5 0,097 0,036 1,00 1,00
InsC 28 194 26 18,0 41 28,5 0,17 0,55
SNP rs6280 do gene DRD3
Gendtipos
1T 25 34,7 22 30,5 17 236 0,315 0,203 1,00 1,00
TC 30 41,7 37 514 33 458 0,62 0,87
CcC 17 23,6 13 18 22 30,6 0,52 0,46
Alelos
T 80 555 81 56,2 67 46,5 0,157 0,098 1,00 1,00
C 64 444 63 43,7 77 535 0,70 0,68

*p-valor 1: pacientes com ER vs. controles. **p-valor 2: pacientes com EQZ vs. controles; *OR 1: pacientes com ER vs. controles.

**0OR 2: pacientes com EQZ vs. controles

Foram construidos modelos genotipicos de dominancia e heterose, conforme descrito na
Tabela 2. Dentre as andlises desses modelos genotipicos ndo foi verificada nenhuma
associacdo, apenas um p-valor (0,056) borderline para o alelo Ins C dominante no

polimorfismo -141C.



72

Tabela 2- Modelos genotipicos de dominancia e heterose para os trés polimorfismos de
nucleotideo simples no grupo de pacientes com esquizofrenia refrataria, Centro-Oeste de
Minas Gerais, dezembro de 2014 a julho de 2016

Polimorfismos Modelos Gendtipos *p-valor
TaqlA C dominante C/ICeCITvs. TT 0,141
T dominante T/TeC/Tvs.CC 0,630
Heterose C/ICeT/Tvs.CIT 0,883
-141C Del C Del/Del e Del/Ins vs. 0,117
dominante Ins/Ins
Insc C Ins/Ins e Ins/Del vs.
dominante Del/Del 0,056
rs6280 Heterose Del/Del e Ins/Ins vs. 0,280
] Del/Ins
T dominante
T/TeT/Cvs.CC
C dominante 0,115
C/ICeCITvs. TT
Heterose 0,170
T/TeC/Cvs. TIC 0,923

*Teste qui-quadrado de Pearson

Legenda: a tabela apresenta os modelos genotipicos gerados. Para os polimorfismos TaglA e rs6280 no modelo C
dominante foram agrupados os genotipos C/C e C/T, no modelo T dominante foram agrupados os gendétipos T/T e T/C e
no modelo de heterose foram agrupados os genétipos C/C e T/T. Para o polimorfismo -141C no modelo Del C dominante
foram agrupados os gendtipos Del/Del e Del/Ins, no modelo Ins dominante foram agrupados os gendtipos Ins/Ins e
Ins/Del e no modelo de heterose foram agrupados os gendtipos Del/Del e Ins/Ins.

Discussao

As altas taxas de frequéncia dos trés polimorfismos no grupo dos pacientes com ER
identificadas neste estudo corroboram com outras pesquisas ja realizadas, ou seja, estas
variantes genéticas sdo prevalentes neste plblico®”1®), Estes resultados refletem o que
muitos outros estudos®2%) encontraram em relagio a estas variantes, porém, realizaram
analises diferentes, ou comparando os dois grupos sem analisar especificamente essas trés,
ou comparando apenas o0 grupo de esquizofrénicos, ndo incluindo aqueles com diagndstico
de ER.

Verificou-se que ao comparar estas taxas de frequéncia entre os trés grupos ndo foi

observado diferenca estatisticamente significante entre nenhuma das freqliéncias



genotipicas, 0 que implica a ndo associacdo destas variantes com a refratariedade da
esquizofrenia. Um estudo semelhante foi realizado, dentre os polimorfismos analisados,
estavam o TaglA e o0 rs6280, os participantes foram divididos em dois grupos: aqueles com
esquizofrenia e aqueles que eram refratarios. Ndo foram observadas associa¢fes entre 0s
gendtipos investigados, os achados clinicos e a ocorréncia da esquizofrenia refrataria®.

Ainda sdo muito controversos os resultados no que diz respeito as freqiiéncias
alélicas e genotipicas da variante TaglA e rs6280 em individuos com esquizofrenia,
enquanto alguns autores encontram associacdo®22*24, outros n0?>%), O mesmo ndo
ocorre com a variante -141C, a qual foi identificado associacéo da frequéncia do alelo Del
C comparando o grupos dos individuos com EQZ com os controles, assim como outras
pesquisas identificaram, comparando pelo menos um grupo de individuos com EQZ?"2®),

Outra pesquisa de associagdo relacionou o alelo T da TaglA com a EQZ, foi
identificado que os individuos homozigotos para este alelo tiveram pontuacfes mais
elevadas na avaliacdo clinica global da acatisia (um dos efeitos extrapiramidais do uso de
antipsicoticos atipicos) do que os participantes homozigotos para o alelo C?. Em uma
recente metanalise foi identificado que este SNP estaria associado a alteracBes da
neurotransmissdo dopaminérgica estriatal®®. Porém, nas analises tanto das freqiiéncias
alélicas quanto de dominancia e heterose do presente estudo ndo foi identificada nenhuma
associacao.

Outra investigacdo que analisou atencdo e funcdo cognitiva em individuos com
EQZ mostrou que os pacientes e controles saudaveis com o alelo C da TaglA mostraram
melhor desempenho do que aqueles sem este alelo®Y. Ainda que estudos tenham mostrado
que o polimorfismo TaqlA aumenta a susceptibilidade a esquizofrenia, ou esta associada a

refratariedade dela, outros trabalhos tém revelado, assim como este, evidéncias contrarias.
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Dessa maneira, € preciso continuar com as investigacbes a fim de esclarecer as
controvérsias.

No que diz respeito apenas ao polimorfismo rs6280, uma recente pesquisa
demonstrou que os niveis de expressaio de mRNA de DRD3 em linfocitos T foram
significativamente diferentes entre os controles e os casos, individuos com perturbagdo
psictica ndo especificada de outro modo e EQZ®?. Outro estudo mostrou que ha um
excesso de alelo-Gly e homozigotos Gly/Gly em pacientes com discinesia tardia (um efeito
adverso irreversivel da medicagdo antipsicotica)®®.

Uma metandlise mais recente com um tamanho de amostra muito maior (n = 758)
relatou uma tendéncia negativa, mas consistente para o alelo-Ser de DRD3 e uma resposta
pobre & clozapina®. Contudo, no presente estudo tanto nas anélises de freqiiéncia alélica
quanto nas de dominancia e heterose, ndo foi identificado nenhuma associagéo.

Por fim, em relagdo ao polimorfismo -141C neste estudo foi encontrado uma maior
forca de associacao do alelo Del C para os pacientes com ER e aqueles com outros tipos de
esquizofrenia. Arinami e cols®? verificaram que os diferentes alelos diferem em relagio a
atividade de luciferase in vitro em celulas Y-79 e 293, indicando uma importancia
funcional desta variacdo genética. A delecdo do nucleotideo causado pelo alelo Del reduziu
a transcricdo do gene em uma taxa média de 68%. J& outro trabalho de associagdo recente
identificou que o grupo com o alelo Ins C apresentou uma pontuacdo para sintomas
positivos e uma pontuacdo de excitacdo significativamente maiores do que 0 grupo com o
alelo Del C©®9),

Outra pesquisa recente mostrou uma relagéo significativa entre o genotipo Ins / Del
e sintomas positivos graves®”), mas n3o relacionou a variante com a ocorréncia da
refratariedade da EQZ. Outro estudo verificou que o polimorfismo implicou em

variabilidade na resposta & farmacoterapia com haloperidol®®, além disso, uma recente
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metanalise comprovou que a eficacia do tratamento com essa medicacdo estd associada a

este polimorfismo®?.

Concluséao

Algumas limita¢bes do estudo existem como a amostra ndo é probabilistica, o que
implica a necessidade de uma analise mais criteriosa em relacdo a validade externa. Apenas
um pegueno namero de polimorfismos em genes candidatos foi investigado em uma amostra
relativamente pequena. Todavia, este delineamento respondeu bem as questdes norteadoras do
estudo e aos objetivos da pesquisa.

Os resultados deste estudo indicaram taxas altas de frequéncia dos polimorfismos
genéticos TaglA, -141C e rs6280, sendo que a freqliéncia do alelo Del C estd associada a
esquizofrenia. Também ndo foram identificadas associacfes de dominancia e heterose para
nenhum dos alelos de interesse. Sendo assim, tais achados apontam para a necessidade de
realizacdo de novos estudos gue envolvam a analise genética e a ocorréncia da esquizofrenia
refrataria. Com o objetivo de conhecer melhor aqueles alelos que predispdem a doenca, e até
mesmo com outras abordagens metodoldgicas, na resposta aos antipsicoticos para que seja

possivel propiciar melhor qualidade de vida a estes individuos.
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7 LIMITACOES

Os resultados desta pesquisa devem ser interpretados com cautela em razdo das

seguintes limitagdes:

A amostra estudada ndo é probabilistica, 0 que implica a necessidade de uma anélise
mais criteriosa em relacdo a validade externa;

A amostra final foi constituida a medida que o paciente chegava ao local previamente
agendado (conveniéncia), tendo em vista ter sido a mais apropriada a este estudo. Em fungéo
disso, existe a possibilidade de viés e ndo representatividade da populacéo;

Apenas um pequeno nimero de SNPs em genes candidatos foi investigado em uma
amostra relativamente pequena.

Todavia, este delineamento respondeu bem as questBes norteadoras do estudo e aos

objetivos da pesquisa.



8 CONCLUSAO
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8 CONCLUSAO

a)
b)

c)
d)

9)

h)

)

A frequéncia dos trés SNP’s foi considerada elevada nos grupos casos I e II;
N&o foram identificadas associagdes entre os polimorfismos genéticos TaglA, -
141C, rs6280 e a refratariedade da esquizofrenia;

Foi verificado associacdo do alelo Del C com a esquizofrenia (p=0,03);

Ndo foram observadas diferencas significativas entre os trés grupos
comparados no que se refere aos genotipos do Polimorfismo -141C do gene
DRD2 (valores-p>0,05), no entanto para os alelos a diferenca entre os grupos
foi limitrofe (valor-p=0,068). Observa-se que o alelo Ins C ocorreu em 19,4%
dos pacientes ER e em 18,0% dos pacientes EQZ. Entre os controles esse
percentual sobe para 28,5%;

Os pacientes com esquizofrenia refrataria tém 0,17 vezes menos chance (ou
83% menos chance) de apresentarem o alelo Ins C que os controles, se
comparado ao alelo Del C também sendo estatisticamente significativa (0,08 e
0,39);

Os achados contraditorios em estudos de associacdo entre polimorfismos
genéticos e esquizofrenia sdo frequentes. Nao estdo presentes marcadores
bioldgicos que tornam a desordem sindrémica e o diagnostico é baseado em
uma combinacdo de observacdes clinicas;

A esquizofrenia possui alta herdabilidade e, portanto, deveria ser possivel a
principio, a realizacdo de uma anélise genética molecular;

A identificacdo de genes e alelos de susceptibilidade para a esquizofrenia e
principalmente a sua refratariedade poderia fornecer mais informacdes sobre a
patogénese e a fisiopatologia deste transtorno;

A pesquisa neuropatoldgica futura deve incluir os antecedentes genéticos para
identificar individuos suscetiveis;

Os achados deste estudo apontam para a necessidade de realizacdo de novos
estudos que envolvam a analise genética e a ocorréncia da esquizofrenia
refrataria. Com o objetivo de conhecer melhor aqueles alelos que predispbem a
doenca, e até mesmo com outras abordagens metodologicas, na resposta aos
antipsicoéticos para que seja possivel propiciar melhor qualidade de vida a estes

individuos.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E

ESCLARECIDO

UFS)

S s APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Convite
Vocé , do sexo com
anos de idade, natural de , residente na rua
N de profissdo
,RGn° , esta sendo convidado a

participar da pesquisa entitulada“ESQUIZOFRENIA REFRATARIA: Prevaléncia de
polimorfismos genéticos, Sindrome Metabélica e Qualidade de Vida de Pacientes em uso
de Clozapina”sob a responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Richardson Miranda Machado, a
qual tem como objetivo principal analisar a ocorréncia de sindrome metabdlica em portadores
de esquizofrenia refrataria em uso de clozapina, sua relagdo com a presenga de polimorfismo
genético ¢ a possivel relagdo com a qualidade de vida.

Este estudo podera trazer beneficios devido a ampliagdio no conhecimento da
epidemiologia da sindrome metabdlica nas pessoas que fazem uso de clozapina, além de
identificar a relagdo com a presenca de polimorfismo e qualidade de vida. E assim, esta pesquisa
almeja-se possibilitar ¢ subsidiar a construgdo de politicas publicas de saude direcionadas a esta
populagdo a fim de que sejam implementadas agdes de promogdo, prevengdo ¢ reabilitagdo da
saude fisica e psiquica, para a melhora da qualidade de vida desses pacientes.A participagdo
nesta pesquisa consistira em responder a uma entrevista semiestruturada na qual serdo
abordados dados sociodemograficos ¢ clinicos, como, por exemplo, sexo, idade, estado civil,
profissdo, renda familiar, escolaridade entre outros ¢ o instrumento de avaliagdo da qualidade de
vida. Havera a submissdode uma avaliagdo clinica com a medigdo do peso, altura e
circunferéncia abdominal, bem como realizagdo de coleta de sangue para exame laboratorial
para analise de glicemia, colesterol HDL e triglicérides, além de exame genético para analise de
polimorfismo.

O risco na participagdo neste estudo esta relacionado a possibilidade de
constrangimento, ou reagdes emocionais, durante a realizagdo das entrevistas. Também ha o
risco de exposic¢do a sensibilidade dolorosa e ao material (sangue) durante o momento da coleta,

assim como o risco pelos pesquisadores pelo contato com sangue.

Assinatura do Participante de pesquisa Assinatura do Pesquisador Responsavel



Contudo, esses riscos serdo minimizados através da utilizagdo de técnicas e principios
assépticos, materiais descartaveis de uso individual e coleta de sangue realizada por colaborador
treinado ¢ experiente. Além disso, a entrevista sera realizada em local sigiloso ¢ confortavel,
somente com o pesquisador ¢ o entrevistado, proporcionando um ambiente calmo. Porém, em
casos de danos decorrentes da pesquisa serdo tomadas as medidas de ressarcimento, como a
compensac¢do material, nas despesas do participante ¢ acompanhantes, caso houver, tais como
transporte, alimentagdo ou outro dano decorrente do procedimento.

E garantido ao participanteo total sigilo ¢ esclarecimentos sempre que o desejar. O
direito ao transporte no caso de ter que deslocar ¢ que a participagio esta isenta de despesas e
que em caso de gastos, sera reembolsado. Os resultados do estudo serdo poderdo divulgados em
artigos cientificos ¢ seminarios, mas que a confidencialidade do participante sera preservada.

E este documento serd emitido em duas vias, sendo uma ao participante € outra
arquivada com os pesquisadores.

Declaro que, enquanto participante, obtive espontancamente o consentimento deste
participante de pesquisa para realizar este estudo, fui devidamente esclarecido sobre as questoes
da pesquisa, bem como a participagdo nela e aceito o convite em participar do mesmo. E
concordo em participar voluntariamente deste estudo sabendo que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem nenhum prejuizo ou perda de qualquer beneficio. E sei
ainda que serei indenizado, caso algum dano decorrente da pesquisa ocorra, ¢ serei conduzido as
medidas de encaminhamento ¢ assisténcia caso necessario.Sei que posso saber informagdes
sobre a pesquisa em qualquer momento com o pesquisador ¢/ou com o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Sao Jodo Del Rei- UFSJ.

Assinatura do Participante Data

Assinaturado Pesquisador responsavel

Contato do Pesquisador:
Prof. Dr. Richardson Miranda Machado
Rua Sebastido Gongalves Coelho, 400. Bairro Chanadour, CEP 35.501-296.
Divindpolis — MG, Telefone: (37) 8801-9356.

Contato do Comité de Etica UFSJ-CCO:
Rua Sebastido Gongalves Coelho, 400. Bairro Chanadour, CEP 35.501-296. Divinopolis
— MG. Telefone: (37)3221-1580, Fax: (37) 3221-1580, e-mail: cepes_cco@ufsj.edu.br
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Assinatura do Participante de pesquisa Assinatura do Pesquisador Responsavel

Eu (nds), , li e/ou ouvi as

informagdes acima ¢ entendi qual o motivo da pesquisa € o que sera realizado, como esta escrito
neste termo, declaro que aceito o convite em participar da pesquisa em questio por livre vontade

ndo tendo sofrido nenhuma forma de pressdo ou influéncia indevida.

Assinatura do Participante de pesquisa

Data: / /

Impressdo datiloscopica:

Rubrica do Participante da Pesquisa Rubrica do pesquisador responsavelpela
obtengdo do TCLE
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ANEXOS B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESQUIZOFRENIA REFRATARIA: Prevaléncia de polimorfismos dos genes DRD2 e
DRD3 Sindrome Metabdlica em Pacientes em uso de Clozapina

Pesquisador: Richardson Miranda Machado

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 50020215.0.0000.5545

Instituigdo Proponente: Fundagao Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei - C. C. Oeste Dona
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.406.658

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de um estudo epidemiolédgico de carater transversal e analitico, com abordagem quantitativa dos
dados. Abordagem esta que se caracteriza por estudo epidemiolégico, observacional e descritivo, que mede
ao mesmo tempo a prevaléncia da exposi¢ao e do efeito em uma amostra populacional, em um momento
temporario; isto €, permite estimar a magnitude e distribuicdo de uma doenga ou condigdo em um momento
dado(GORDIS, 2004). Sendo assim possibilitam o primeiro momento de analise de uma associagao, através
da identificagdo dos desfechos existentes e possiveis fatores associados ou nédo a eles, em diferentes

graus.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL:

Analisar a ocorréncia de sindrome metabédlica em portadores de esquizofrenia refrataria em uso de
clozapina, sua relagdo com polimorfismos relacionados aos genes DRD2 e DRD3 e a associagdo com a
qualidade de vida dos pacientes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
a) Descrever o perfil séciodemografico e clinico dos pacientes portadores de esquizofrenia

Enderego: SEBASTIAO GONCALVES COELHO

Bairro: CHANADOUR CEP: 35501-296

UF: MG Municipio: DIVINOPOLIS

Telefone: (37)3221-1580 Fax: (37)3221-1580 E-mail: cepes_cco@ufsj.edu.br
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refrataria em uso de clozapina;

b) Estimar a prevaléncia de sindrome metabdlica e de seus componentes;

c) Associar a prevaléncia de sindrome metabdlica e de seus componentes individuais a variaveis
sociodemograficas e clinicas;

d) Verificar se variaveis sociodemograficas, clinicas, antropométricas e bioguimicas estdo associadas a uma
melhor qualidade de vida;

e) Identificar a presenga dos seguintes polimorfismos do sistema dopaminérgico:1- Polimorfismo Taql A do
DRD2 (rs1800497);2- Polimorfismo -141C (Ins/Del) do DRD2 (rs1799732);3- Polimorfismo Ser-9-Gly do
DRD3 (rs6280).

f) Investigar a associagéo entre os polimorfismos e a ocorréncia de sindrome metabdlica.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O risco de participagao neste estudo esta relacionado a possibilidade de constrangimento, ou reacgdes
emocionais, durante a realizagéo das entrevistas. Também ha o risco de exposigao a sensibilidade dolorosa
e ao material biolégico (sangue) durante o momento da coleta, assim como o risco para os pesquisadores
pelo contato com sangue. Os mesmos serdo notadamente minimizados através da manutengéo da
privacidade do mesmos, uso de sala reservada para a entrevista,ambiente confortavel, manutengéo do
sigilo, explicacao prévia dos objetivos da pesquisa com posterior assinatura no termo de compromisso. Além
disso, seréao utilizados materiais descartaveis de uso individual, técnica asséptica, bem como o sangue sera
coletado por um técnico de enfermagem experiente e capacitado.

O estudo podera trazer beneficios como prevenir e reduzir problemas de saide como sindrome metabdlica
e a refratariedade da esquizofrenia

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A definicdo da capacidade de entender e responder a pesquisa é subjetiva e apenas o item destacado "isso
sera avaliado juntamente com o participante explicando os objetivos da pesquisa apds a leitura do TCLE na
integra" nao pode predizer a capacidade do participante responder ou n&o a pesquisa.

Apresenta a Escala de Avaliagao da Qualidade de Vida de Pacientes com Esquisofrenia: QLS-BR.
Apresenta o questionario sécio-demografico-clinico.

TCLE - atende as recomendagdes deste CEPES

Enderego: SEBASTIAO GONCALVES COELHO

Bairro: CHANADOUR CEP: 35501-296
UF: MG Municipio: DIVINOPOLIS
Telefone: (37)3221-1580 Fax: (37)3221-1580 E-mail: cepes_cco@ufsj.edu.br
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Apresenta os seguintes documentos:

- autorizag@o da Superintendéncia Regional de Saude

- declaragao de infraestrutura da Superintendéncia Regional de Saude

- autorizagéo para a utilizagdo de banco de dados da Superintendéncia Regional de Saude

-TCLE

Recomendagoes:

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoées:

Todas as recomendagdes foram atendidas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 11/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 602534.pdf 16:33:34
Outros Pendencias_listas_de adequacoes11jan| 11/01/2016 |Jeizziani Aparecida Aceito

eiro2016.pdf 16:32:52 | Ferreira Pinto

TCLE/ Termos de |TCLE_Modificado11janeiro2016.pdf 11/01/2016 |Jeizziani Aparecida Aceito

Assentimento / 16:31:38 | Ferreira Pinto

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |PROJETO_CEP.doc 23/12/2015 |Jeizziani Aparecida Aceito

Brochura 10:11:04 | Ferreira Pinto

Investigador

Outros Questionariosociodemografico.pdf 26/10/2015 |Jeizziani Aparecida Aceito
10:23:59 | Ferreira Pinto

Outros EscalaQRLBRA . .pdf 26/10/2015 |Jeizziani Aparecida Aceito
09:55:24 | Ferreira Pinto

Folha de Rosto FOLHADEROSTO2.pdf 09/10/2015 |Jeizziani Aparecida Aceito
19:23:01 | Ferreira Pinto

Outros CurriculoProfDrRichardson.pdf 02/10/2015 |Richardson Miranda | Aceito
16:52:30 | Machado

Declaragao de Autorizacao3.pdf 02/10/2015 |Richardson Miranda | Aceito

Instituicéo e 16:39:57 |Machado

Infraestrutura

Declaragao de Autorizacao1.pdf 02/10/2015 |Richardson Miranda | Aceito

Instituicao e 16:39:35 | Machado

Infraestrutura
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Declaragao de Autorizacao2.pdf 02/10/2015 |Richardson Miranda | Aceito
Instituicdo e 16:39:04 |Machado
Infraestrutura

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

N&o

DIVINOPOLIS, 11 de Fevereiro de 2016

Assinado por:

JULIANO TEIXEIRA MORAES

(Coordenador)




