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RESUMO

Introducdo: A esquizofrenia é considerada um grave problema de saude publica. Quando o
paciente nao responde a duas ou mais classes de antipsicéticos, ele é considerado “resistente”
ao tratamento ou “refratario”. A esquizofrenia refrataria (ER) afeta 8 milhdes de pessoas em
todo 0o mundo. Acredita—se que a sua etiologia seja multifatorial, incluindo fatores ambientais
e genéticos. O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia dos polimorfismos genéticos
rs6305, rs6314 e rs6311 e associagdes com a ocorréncia da esquizofrenia refrataria e
esquizofrenia geral em uma amostra de pacientes residentes na Macrorregido Oeste de Minas
gerais do Brasil, no periodo entre 2014 e 2016. Metodologia: Trata—se de um estudo genético—
molecular do tipo caso—controle. Os 216 participantes foram divididos em trés grupos, sendo
eles: caso |- pacientes com diagnostico médico de esquizofrenia refratéria, caso 11— pacientes
com outros tipos de esquizofrenia e grupo—controle — composto por pessoas gque ndo
apresentaram nenhum diagndstico de transtorno mental. Foi aplicado um questionario
estruturado para a coleta de dados sociodemogréaficos e, posteriormente, realizou—se a coleta de
material bioldgico para a anélise genética. Para a analise genética, foram realizadas as técnicas
de extracdo de DNA, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) e PCR em tempo real. As analises estatisticas apresentaram como
finalidade descartar ou confirmar a associagdo entre o surgimento da esquizofrenia refrataria e
a exposicao genética, pela utilizagdo do teste estatistico Qui—-Quadrado de Pearson (x?) e, assim,
comparar as frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos caso I, caso Il e controles por
meio da regressdo logistica simples (valor de Odds Ratio ndo-ajustado). Logo depois, foi
realizado um modelo de dominancia e recessividade entre os grupos de portadores de
esquizofrenia refrataria e o de controles para verificar a ocorréncia do efeito entre eles. Para
todos os testes foram utilizados um nivel de significancia de 5% (p< 0,05). Resultados: Foi
observada uma diferenca estatisticamente significante dos genétipos para o polimorfismo
rs6311 na comparacédo do grupo de pacientes com esquizofrenia refrataria com o grupo controle
(p valor= 0,027). Verificou—se também uma associagdo entre 0 modelo A dominante (valor—
p=0,042) e o modelo heterose (valor-p=0,008) entre os grupos controle e pacientes ER.
Conclusao: Apesar de este estudo ter encontrado associacdo do polimorfismo rs6311 com a
esquizofrenia, € necessario que novos estudos acontecam com amostras maiores para melhor
compreenséo da genética da esquizofrenia envolvendo a populagéo brasileira.

PALAVRAS-CHAVE: Esquizofrenia. Polimorfismo genético. Receptores de Serotonina.
Prevaléncia. Estudos de Casos e Controles.
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ABSTRACT

Introduction: Schizophrenia is a serious public health issue. When the patient does not respond
to two or more classes of antipsychotics, he/she is considered "resistant™ to treatment or
"refractory”. Refractory Schizophrenia (RS) affects 8 million people worldwide. Its etiology is
believed to be multifactorial, including environmental and genetic factors. The aim of this study
was to estimate the prevalence of rs6305, rs6314, and rs6311 genetic polymorphisms and their
associations with the occurrence of refractory schizophrenia and other types of schizophrenia
in a sample of patients residing in the Macrorregido Oeste of Minas Gerais, in the period
between 2014 and 2016. Methodology: This is a case—control genetic-molecular study. The
216 participants were divided into three groups: cases | — patients with a medical diagnosis of
refractory schizophrenia, and; cases Il — patients with other types of schizophrenia and a control
group composed of people who did not present any diagnosis of mental disorder. A structured
questionnaire was applied to collect socio—demographic data and, subsequently, biological
material was collected for genetic analysis. The genetics were analyzed using the techniques of
DNA extraction, Polymerase Chain Reaction (PCR), Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), and real-time PCR. The statistical analyzes aimed to discard or confirm
the association between the onset of refractory schizophrenia and genetic exposure, using
Pearson's Chi-Square statistical test (x?) and comparing the allele and genotypic frequencies
between the cases I, cases Il, and controls using simple logistic regression (Odds Ratio value
not adjusted). Subsequently, a dominance and recessiveness model was used between the
groups of patients with refractory schizophrenia and the controls to verify the effects between
them. A significance level of 5% (p <0.05) was used for all tests. Results: There was a
statistically significant difference in genotypes for the rs6311 polymorphism when comparing
the group of patients with refractory schizophrenia with the control group (p value = 0,027.
There was also an association in the dominant model A (p—value = 0.042) and the heterosis
model (p—value = 0.008) between the control groups and RS patients. Conclusion: Although
this study found an association between the rs6311 polymorphism and schizophrenia, it is
necessary that further studies take place with larger samples to understand better the genetics
of schizophrenia involving the Brazilian population.

KEYWORDS: Schizophrenia. Genetic polymorphism. Serotonin receptors. Prevalence. Case
Studies and Controls.
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1 INTRODUCAO

A sociedade contemporanea experimenta a ocorréncia de transtornos psiquiatricos cada
vez mais comum em varias partes do mundo. Com os avangos tecnoldgicos e conquistas
cientificas, os campos de pesquisa buscam estudar amplamente questdes relacionadas a saude
mental, pois observa-se que 0s transtornos psiquiatricos, nas ultimas décadas, ganharam
destaque, ocupando o quinto lugar em causas de incapacidade. Esses transtornos tém como
consequéncia o aumento consideravel de taxas de morbidades, de mortalidade por suicidio,
perdas sociais, além do comprometimento de renda devido a gastos com satde (SULLIVAN;
GESCHWIND, 2019).

Compreende-se por transtornos psiquiatricos alteracGes emocionais, cognitivas e
comportamentais de um paciente, provocando distdrbios em processos biol6gicos, mentais ou
de desenvolvimento no funcionamento da mente (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION — APA, 2014). Esses transtornos estdo constantemente relacionados a
sofrimento, tanto para o individuo, por resultar incapacidades comportamentais em desenvolver
atividades, quanto para os familiares com sobrecarga para lidar com as mudangas e
instabilidades desse familiar (ZHOU et al., 2020; SOARES et al., 2019).

Entre os principais transtornos existentes, a Esquizofrenia (EQZ) é considerada um
grave problema de salde publica, atingindo 21 milhGes de pessoas em todo o mundo
(CHARLSON et al., 2018). Uma revisdo sistematica recente descobriu que pessoas com esse
transtorno morrem, em média, 14,5 anos antes quando comparado com 0s que nao apresentam
o diagnostico (HIORTHOJ et al., 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a EQZ é classificada como a terceira
doenca que mais afeta a qualidade de vida produtiva entre a populacéo de 15 a 45 anos de idade.
No Brasil, a doenca acomete mais de 1,8 milhdes de pessoas (PATEL et al., 2014), bem como
representa 30% da ocupacdo dos leitos hospitalares psiquiatricos, ou 100.000 leitos/ dia. Além
disso, 14% das primeiras consultas ambulatoriais sé@o fornecidas a pacientes com EQZ,
correspondendo a 5° doenga mais comum que leva as pessoas a solicitarem beneficios por
incapacidade previdenciaria (KOHLRAUSCAH, 2013).

A EQZ ¢é um transtorno diversificado, apresentando trés dominios de sintomatologia,
denominados positivos, negativos e cognitivos. Os sintomas positivos sao representados por
alucinacgdes, delirios e pensamentos desorganizados. Ja os sintomas negativos incluem

embotamento afetivo (diminuicdo na habilidade de expressar—se emocionalmente) e avoli¢cdo
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(incapacidade de iniciar ou continuar na busca de algum objeto). Por fim, os sintomas
cognitivos envolvem problemas de concentragdo, funcionamento executivo e memoria
(FADEN; CITROME, 2018).

O acometimento cognitivo é uma caracteristica comum em pacientes com EQZ, sendo
observado, no &mbito de atengdo, memoria e linguagem em 98% dos casos. Esses prejuizos
podem comprometer o tratamento por incapacidades cotidianas para a ingestdo medicamentosa,
por exemplo e para realizacdo do autocuidado (ZHOU et al., 2020).

A base, para o tratamento da esquizofrenia, é a utilizacio de medicamentos
antipsicoticos que irdo atuar em sintomas positivos e negativos. Eles agem bloqueando a a¢éo
de neurotransmissores, como receptores de dopamina e serotonina. A dopamina em excesso
provoca 0s sintomas positivos e, ao bloguear seus canais receptores nos neurdnios, evita que o
excesso da substancia atinja as células nervosas, reequilibrando o sistema de neurotransmissao
(FADEN; CITROME, 2018).

Os antipsicoticos podem ser classificados em tipicos (primeira geracdo) e atipicos
(segunda geracdo). Os antipsicaticos tipicos sdo farmacos criados primeiramente e apresentam
acOes elevadas no receptor D2 de dopamina (DA). Porém provocam frequentemente efeitos
adversos (extrapiramidais) que resultam do bloqueio de receptores de DA, nos nucleos da base,
acarretando sintomas parkinsonianos, tremor e rigidez. Ja os antipsicoticos atipicos referem-se
a uma nova geracao de farmacos que acoplam um bloqueio do receptor de serotonina 5SHT2A,
neutralizando o bloqueio excessivo de dopamina D2 e, assim, ocorre uma diminui¢do desses
efeitos extrapiramidais provocados por antipsicéticos tipicos (GARAY et al., 2016).

Apesar do uso dos antipsicoticos serem considerados como principal tratamento, as
abordagens psicossociais devem ser incluidas. A psicoterapia em grupo ou individual é indicada
com a finalidade de melhorar os sintomas, prevenir recaidas e evitar a re-hospitalizacdo em
momentos de crises. A terapia ocupacional também pode ser recomendada, pois envolve
atividades tanto para descontracdo quanto para se sentirem mais Uteis, ativos e envolvidos em
rotinas de interacdo e acdes. Além disso, o apoio psicoldgico a familia pode auxiliar a
compreensdo do diagndstico, tratamento e de como lidar com a sobrecarga em relagdo ao
cuidado e ajudar na reinsercdo (SHIRAKAWA et al., 2000).

Apesar das abordagens psicossociais e do desenvolvimento de psicofarmacos, foi
observado que, em alguns pacientes em tratamento constante com utilizacdo de duas ou mais
classes de antipsicoticos diferentes, persistiam os sintomas. Esses pacientes receberam a
denominacdo “resistentes” ou ‘“refratarios” ao tratamento (SAMARA et al., 2019). A

esquizofrenia refrataria (ER) afeta aproximadamente 8 milhdes de pessoas em todo o mundo.
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O tratamento mais adequado, nesses casos, segundo concordancia médica, é o psicofarmaco
Clozapina. Essa medicagdo mostra efeitos bloqueadores mais intensos nos neuroreceptores de
serotonina quando comparados ao neureceptor de dopamine D2. Além disso, pensa-se ter
melhora ndo apenas dos sintomas positivos, mas também dos negativos até certo ponto sem
causar efeitos extrapiramidais (MORRISON et al., 2018).

De acordo com The World Federation of Societies of Biological Psychiatry em 2017 a
Clozapina deve ser iniciada em pacientes refratarios, sendo um dos antipsicéticos mais eficazes
como resposta ao tratamento entre 30% e 60% (MASELLIS et al., 1998). Além disso, uma
meta—analise demonstrou que a Clozapina, em comparagdo com outros antipsicéticos de
segunda geracéo, foi associada com menores taxas de re—hospitalizacdo e melhores resultados
gerais em relacdo aos sintomas (MASUDA et al., 2019).

Apesar de a Clozapina apresentar uma eficacia superior, 40% dos pacientes nao
conseguem uma resposta adequada a esse tratamento. Sua utilizagdo pode provocar, mesmo em
menor quantidade, efeitos adversos graves, como cardiomiopatia, agranulocitose e risco de
convulsdes. Além disso, carrega aumento do risco de obesidade, dislipidemia e disglicemia. O
ganho de peso associado ao uso desse antipsicético pode estar relacionado a ndo aceitacéo do
tratamento, comprometendo a qualidade de vida e a reinternacdo hospitalar (COSTA-
DOOKHAN et al., 2020). Verifica—se, no entanto que os pacientes com EQZ tém altos niveis
de comportamento sedentario (uma média de 9-10 horas por dia) e menor préatica de atividades
fisicas em relacdo a populacdo geral. Esses pacientes apresentam uma ingestdo de calorias
maior (TEASDALE et al., 2019) com doses diarias de alimentos obsogénicas (FIRTH et al.,
2018). Esse estilo de vida pode contribuir também com o aumento de obesidade.

Para aprimorar o tratamento utilizando Clozapina, tem sido realizado monitoramento de
medicamentos terapéuticos como forma de orientar decisdes clinicas relacionadas a dosagem e
resposta ao tratamento. Existe uma concordancia geral de que a utilizacdo de um limiar inferior
de niveis plasmaticos da Clozapina aumenta a chance de resposta ao tratamento, quando
comparado a doses elevadas (REMINGTON et al., 2013).

Atualmente, acredita—se que a etiologia da esquizofrenia seja causada por varios fatores,
incluindo ambiental e genética. Os estudos pioneiros referentes a parte genética da EQZ
comecaram pela observacdo da existéncia maior de casos do transtorno em certas familias.
Como exemplo, estudos epidemiologicos com familias de pacientes concluiram que a
prevaléncia do transtorno era maior nessas familias quando comparadas com familiares—
controle (GOTTESMAN, 1991).
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Nessa teoria, comegaram 0s estudos com gémeos monozigoticos, dizigéticos e filhos
adotivos com o intuito de separar as causas geneéticas das ambientais. Concluiu-se que a
predisposicdo genética era um dos principais determinantes na ocorréncia da esquizofrenia,
pelo risco de desenvolvimento da doenca aumentar de acordo com 0 grau de parentesco
(GOTTESMAN et al., 1991).

Os avangos na genética humana estdo remodelando a maneira de entendimento da
esquizofrenia, quando testes genéticos apresentam a possibilidade de identificar marcadores
para tolerancia e vulnerabilidade a Clozapina. Estudiosos observaram que, se no inicio do
tratamento de pacientes com esquizofrenia refrataria utilizassem a Clozapina, 0s gastos
publicos com a satde economizariam no minimo U$ 290 milhdes em 95% das simulacdes
(GOREN et al., 2016).

Evidéncias indicam que o sistema serotoninérgico poderia estar associado ao
desenvolvimento da EQZ. Essas evidéncias iniciaram quando foi observada uma relagéo entre
0s sintomas psicoticos e o dietilamida do &cido lisérgico (LSD). O neurotransmissor de
serotonina esta envolvido em diversas fungdes, como motora, sensorial e cortical. A hipdtese
serotoninérgica é baseada no fato de que o aumento de serotonina poderia estar envolvido com
a EQZ, a partir da qual os genes receptores de serotonina que controlam sua liberacéo nas vias
neuronais comecaram a ser estudados (FANOUS et al., 2009).

Considerando todas as informac@es e problematica exposta anteriormente, propde—se
verificar possiveis associaces dos polimorfismos rs6305, rs6311 e rs6314 localizados no gene
de serotonina 5SHT2A e a ocorréncia de esquizofrenia refrataria e esquizofrenia geral. Esse gene
é considerado um dos principais alvos de antipsicéticos como a clozapina, justificando entdo
sua escolha para o estudo.

Este estudo representa um dos poucos que buscou avaliar esses trés polimorfismos
genéticos com a ocorréncia da esquizofrenia refrataria e da esquizofrenia geral no Brasil. Além
disso, estudos de outros polimorfismos, em diferentes genes relacionados ao transtorno,
também, sdo escassos no pais. Torna—se necessario portanto, o avango de estudos cientificos
neste &mbito para que, assim, contribuam para o entendimento da etiologia dessa doenca.

O atual estudo pode subsidiar novas pesquisas a identificagdo da provavel causa da
resisténcia ao tratamento da EQZ. Assim, poderé verificar se as ocorréncias de polimorfismos
nesse gene podem prejudicar a efetividade de acdes dos antipsicoticos no tratamento. Assim
sendo, serda possivel impactar futuramente as politicas publicas no desenvolvimento de

estratégias que irdo atuar na diminuigdo do agravamento dos casos existentes, aprimoramento
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de medicacg0es antipsicéticas, prevencdo do sofrimento causado pela doenca e 0s custos com o
tratamento gerados aos pacientes, familiares e aos servicos de salde.
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20BJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Investigar a prevaléncia dos polimorfismos rs6305, rs6311, rs6314 no gene SHT2A e

associagOes com a ocorréncia da esquizofrenia refratéria.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estimar a prevaléncia dos polimorfismos genéticos rs6305, rs6311, rs6314, em
pacientes com esquizofrenia refrataria, pacientes com esquizofrenia geral e pessoas
que ndo possuem nenhum diagndstico de transtorno mental,

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

c) Verificar se had 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

A Esquizofrenia (EQZ) afeta 1% da populagdo mundial (FRANKE et al., 2016).
Pesquisas epidemioldgicas indicam que a EQZ ocorre mundialmente com uma prevaléncia de
1,4 a 4,6 para cada 1000 habitantes e uma incidéncia de 0,16 a 0,42 para cada 1000 habitantes
(JABLENSKY, 2000). No Brasil, surge 75.000 novos casos de EQZ por ano, representando 50
casos para cada 100.000 habitantes (OLIVEIRA et al., 2012).

Uma revisao sistematica, baseada em 50 estudos de resultados, relatou que a propor¢édo
média de pessoas com EQZ que preenchiam os critérios de recuperacao clinica e social era de
apenas 13,5% (JAASKELAINEN et al., 2013). Em um estudo transcultural IPSS (International
Pilot Study of Schizophrenia), envolvendo nove paises, observaram que a propor¢do de
pacientes com EQZ, que obtiveram melhora no progndstico da doenca, foi significativamente
maior em paises em desenvolvimento quando comparados com paises desenvolvidos (LEFF et
al., 1992). Outros estudos internacionais demonstraram que pessoas que apresentam EQZ sdo
até 13 vezes mais propensas a cometer suicidio. No Brasil, no ano de 2013, havia,
aproximadamente, 809.660 pessoas portadoras de EQZ e 1.100 casos de suicidios estavam
associados ao transtorno (LIMA; SILVA; BATISTA, 2017; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE - OMS, 2019).

O inicio do transtorno € mais precoce em homens (média de 25 anos) quando
comparados com mulheres (média de 30 anos). Porém, o inicio € mais precoce em ambos 0s
sexos quando apresentam historico familiar de EQZ (MARI; LEITAO, 2000). Diversos estudos
apontaram que o risco para EQZ era maior em homens quando comparado com as mulheres
(ALEMAN et al., 2003; McGRATH et al., 2004; SANTANA, 1982). As mulheres apresentam
um curso mais brando da EQZ, apresentando, assim, um melhor prognostico e uma melhor
possibilidade de adaptaco social (MARI; LEITAO, 2000).

Estima—se que metade dos pacientes portadores de esquizofrenia realiza uso abusivo de
substancias licitas e ilicitas, como: maconha, alcool, estimulantes, tabaco, alucindgenos, cafeina
e medicamentos antiparkinsonianos (ARARIPE NETO et al.,, 2007; WEINBERGER,;
HARRISON, 2011). Segundo Volkow, 45,3% dos pacientes com esquizofrenia apresentam
dependéncia de nicotina, 43,1-65% de alcool e 50,8% de maconha (VOLKOW, 2009). No
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Brasil, em um Centro de Atencgdo Psicossocial 111, no municipio de Divinopolis — MG — foi
observada uma frequéncia de 35,6% dos pacientes com EQZ para o abuso de alcool e 29,5%
para o0 abuso de canabioides (SILVEIRA et al., 2014). O excesso de drogas e outras substancias
compromete o progndstico do paciente, prejudicando o convivio social, a ndo adesdo ao
tratamento, falha terapéutica e maior taxa de hospitalizacdo (ARARIPE NETO et al., 2007;
WEINBERGER; HARRISON, 2011).

Evidéncias indicam que apenas 15% dos pacientes de EQZ estdo empregados e apenas
11% sdo casados, situacdo que tem sido atribuida a baixa efetividade do tratamento nos
sintomas negativos e cognitivos (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2011,
LIEBERMAN et al., 2005). O custo mundial da esquizofrenia, somando-se 0s prejuizos na
capacidade produtiva dos pacientes e 0s custos em tratamento, foi estimado em 62,7 bilhdes de
ddlares anuais, em 2002, sendo que, aproximadamente, um terco desse valor refere—se aos
gastos diretos com servicos de saiude (WU et al., 2005). No Brasil, a EQZ é o transtorno
responsavel pelo maior nimero de internagdes. Em 2013, o Sistema Unico de Saude (SUS)
gastou R$1,07 bilhdo com o tratamento de recidiva, com uma média de R$12.108,00 por
paciente. Entretanto, nos ultimos anos, observou-se um aumento de 5% na utilizacdo de
antipsicoticos de acdo prolongada, representando uma economia de R$0,3 milhdo ao ano
(LIMA; SILVA; BATISTA, 2017).

3.1.2 Concepcoes

A esquizofrenia é definida por anormalidades, em um ou mais dos cinco dominios:
delirios, alucinages, discurso desorganizado, comportamento motor desorganizado ou anormal
e sintomas negativos (APA, 2014). Essas alteragbes marcam uma ruptura no
neurodesenvolvimento manifestadas por um episodio psicotico primario no final da
adolescéncia ou inicio da idade adulta. A maioria dos pacientes com EQZ passa por uma fase
prodrémica, durante a adolescéncia ou inicio da vida adulta, antecedendo o inicio dos sintomas
psicoticos (delirios e alucinacOes). Essa fase é caracterizada pelo desenvolvimento lento e
gradativo de sintomas, como déficit cognitivos e afetivos, isolamento social, falta de prazer e
comprometimento de fungdes sociais (BHJRAJ et al., 2011). As manifestacGes clinicas podem
ocorrer de forma singular a depender de cada individuo e sdo classificadas em grupos de
sintomas positivos, negativos e cognitivos (TANDON et al., 2009).

Os sintomas positivos séo caracterizados por um discernimento de realidade distorcido

ou ndo existente, como alucinagdes, delirios, ilusGes, desorganizacdo do discurso, conduta
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agitada ou desorganizada, desconfianca. As alucinagOes sdo alteracbes da sensopercepgéo
caracterizadas pela percepcdo em coisas inexisténcias sem estar sob o controle do individuo.
Esse sintoma pode manifestar—se por qualquer um dos cinco sentidos (visdo, audicdo, tato,
olfato, paladar). Os delirios sdo convic¢Ges absolutas de certeza, em relacdo a alguma
determinada ideia, ndo sendo possivel uma mudanca de opinido. Entre os principais tipos estdo
os delirios persecutorios, de referéncia, de grandeza, erotomaniacos, niilistas e somaticos. A
desorganizacao do discurso é caracterizada por uma incoeréncia, mudanca de um assunto para
outro repentinamente (descarrilamento) e respostas sem relacdo a alguma com as perguntas
(tangencialidade) (APA, 2014).

Os sintomas negativos abrangem cinco subdominios, sendo eles embotamento afetivo,
alogia, avolicdo, anedonia e isolamento social. O embotamento afetivo € uma reducdo na
intensidade de expressdo emocional e reatividade, seja na entonacdo de fala (prosddia),
expressdo facial, gestual ou movimentos da face. J& a alogia, € definida como uma reduc¢éo na
quantidade de palavras e fala espontanea e perda da fluéncia conversacional. A avolicdo (perda
da vontade) representa déficits no comecgo e manutencao de condutas direcionados a objetivos
especificos, como: estudo, trabalho, atividades cotidianas, principalmente, quando necessitam
de esforco. Diminuic¢do na vontade de se engajar nesses comportamentos, relacionada a apatia
e a falta de energia. Enquanto a anedonia (perda do prazer), a antecipacdo de uma recompensa
ou de outra atividade que provoca prazer (anedonia antecipatoria) € mais marcada e
consistentemente prejudicada que a apreciacdo da experiéncia em si (anedonia consumataria).
O isolamento social é marcado por uma diminui¢do da motivacdo, interesse e apreciacdo de
interacdes sociais com familiares e amigos (KIRKPATRICK et al., 2006; MILLAN et al.,
2014). Segundo alguns pesquisadores, mais de 50% dos pacientes portadores de EQZ que
sofrem de um ou mais sintomas negativos sdo hospitalizados em maior frequéncia e
permanéncias mais longas (SICRAS-MAINAR et al., 2014; PATEL et al., 2015).

Os sintomas cognitivos envolvem déficits cognitivos generalizados, incluindo memaria
de curto prazo diminuida, baixa velocidade de processamento e baixa compreensdo das
situagdes sociais. Esses déficits podem estar presentes desde o inicio da doenga, persistindo ao
longo do tempo e provocando uma grande parte da incapacidade socioocupacional associada
ao distarbio, prejudicando a recuperacdo funcional. Além disso, os sintomas cognitivos ndo
respondem a medicacdo antipsicética, 0 que torna necessario outras abordagens
farmacoldgicas, e essas novas abordagens ndo tiveram sucesso significativo até 0 momento
(GREEN et al., 2000; GREEN; HORAN, 2012; KEEFE et al., 2013)
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Um diagndstico de EQZ ¢é realizado, a partir do exame do estado mental do paciente,
por meio da entrevista e observacdo. Para a avaliagdo de sinais e sintomas especificos do
paciente, seguem-se os critérios definidos pela Organizacdo Mundial de Saude (ONU) e
estabelecidos por protocolos especificos, como a Classificacdo Internacional de Doencgas (CID-
10) e o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM 5). O DSM 5 explana
que os critérios de diagndstico da EQZ precisam incluir a persisténcia de dois ou mais de
sintomas positivos, como, por exemplo, delirios e alucinacédo e sintomas negativos com duragéo
significativa por, pelo menos, um més, sendo a fase ativa da doenca, prolongando por até seis
meses. Além disso, o paciente também precisa exibir um nivel reduzido de funcionamento, em
relacdo ao trabalho, relacionamentos interpessoais ou autocuidado. Devem ser descartados 0s
diagnosticos de transtornos de humor, dependéncia ou abstinéncia de drogas e alcool,

transtornos em razdo de a doenca cerebral organica e intoxicacdo (APA, 2014; BRASIL, 2013).

3.1.3 Etiologia e Fisiopatologia

A esquizofrenia, assim como outros transtornos psiquiatricos, é consequéncia da
influéncia de varios fendtipos, como fatores genéticos, psicologicos e socioambientais. Os
estudos pioneiros, investigando 0s aspectos genéticos, basearam em observacdes que
caracterizavam a hereditariedade da esquizofrenia pela lei mendeliana. Os avangos nas
pesquisas sobre a influéncia genética associada ao desenvolvimento da esquizofrenia
permitiram a descoberta das primeiras evidéncias de suas bases bioldgicas, como a identificacéo
do risco de vulnerabilidade genética com o aumento da chance de ocorréncia da esquizofrenia
em pessoas de acordo com o grau de parentesco (JONES; MURRAY, 1991).

Alguns estudos envolvendo gémeos monozigotos sugerem a ocorréncia de um indice de
hereditariedade estimado em 80% (KELLER et al., 2010), porém essa taxa elevada pode ser
influenciada também por fatores ambientais. Em uma meta—analise constatou-se uma
associacdo de pais acima de 40 anos com a ocorréncia de esquizofrenia, evidenciando
envolvimento de mecanismos epigenéticos (WOHL; GORDWOOQOD, 2007).

Em um estudo publicado em 2014, pesquisadores comprovaram que a esquizofrenia é
uma patologia com elevado risco genético. Eles identificaram 128 associagdes, contendo 108
loci, com elevada importancia genética para a patologia, reforcando a hipdtese de envolvimento
de neurotransmissores em relevancia terapéutica e 83 loci inéditos que forneceram informacoes
novas sobre a etiologia da esquizofrenia (SCHIZOPHRENIA GENOMICS CONSORTIUM,
2014).
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Diversos estudos epidemioldgicos e estudos genéticos recentes de mapeamento de
associacles sugerem que as interagdes genéticas e genéticas ambientais sdo responsaveis por
mais de 80% da suscetibilidade no desenvolvimento de esquizofrenia (GEJMAN et al., 2011;
MCcGRATH et al., 2013; SULLIVAN et al., 2003). Esses estudos foram acelerados pela ampla
aplicagdo em estudos de associagao genomica (O’ DONOVAN et al., 2008; PURCELL et al.,
2009; SHI et al., 2009; STEFANSSON et al., 2009).

Os fatores de risco ambientais e genéticos podem influenciar, em longo prazo, os
processos de maturacdo cerebral no periodo gestacional, favorecendo o desenvolvimento da
esquizofrenia. As alteragcdes no neurodesenvolvimento precoce e na adolescéncia podem causar
danos graves, nas fases principais da maturacao, incluindo a proliferacdo de célula progenitora,
arborizacdo dendritica e migracdo neuronal. Essa acumulacdo pode provocar alteracdes em
projecdes dopaminérgicas, maturacdo de interneurbnios e na densidade sinaptica
glutamatérgica (OWEN et al., 2016).

Fatores ambientais e sociais podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da esquizofrenia, principalmente, em individuos vulneraveis ao transtorno.
Entre os estressores ambientais incluem: etnia pequena, trauma na infancia e morar em area
urbana. Ja em relagdo aos estressores socioecondmicos, estdo a discriminacdo e problemas
econdmicos que podem favorecer os individuos a desenvolver pensamento paranoico
(LAVRETSKY, 2008).

Estudos psicofarmacologicos demonstraram que 0S neurotransmissores dopamina,
glutamato e serotonina poderiam estar envolvidos na fisiopatologia da EQZ (JAVIT; ZUKIN,
1991; KANE et al., 1988). Durante muitos anos, acreditou—se que a EQZ poderia ser explicada
como resultado de uma alteracdo na funcdo dopaminérgica cerebral (CARLSSON et al., 1978;
MELTZER; STAHL, 1976; REYNOLDS, 1983; SEEMAN et al., 1976). Essa hipotese era
fundamentada pela eficdcia da acdo dos antipsicOticos antagonizando os receptores de
dopamina. Porém essa eficiéncia mostrou—se apenas parcial, ndo englobando os outros sintomas
presentes no transtorno (CARLSSON et al., 1978; JOHNSTONE et al., 1978; REYNOLDS,
1983). Posteriormente, com o desenvolvimento de novas classes de antipsicoticos que atuavam
tanto em receptores de dopamina quanto no de serotonina, estudos psicofarmacoldgicos atuais
buscaram entender o envolvimento de outros importantes neurotransmissores na fisiopatologia,
como a serotonina (PATEL et al., 2014).

3.1.4 Hipotese Serotoninérgica
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A hipotese serotoninérgica foi proposta, em 1950, sugerida pelos efeitos da dietilamida
do &cido lisérgico (LSD) que é um composto semelhante quimicamente a serotonina. Porém as
evidéncias da dopaminérgica fizeram com que a de serotonina fosse deixada de lado até o final
da do ano 1980. A partir do surgimento dos antipsicoticos atipicos, retornaram essa teoria, ao
se observar que a medicacdo apresentava maior afinidade pelos receptores de serotonina,
quando comparada aos de dopamina. O LSD ocupa sitios nos receptores serotoninérgicos,
provocando alucinacBes e disturbios sensoriais parecidos ao de uma crise aguda de
esquizofrenia, reforcando entdo essa hipotese (IGBAL; VAN PRAAG, 1995).

A serotonina (5Hidroxitriptamina— 5HT) € um importante neurotransmissor relacionado
a processos fisiologicos, como apetite, sono, termorregulacdo, percepcdo da dor, secrecdo
hormonal e comportamento sexual. A hipdtese da serotonina propde que esse neurotransmissor
tenha um papel importante na etiologia da esquizofrenia, ja que receptores de serotonina estdo
envolvidos nas propriedades psicomiméticas e psicotogénicas de alucindgenos e na acdo de
antipsicotico. Ha sugestdes de que a funcdo tropica da serotonina no neurodesenvolvimento
possa estar alterado. A serotonina € formada, a partir do aminoéacido triptofano pela enzima
triptofano hidroxilase (TPH 1 e TPH2) que ira converter o triptofano em 5-hidroxitriptofano.
Posteriormente, a L—aminoacido aromético descaboxilase converterd o 5SHT em serotonina.
Como outros neurotransmissores, 5HT € liberado na juncéo sinaptica e exerce seu efeito sobre
receptores especificos na membrana pos—sinaptica (MIYAMOTO et al., 2003; SPARKES et
al., 1991).
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Figura 1 — Sintese de serotonina e regulacdo pré-sinéptica da
neurotransmissao de serotonina
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Fonte: Golan et al. (2012).

3.1.5 Receptores Serotoninérgicos

Diversos estudos investigando os receptores 5-HT conhecidos estdo envolvidos na acéo
da serotonina. Entre os receptores 5-HT, o receptor 5-HT do subtipo 2A é altamente expresso
no neocédrtex, na regido limbica e nos ganglios da base e tem sido focado, como um dos
principais alvos de antipsicoticos atipicos, como a olanzapina e clozapina, por estudos de

afinidade e ligacdo de receptores (MITA et al., 1986).

Figura 2 — Representacdo esquematica dos
transportadores e receptores envolvidos na transmisséo
de estimulos neuronais na via serotoninérgica
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3.1.6 Tratamento

A assisténcia em satde mental no Brasil tem se modificado ao longo de 42 anos de
enfrentamento. No ano de 1978 ocorreu o inicio do movimento social pelos direitos dos
pacientes psiquiatricos no Brasil. O Movimento dos Trabalhadores em Saide Mental, com
inicio também nesse ano, destacou-se como um movimento formado por trabalhadores
integrantes do movimento sanitario, associacdo de familiares sindicalistas, membros de
associacOes de profissionais e pessoas com longo histérico de internaces psiquiatricas que
denunciaram as violéncias ocorridas nos manicémios, criticaram o modelo hospitalocéntrico de
assisténcia aos pacientes com transtornos mentais e questionaram a estigmatizagao e isolamento
social, com um entendimento de que os pacientes, como sujeitos de direitos, precisam ser
respeitados como seres humanos (BRASIL, 2005).

A partir disso, surgiram as primeiras propostas e agdes para modificacdes da assisténcia
a saude. Conquistas importantes ocorreram, como a reorientacdo da assisténcia psiquiatrica
hospitalar a assisténcia psiquiatrica comunitaria, como, por exemplo, o surgimento, em 1987,
do Centro de Atencao Psicossocial (CAPS) primeiramente na cidade de Sdo Paulo. No ano de
1992, baseado no Projeto de Lei do deputado Paulo Delgado de Minas Gerais, conseguiu—se
aprovar, em Vvarios estados brasileiros, o Projeto de Lei no Congresso Nacional, propondo a
regulamentacédo dos direitos dos pacientes com transtornos mentais e eliminacéo gradativa dos
manicomios. Com a qualificacdo de praticas de salde mental, entdo, o tratamento, em casos de
crise psiquiatrica, comecgou a ser realizado, em primeiro lugar, pelos CAPS. Em casos mais
graves, com necessidade de internacdo, os hospitais gerais e/ou servigos hospitalares de
referéncia a transtornos mentais realizaram esses acolhimentos (OLIVEIRA, 2012). Ocorreu
entdo uma substituicdo de tratamentos centrados em internagéo hospitalar, para um modelo com
foco em cuidado clinico diario, multiprofissional, promovendo a reabilitacdo clinica e social
dos pacientes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE — OMS, 2001).

A esquizofrenia, no contexto atual, é frequentemente tratada com administracdo de
psicofarmacos, psicoterapia e modifica¢fes sociais. O tratamento farmacoldgico passou por
diversas alteracOes, nas ultimas décadas, sendo primitivamente utilizadas substancias, como
cocaina (BECKER, 1921), manganés (REED, 1929), 6leo de castor (INGHAM, 1930) e
injecOes de Oleo sulfarico para a inducgéo de febres (CROCE, 1932; LEHMANN, 1993). Outras
condutas de destaque compreendiam a terapia do sono e 0 coma induzido por insulina (BAN,
2001).
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O primeiro tratamento amplamente utilizado com uma relevante aceitabilidade foi o
antipsicotico clorpromazina, em 1952, na Europa (BAN, 2001). Em seguida, em 1959, uma
nova classe de medicamentos denominados butirofenonas, tendo como substancia base o
haloperidol (JANSSEN, 1996), ganhou destaque no tratamento. Essas medicacdes foram
inicialmente chamadas de neurolépticas, cuja denominacdo era em virtude dos efeitos
extrapiramidais, hoje sdo mais comuns conhecidos como antipsicéticos de primeira gerag¢do ou
tipicos (KAPUR; REMINGTON, 2001). Os antipsicéticos apresentam acdo de antagonizar 0s
receptores de dopamina D2, nos quais 0 mecanismo de acdo € a inibicdo da enzima adenilato
ciclase, bloqueando o efeito da dopamina enddgena e diminuindo os sintomas positivos
(GOLAN et al., 2009).

Apesar dos avancos com o desenvolvimento dos antipsicoticos de primeira geracéo,
observaram-se diversos efeitos colaterais nos pacientes, como discinesia tardia e menores
efeitos terapéuticos em sintomas negativos e cognitivos. Assim, a partir de 1971,
desenvolveram os primeiros antipsicéticos atipicos ou de segunda geracdo, como a Clozapina
(PARK et al., 2014). Esses medicamentos evidenciam vantagens por terem um espectro de
atuacao mais elevado, em especial, nos sintomas negativos, cognitivos e relacionados ao humor.
Além disso, apresentam maior seguranca em relacdo as manifestacGes de efeitos colaterais
motores agudos e de longa duracdo (BOTLENDER et al., 2000; KAPUR; REMINGTON, 2001,
MELTZER, 2004; TANDON; CARPENTER; DAVIS, 2007). A prescricdo desses
antipsicoticos atipicos sdo priorizados em casos de refratariedade da esquizofrenia, quando os
pacientes ndo respondem a dois ou mais antipsicéticos de primeira geracdo, conforme
representado na Figura 3 (SAMARA et al., 2019).

Os medicamentos antipsicoticos padronizados e oferecidos, gratuitamente, desde 2013,
pelo Ministério da Saude ao tratamento de EQZ sdo: clorpromazina, risperidona, haloperidol,
ziprasidona, olanzapina, clozapina e quetiapina (BRASIL, 2013). Segundo o protocolo de
tratamento, esses antipsicoticos apresentam eficacia comparavel, com excecao da clozapina que
é utilizada somente em casos refratarios aos outros medicamentos. Existem duvidas, entretanto
relacionadas a essa semelhanca (ALVAREZ, 2012; BRASIL, 2013).

Apesar da utilizacdo farmacoldgica ser a base do tratamento da EQZ, observa—se que 0s
sintomas residuais podem persistir. Por esse motivo, é necessario que 0 tratamento néo
farmacoldgico, como psicoterapia, aconteca para auxiliar o paciente (DICKERSON;
LEHMAN, 2011). As abordagens psicoterapéuticas podem ser individuais, em grupo e
cognitivo—comportamental, contribuindo nos tratamentos, ajudando na adesdo ao tratamento

medicamentoso, visto que a ndo adesdo varia de 37% a 74% dependendo do relatorio
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(MORKEN et al., 2008). Um ensaio clinico multicéntrico randomizado, comparando o
tratamento medicamentoso da EQZ com o tratamento multiprofissional, mostrou que a
utilizacdo de equipes de saude com abordagem mais abrangente pode melhorar a condicédo

clinica e social dos pacientes (KANE et al., 2015).

Figura 3 — Algoritmo para o tratamento da esquizofrenia
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Manutengao I Responde | Mao respondea/tolera
Combinacao de drogas:
AP+ Litio
:I . [ D AP+ t arbamazepina
- g AP+ AC, Valprioico
AP+ Combinagies nao-usuais
Legenda: AP= antipsicético; ECT= eletroconvulsoterapia; AP= antipsicético; ECT=

eletroconvulsoterapia.
Fonte: Brasil (2002).

3.1.7 Esquizofrenia Refratéria e Clozapina

A utilizagdo da clozapina ao tratamento de esquizofrenia teve inicio, em 1960, mas pela
descoberta que agranulocitose provocada pela medicacdo levava & morte de pacientes, foi
suspensa na maior parte do mundo ocidental em 1975. Logo depois, retornou ao tratamento
apos observarem seus beneficios em pacientes refratarios ao tratamento com outras medicacoes
(ASENJO-LOBOS et al., 2010; ESSALI et al., 2009). A clozapina foi primeiramente produzida
pela industria Sandoz em 1959, e o primeiro antipsicético de segunda geragdo a ser utilizado
nos Estados Unidos na década de 1989. No Brasil, foi langada comercialmente em 1992.
Observou—se uma superioridade na eficacia, em comparagdo com 0s antipsicéticos de primeira

geracdo, impulsionando o desenvolvimento de outros medicamentos da mesma classe
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(BRASIL, 2013; NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR MENTAL HEALTH,
2014).

A primeira experiéncia de normatizar critérios de refratariedade para a esquizofrenia foi
realizada, em 1988, por Kane e colaboradores, ao compararem a eficiéncia terapéutica entre a
Clorpromazina e a Clozapina. Seguindo o referencial do DSM, os pacientes foram selecionados,
tendo todos realizado tratamento farmacoldgico previamente com neurolépticos, no periodo de
cinco anos, sem resposta satisfatdria na diminuicdo dos sintomas psicoticos tipicos. Observou—
se maior eficacia da Clozapina, quando comparada com a Clorpromazina, em todos os aspectos
da sintomatologia da EQZ (KANE et al., 1988).

A clozapina, um derivado sintético da dibenzo—diazepina, liga—se a varios receptores do
sistema nervoso central e exibe um perfil farmacoldgico singular. Essa medicacdo € um
antagonista de serotonina, com forte ligacdo ao subtipo de receptor SHT 2A/2C, exibe intensa
afinidade com varios receptores dopaminérgicos, mas mostra—se apenas um antagonismo fraco
no receptor D2 de dopamina, um receptor geralmente pensado para modular a atividade
neuroléptica (GARAY et al., 2016). Sua utilizacdo esta associada a menor incidéncia de efeitos
extrapiramidais, porém pode causar efeitos colaterais, como: agranulocitose, elevacbes de
aminotransferase e, em casos raros, lesdo hepética aguda clinicamente aparente. Isso requer a
descontinuacdo imediata da terapia e monitoramento durante o tratamento. Sua indicagdo é
guardada, em sua maioria, para pacientes refratarios e a pacientes com alto risco de suicidio
(FITTON; HELL, 1990; JANN et al., 1993; SMPC CLOZAPINE, 2019).

Para iniciar o tratamento com a clozapina, o SUS padronizou duas op¢6es: comprimidos
orais de 25 mg e 100mg. Recomenda-se iniciar o tratamento com 12,5 mg pela noite e
progressivamente aumentar a dose em 25mg a cada um a dois dias até alcancar o intervalo de
300 a 400mg/dia. Ndo apresentando melhora, ap6s 30 dias de tratamento, pode aumentar a dose
em 50mg por dia a cada trés a quatro dias até o maximo de 800mg/dia. Para uma melhor
tolerancia do medicamento , as doses superiores a 400mg poderao ser fracionadas. Os pacientes
em tratamento precisam apresentar hemogramas mensais para a realizagdo de um controle dos
efeitos colaterais (BRASIL, 2013).

3.1.8 Farmacogenbémica, Farmacogenética e Esquizofrenia Refrataria

O termo farmacogendmica foi determinado, em 1990, com o surgimento do Projeto
Genoma Humano e o desenvolvimento das ciéncias do genoma (RISCH, 2000). A

farmacogenémica é um ramo da ciéncia que analisa como toda a composicado genética de um
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individuo pode influenciar suas respostas ao tratamento medicamentoso pelo controle da
farmacocinética e farmacodindmica das medicacbes. A farmacogenética dentro da
farmacodinamica vai verificar a acdo de um gene especifico ou um conjunto de genes e sua
repercussao no tratamento. Esses estudos contribuem para um esclarecimento de doencas
especificas, bem como questdes relacionadas a eficacia e ndo adesdo a antipsicoticos, duragcdo
de tratamento com beneficios precoces de resposta e maior efeito da clozapina (LALLY et al.,
2016).

Os primeiros estudos com abordagens farmacogenéticas analisaram grupos de genes que
pareciam envolvidos com o distUrbio especifico, sendo denominados genes candidatos. A partir
disso, pesquisas em pacientes com esquizofrenia refrataria analisaram os efeitos de variacoes
nos genes responsaveis pelos efeitos adversos, metabolismo e efetividade da clozapina. Em uma
revisao de literatura, identificaram 59 estudos farmacogenéticos, contendo a identificacdo de
14 polimorfismos em nove genes. Entre os achados, verificaram genes de serotonina
relacionados a resposta a clozapina, reforcando a hipdtese da modulacdo serotoninérgica
envolvida no desenvolvimento da esquizofrenia, porém esses estudos ndo foram
consistentemente replicados (GRESSIER et al., 2016).

Observa-se que nenhum polimorfismo isolado é capaz de predizer a resposta a
clozapina, mas, quando associada a outros polimorfismos em varios genes, essa resposta pode
ser possivel. Pensando nisso, um estudo de referéncia, realizado por Arranz, em 2000,
desenvolveu um teste combinando seis polimorfismos diferentes nos genes relacionados aos
receptores de neurotreansmissores. Os achados resultaram em 77% de sucesso na previsdo da
resposta a clozapina. Esse estudo foi a primeira demonstracdo de que a farmacogenémica
poderia ser usada, para melhorar os tratamentos psiquiatricos, e esse teste foi posteriormente
comercializado (ARRANZ; MUNRO; BIRKETT, 2000). No entanto essa descoberta foi pouco
replicada, e o teste foi retirado do mercado (SCHUMACHER et al., 2000).

Apesar dos avangos nos campos da farmacogendmica, observa—se que varios fatores
contribuem para a dificuldade de implantacdo de testes genéticos. A esquizofrenia é um
transtorno heterogéneo, caracterizado por uma variabilidade em sua clinica, em que torna o
fendtipo desafiador para uma avaliagdo com convicgdo. Ainda que a esquizofrenia refrataria
possa reproduzir um tipo distinto e mais uniforme da esquizofrenia, € possivel que a diversidade
restante continue a dificultar os sinais genéticos verdadeiros. E necessario, contudo que novas
pesquisas ocorram para aumentar o entendimento da influéncia genética no desenvolvimento
da EQZ (HOWES; KAPUR, 2014).
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3.2GENETICA DA ESQUIZOFRENIA

As pesquisas cientificas em genética, relacionando a esquizofrenia, iniciaram em 1916.
A ocorréncia da esquizofrenia em populagfes traz a tona a questdo da natureza genética do
transtorno. Kraepelin observou, em suas primeiras descricdes, que um forte componente
herdado para o processo do transtorno estaria presente (DELISI, 1997). Em um estudo
transcultural, ocorrido em 1992, concluiu que a esquizofrenia aparece com incidéncia
semelhante em diferentes paises e apresenta caracteristicas clinicas que sdo mais marcantes em
razdo de suas similaridades com as populacGes que por suas diferencas. Por essa generalizacao,
parece que 0 componente genético, para a esquizofrenia, seria mais forte que o ambiental
(LIEBERMAN et al., 1992).

Os estudos atuais que investigam a carga genética da EQZ sdo divididos em duas
abordagens: estudos genético-moleculares e genético—epidemioldgicos. Com base nas
indicacbes provenientes dos estudos genético—epidemioldgicos, as pesquisas genéticas
moleculares buscam identificar os genes envolvidos na etiologia da EQZ e quais papéis
representam nesse processo, para que, assim, os tratamentos existentes possam avangar em suas

efetividades.
3.3ESTUDOS GENETICO-EPIDEMIOLOGICOS

3.3.1 Estudos de familias

Em meados do século XIX, iniciaram-se os estudos relacionando a esquizofrenia com
determinadas familias. O psiquiatra Rudin, na Alemanha em 1916, conduziu o estudo pioneiro,
para verificar a hipétese de influéncia do componente genético no desenvolvimento da
esquizofrenia, seguido de diversos outros estudos, confirmando maior ocorréncia de EQZ em
determinadas familias. Com a identificacdo de problemas em suas metodologias, como a
inexisténcia de parametros claros ao diagnostico pelo embasamento em relatos diagndsticos
familiares, as pesquisas comecaram a incluir grupo—controle, abordagem cega para 0s
entrevistados e critérios diagnosticos, como o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais. Apesar disso, os resultados continuaram parecidos com os estudos pioneiros. As
pesquisas identificaram que os individuos que apresentam predisposicdo familiar, para

desenvolver a doenca, possuem diversas alteracdes estruturais no cérebro, como ventriculos
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aumentados e tamanho do cérebro diminuido (STEFAN et al., 2002; VALLADA FILHO;
GARDNER, 2000).

Em uma andlise desenvolvida por Zerbin—Rudin, em 1967, identificou—se que os filhos
de pacientes com esquizofrenia apresentavam o risco de desenvolverem a doenca 15 vezes
maior que a populacdo geral. Em relagdo aos parentes e irmdos, era 8,2% e 8,5%,
respectivamente, isto €, 10 vezes maior. Ja para os tios, sobrinhos e netos, encontraram 2%,
2,2% e 2,8%, respectivamente (TSUANG; VANDERMEY, 1980). Uma revisdo conduzida por
Gottesmann, em 1991, elencou 40 estudos genéticos de familias entre os anos 1920 e 1987, na
Europa e calculou o risco de desenvolver esquizofrenia em parentes dos pacientes. Observou—
se que quanto mais préximo o grau de parentesco, maior era o risco médio. Por exemplo, em
gémeos monozigdticos de pacientes com EQZ, o risco de ocorrer esse transtorno era de 50%,
jaem primos e netos, o risco era préximo da populacao geral (GOTTESMANN, 1991).

Posteriormente, Kendler e Gardner (1997) elaboraram uma meta—analise incluindo trés
grandes estudos de familia, constatando uma forte agregacdo a esquizofrenia. 1sso contribuiu
para a confirmacao de trabalhos anteriores, 0s quais mostraram que o risco de apresentar EQZ,
em familiares de primeiro grau, era 10 vezes maior que o risco em familiares—controle
(KENDLER; GARDNER, 1997).

Estudos de familia e adogdo mostram que o risco de desenvolver esquizofrenia tem uma
grande contribuicdo genética de até 80%. Nos Gltimos anos, pesquisas de associa¢do, em larga
escala, em todo o genoma, identificaram mais de 100 genes que podem contribuir para a
fisiopatologia da EQZ (SCHIZOPHRENIA WORKING GROUP OF THE PSYCHIATRIC
GENOMICS CONSORTIUM, 2014).

3.3.2 Estudos em gémeos

Alguns estudos demonstraram o risco de gémeos desenvolverem esquizofrenia e, em
relacdo a gémeos monozigoticos, o risco de um gémeo apresentar o transtorno é de 48% se o
outro ja apresentar a doenca. A observacdo da penetrancia parcial indica que os fatores
ambientais podem estar envolvidos no desenvolvimento da patologia. Em relacdo a gémeos
dizigéticos, o risco encontrado foi de 12% a 14%. Se ambos 0s pais apresentarem esquizofrenia,
o risco de gerar um filho com EQZ é de aproximadamente 40% (McDONALD; MURPHY,
2003).

Outras pesquisas, analisando criangas adotadas, ocorreram para determinar se o risco de

EQZ é proveniente dos pais biologicos ou do ambiente em que a crianca é criada. Elas
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mostraram que as mudancas no ambiente tendem a ndo afetar o risco de desenvolver EQZ em
criangas nascidas de pais bioldgicos com a doenga (BECK et al., 2009; JENTSCH; ROTH,
1999). Uma base genética para o transtorno é apoiada ainda por descobertas de que irmdos com
EQZ geralmente experimentam o inicio do disturbio na mesma idade (CRISMON et al., 2014).

Os estudos mostraram, sistematicamente, a presenca de uma associacdo genética na
etiologia da esquizofrenia, por meio da presencga de maior risco de incidéncia entre familiares
de pacientes com a doenca. Essa constatacdo deve-se, em sua maioria, ao elemento genético
(GOTTESMAN; SHIELDS, 1976). Os modelos monogénicos foram rejeitados, apds analises
criteriosas de segregacdo, confirmando a hipdtese poligénica. A esquizofrenia apresenta um
padrdo de transmissdo complexo, como tem demonstrado diversos estudos de base genéticos

repetindo padrdes de outras patologias.

3.4ESTUDOS GENETICO-MOLECULARES

A partir de 1980, estudos genético-moleculares tém buscado genes de vulnerabilidade
para o desenvolvimento da esquizofrenia. Essas pesquisas baseiam-se na ligacdo genética que
pode ser entendida como duas regiGes génicas ou loci, localizadas no cromossomo, as quais
tendem a ser herdadas juntamente. Nessas investigacdes, utilizaram entdo marcadores
moleculares de determinadas regides cromossdmicas. Como consequéncia, ocorreu uma
sinalizagdo de regiGes que apresentam genes relacionados ao transtorno. Diversos estudos
descreveram regifes cromossdmicas que poderiam abrigar genes associados a esquizofrenia,
sendo que mais de dez locus de cromossomos diferentes ja foram relacionados a doenca
(MIRNICS et al., 2001; SHERRINGTON et al., 1988).

Os estudos de associacdo sdo marcados por uma hipétese levantada de algum gene que
possa ter algum envolvimento na etiologia de um transtorno, a partir do qual ira verificar a
frequéncia de um polimorfismo (variacdo génica). Diante disso, serd avaliado se apresenta
diferenca significativa entre um grupo de pessoas que apresenta a doenca e outro grupo
saudavel. A relevancia desses estudos, em transtornos poligénicos e multifatoriais, como a
esquizofrenia, esta em favorecer a descoberta de genes que atuam no seu desenvolvimento, para
que assim sejam desenvolvidas estratégias de aprimoramento nos tratamentos (NORTON;
OWEN, 2004).

Diversos polimorfismos, presentes nos genes dos neurotransmissores, ganharam
destaque nos estudos de associacdo nos ultimos anos. Com o desenvolvimento dos

antipsicoticos tipicos, 0s genes que codificam o sistema dopaminérgico estimaram o interesse,
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para os estudos moleculares em pacientes portadores de esquizofrenia, pois antagonistas
dopaminérgicos melhoram os sintomas dessa patologia, e agonistas agravam esses mesmos
sintomas. No entanto, com a descoberta dos antipsicoticos de segunda geracdo, os genes do

sistema serotoninérgico comecaram a ser investigados.

3.4.1 Gene 5SHT2A

O gene 5-HT2A foi mapeado, em 1991, no cromossomo 13qg14.2, conhecido como uma
regido cromossdmica promissora e que poderia conter genes candidatos a esquizofrenia por
meio de alguns estudos de ligacdo. Uma meta—analise de varreduras de ligacdo de genoma
inteiro confirmou a ligacdo entre a esquizofrenia e marcadores no braco longo desse
cromossomo 13.0 gene 5-HT2A consiste em 3 éxons separados por 2 introns e se estende por
mais de 20 kb .O 5-HT2A esté acoplado a proteina G (GPCR), na qual sua ativacdo leva a
estimulagdo da enzima fosfolipase C e a subsequente hidrolise dos fosfoinositideos da
membrana, com a sintese dos segundos mensageiros, trifosfato de inositol e diacilglicerol
(SPARKES et al., 1991).

3.5SNP RS6305

O polimorfismo também conhecido como C516T ocorre uma troca de bases de citocina
(C) para timina (T) no exon 2. Ele ndo modifica a sequéncia dos aminoécidos, ndo tendo
influéncia na proteina do receptor (WARREN et al., 1993). Ainda sdo escassos estudos
investigando a associacdo com o desenvolvimento da EQZ, porém uma pesquisa recente
identificou uma associacdo desse polimorfismo com a resisténcia ao tratamento com
antipsicoticos mais frequentemente associados a ndo resposta ao tratamento (KAUR et al.,
2017).
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Figura 4 — Representacdo do polimorfismo rs6305 no gene SHT2A.
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3.5.1 SNP rs6314

O polimorfismo rs6314 codifica uma histidina basica (His) para uma tirosina (Tyr) com
a substituicdo do aminoacido na posicao 452. Essa substituicdo na posi¢ao 452 ocorre, no meio
intracelular da cauda carboxil-terminal do receptor HTR2A, podendo acarretar alteracfes na
funcédo do receptor e em estrutura terciaria. A forma Tyr, que é por causa de um alelo mutato
T, pode existir em um estado parcialmente dessensibilizado em comparacdo com a forma dele
original. Essa forma foi encontrada associada com menor amplitude de pico na mobilizacao
Ca2+ (OZAKI et al.,, 1997). Além disso, parece também enfraquecer a capacidade de
dimerizacdo entre HTR2A e DRD2, que geralmente formam um complexo in vivo, em
compara¢do com o tipo mutado. Curiosamente, clozapina é capaz de equilibrar esse defeito pela
variante Tyr aumentando a forca da dimerizagdo na forma mutada (GRESSIER et al., 2016;
HARVEY et al., 2003; LUKASIEWICZ et al., 2011).

Figura 5 — Representacdo do polimorfismo rs6314 no gene 5SHT2A
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Fonte: National Center for Biotechnology Information, National Library of Medicine (2020).

3.5.2 SNP rs6311

O polimorfismo rs6311, também conhecido como —1438G/A, é uma substituicdo do
nucleotideo guanina (G) por uma adenina (A) na posi¢cdo —1438 da regido promotora do gene

5HT2A. Esse polimorfismo foi relacionado a modulagéo da atividade promotora desse gene em
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transtornos psiquiatricos (PARSONS et al., 2004). Cinco estudos investigaram associacdo entre
esse polimorfismo e a resposta a clozapina, com resultados controversos. Alguns pesquisadores
encontraram em dois estudos que homozigotos GG tiveram menor resposta a clozapina (Arranz
et al., 2000b, 1998a), enquanto outros estudos ndo encontraram nenhuma associacao (LEE et
al., 2012; MASELLIS et al., 1998; SCHUMACHER et al., 2000).

Figura 6 — Representacdo do polimorfismo rs6311 no gene
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relda7azans W C/E/T relEGl41EE B BT rsE31 O/ F554E7ER4TA B G/C rslB44266818 B TG
rs1336555216 B R/ rs329369404 [ 6/C rs953922464 B C/T

rsl326345468 W T/C
966173262 B C/T

Fonte NatlonaICenterfor Biotechnology Information, National Library of Medicine (2020)
3.6 ENFERMAGEM, GENETICA E GESTAO DE SERVICOS DE SAUDE

Os avancos provenientes dos estudos relacionados ao genoma proporcionaram
mudancas importantes no processo de entendimento da satde humana e doenca. A enfermagem
atua na area de genética desde 1966, ganhando destaque inicialmente na salde materno—infantil
e comunitaria. Somente em 1980, definiu-se, pela primeira vez no grupo transdisciplinar de
aconselhamento genético, a importancia e o papel da enfermagem geneticista (FEETHAM,;
WILLIAMS, 2004).

Posteriormente, em 1988, ocorreu a fundacdo da Sociedade Internacional dos
Enfermeiros Geneticistas (International Society of Nurses in Genetics — ISONG), composta
inicialmente por oito enfermeiros, cujo principal objetivo era cuidar da saude genética das
populagdes. Atualmente, abrange todos os continentes e conta com 400 membros, atuantes em
diversos setores, como hospitais publicos e privados, academia, satde publica juntamente com
acOes governamentais, neurogenética, genética pré—natal, cancer, psiquiatria, dentre outros
(FEETHAM; WILLIAMS, 2004). Em 1998, a ISONG formulou e conseguiu a aprovagéo do
documento The Scope and Standards of Genetic Clinical Nursing Practive, determinando as
normas e diretrizes, a respeito da pratica de enfermagem, na area de genética humana, em
carater mundial, estabelecendo definicdes e o0s niveis de competéncia para a atuacdo
profissional (AMERICAN NURSES ASSOCIATION, 1998).
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A atuacdo de enfermagem em genética no Brasil é recente. A Sociedade Brasileira de
Enfermagem em Genética (SOBREGEN) foi fundada, em 2017, colaborando com a evolugéo
da enfermagem na area. Essa Sociedade é caracterizada pelo comprometimento com o servico
de assisténcia qualificada, pesquisas, ensino em genética e formacao do enfermeiro com titulo
de especialista, conforme a resolucdo n° 581/2018 do Conselho Federal de Enfermagem
(COFEN).

O cuidado de saude fundamentado na combinacdo do genoma humano e influéncias
ambientais busca a realizacdo de diagndstico, a prevencao e a terapéutica pelo conhecimento
dos genes. O enfermeiro é fundamental nesse processo, por ser o profissional que apresenta
maior carga horéria de trabalho, em contato direto com os pacientes, propiciando a observacéao
de mudancas no quadro clinico e oferecendo informacdes a respeito de diagnosticos. Os
profissionais atuam como conselheiros e educadores na area contribuindo, para ampliar o
conhecimento dos profissionais, em relacdo aos aspectos bioldgicos e psicossociais do processo
salide—doenca, transformando o modo de assisténcia a popula¢do. (FEETHAM; WILLIAMS,
2004; JENKINS; LEA, 2005).

A realizacdo de rastreamento genético de populacdes, nos campos das doencas
psiquiatricas, realizado por enfermeiros, é uma area pouco explorada, porém de grande
relevancia para melhorar a assisténcia prestada. O conhecimento da genética de transtornos,
como esquizofrenia, pode contribuir para a qualificacdo da gestdo do cuidado prestado pela
enfermagem psiquiatrica, principalmente, pela proximidade da relacdo do profissional com o
paciente. Além disso, o entendimento da influéncia genética contribui para a atuacao de equipes
multiprofissionais, nas melhores escolha de antipsicoticos, evitando a utilizagdo de vérias
classes de medicamentos, diminuindo os gastos publicos e o sofrimento causado pelo

transtorno.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1TIPO DE ESTUDO

Refere—se a um estudo genético-molecular, retrospectivo e analitico, do tipo caso—
controle. O estudo de caso—controle tem como objetivo verificar se um grupo de individuos que
apresentam alguma determinada doenca, no presente estudo a esquizofrenia (caso I e 1), em
comparacdo com outro grupo saudavel (controle), evidenciam diferencas significativas em
relagdo a exposicdo. O grupo caso | abrange pacientes com esquizofrenia refrataria em uso do
antipsicotico atipico clozapina. J& o grupo caso Il sdo pacientes com outros tipos de
esquizofrenia. A partir de estudos de caso-controle, é possivel verificar a presenca ou auséncia
de associacOes entre variaveis de exposicdo e a ocorréncia de doencas e, assim, propiciar o

desenvolvimento de praticas terapéuticas eficientes (GORDIS, 2017).
4.2POPULACAO

A partir do Sistema Integrado de Gerenciamento da Assisténcia Farmacéutica (SIGAF),
foram identificados, na Macrorregido Oeste de Minas Gerais, 169 pacientes que apresentavam
o diagndstico de esquizofrenia refrataria, em utilizacdo do antipsicético atipico clozapina, de
ambos 0s sexos, considerados a populacdo elegivel deste estudo. O SIGAF é um software
importante que auxilia a utilizacdo de dados farmacoecondmicos e farmacoepidemiol6ficos
precisos por meio da identificacdo de usuarios e registros dos servicos farmacéuticos
oferecidos. Assim, por meio dessa ferramenta foi possivel verificar os pacientes que faziam
utilizacdo da clozapina, selecionando assim 0s que apresentavam esquizofrenia refrataria. Vale
ressaltar que este medicamento é considerado de alto custo, e por isso 0 paciente consegue
recebe-lo de forma gratuita pelo governo.

Para os grupos casos | e 11, a populacédo foi extraida do sistema SIGAF, enquanto, para
0 grupo—controle saudavel, foram coletados individuos provenientes do Centro Municipal de
Apoio a Satde (CEMAS) do municipio de Divindpolis — Minas Gerais. O CEMAS é o0 servigo
de referéncia na coleta de material bioldgico e analise clinica na regido. A escolha deste servi¢o
nédo causou vies de selecdo, pois o grupo controle era exclusivamente para comparacao genética
com os outros grupos. Realizou—se o pareamento por intervalo de idade e sexo, para diminuir
alteracfes dos resultados, durante a avaliagdo das chances e, assim, compard—los de forma

fidedigna.
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4.3AMOSTRA

A partir do programa OpenEpi versdo 3.03a, foi realizado o calculo amostral,
considerando a populacdo da Macrorregidao Oeste de Minas Gerais, portadores de esquizofrenia
refrataria. De 169 individuos elegiveis, foi considerada a propor¢éo esperada de 50% e o nivel
de significancia de 5% com margem de erro de 10%. Estimou—se entdo 72 participantes estando
em concordancia com pesquisas internacionais (DEAN; SULLIVAN; SOE, 2015;
MALHOTRA et al., 2013; MITCHELL et al., 2013; NEBHINANI et al., 2013).

Os especialistas em epidemiologia apontam que a proporc¢édo de cada grupo, em estudos
de caso—controle, seja de no minimo 1:1. Assim, como a amostra de casos | foi de 72
participantes por recusa a participacdo, enderecos e telefones fornecidos errados e auséncia do
dia da coleta, os outros dois grupos também consistiram em 72 participantes cada (GORDIS,
2017).

Na Figura 7, o organograma do processo de recrutamento dos participantes que

participaram da pesquisa.

Figura 7 — Organograma do recrutamento dos participantes da pesquisa

Fonte: elaborado pela autora. SIGAF, SRS/Divindpolis/MG (2020).
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4.3.1 Critérios de inclusao
4.3.2 Casos |

a) Pacientes com diagnostico médico de esquizofrenia refrataria em uso do
antipsicotico atipico clozapina;

b) Possuir idade igual ou superior a 18 anos;

c) Estar cadastrado na Superintendéncia Regional de Saude (SRS) de Divinopolis

Minas Gerais.

4.3.3 Casos 11

a) Pacientes com diagndstico médico de outros tipos de esquizofrenia;

b) Possuir idade igual ou superior a 18 anos.

4.3.4 Controles

a) N&o apresentar diagnostico médico de qualquer transtorno mental;

b) Possuir idade igual ou superior a 18 anos.

4.3.5 Critérios de excluséo

Manifestar-se problemas que possam interferir na coleta de dados, como apresentar
crise em razdo da esquizofrenia e alteragbes cognitivas que impessam de refletir sobre as

perguntas do questionario.

44COLETA DE DADOS

Os participantes que apresentavam esquizofrenia refrataria e outros tipos de
esquizofrenia foram convidados a comparecer aos ambientes cedidos pelo Centro de Atengéo
Psicossocial (CAPs I11), do municipio de Divinopolis, no periodo de dezembro de 2014 a julho
de 2016. Os participantes do grupo—controle foram captados no Centro Municipal de Apoio a
Salde de Divindpolis (CEMAS), por meio de entrevistas presenciais. Ao comparecerem para o
atendimento laboratorial de rotina, os pesquisadores abordavam explicando os objetivos da
pesquisa. Ao aceitar, o prontudrio eletronico do participante era verificado para constatacao de
auséncia de qualquer transtorno psiquiatrico e assim dava-se inico a coleta de dados, seguido

da coleta de material bioldgico.
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Primeiramente, os 144 candidatos dos grupos que apresentavam esquizofrenia refrataria
e outros tipos de esquizofrenia foram convidados por cartas e contato telefonico (realizadas 10
chamadas telefonicas), nas quais recebiam orientacdes a respeito do estudo, os objetivos,
importancia da participacéo, data e hora da coleta. O grupo caso Il ndo ocorreu recusa para
participar do estudo. O CAPS disponibilizou duas salas que apresentavam banheiro, com todo
o0 conforto e privacidade, para a realizagéo da coleta, seguindo regras de assepsia, biosseguranca
e contendo todos 0s materiais e equipamentos necessarios. Os responsaveis pela coleta de dados
foram trés enfermeiros e um técnico de enfermagem que realizava a coleta da amostra de sangue
venoso. Os pesquisadores verificaram se 0s pacientes estavam estaveis e com previsao de alta
para entdo realizar a coleta de dados. Apds a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (APENDICE A), os participantes dos grupos (caso | e 1) responderam a
um questionario semiestruturado, contendo questdes sociodemogréaficas, comportamentais e
clinicas (APENDICE B) e finalizando com a coleta de material bioldgico. Todos o0s
profissionais receberam treinamento prévio para realizar a padronizacdo dos instrumentos de
coletas e assim, garantir a confiabilidade dos dados.

Em seguida, a coleta de dados prosseguiu com os participantes do grupo—controle, no
CEMAS, seguindo o funcionamento do servico. O individuo comparecia, para a realizacao de
atendimento ambulatorial, sendo abordado para a participacéo da pesquisa e, estando de acordo,
assinava o termo de consentimento livre e esclarecido TCLE (APENDICE A). Posteriormente,
prosseguia a coleta de sangue somente uma vez. Essa coleta era realizada pela propria equipe
de enfermagem do servico. Para atingir o n® amostral necessario, foram realizadas sete visitas
ao CEMAS.

4.4.1 Coleta do Material Bioldgico

A coleta de sangue venoso foi realizada por um técnico de enfermagem capacitado, em
uma sala privativa cedida pelo CAPs Il previamente limpa, seguindo os principios de
biosseguranca e assepsia. A coleta foi armazenada, em um tubo a vacuo com anticoagulante
acido etilenodiamino tetra—acético (EDTA), contendo 5mL de sangue de cada paciente
devidamente identificado. Da mesma forma, foi realizada a coleta do grupo—controle em uma
sala de enfermagem do CEMAS. Imediatamente ap0s as coletas, as amostras foram
encaminhadas ao laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Federal de S&o Jodo Del-
Rei/ Campus Centro—Oeste, sendo acondicionada a uma geladeira a 4°C até o inicio dos

experimentos de extracdo de DNA.
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4.5 ANALISE LABORATORIAL

4.5.1 Extracdo do DNA

A extragdo de DNA (4cido desoxirribonucleico) foi realizada por dois métodos: salting
out e Mini Kit QIAmp DNA Blood, seguindo o protocolo do fabricante. Posteriormente as
técnicas de extracdo, foi realizada a quantificacdo do DNA para determinar as concentracdes
de DNA e o seu grau de pureza. Utilizou—se o espectofotometro Nanodrop (Thermo Scientific
— Nanodrop 2000).

4.5.2 Oligonucleotideos

A sequéncia dos oligonucleotideos utilizados, para a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) convencional do polimorfismo rs6305, foi baseada na publicacdo de Arranz et al.(1995).
O tamanho do amplicon esta descrito na Tabela 1 abaixo. Logo depois, a confirmacdo das
sequéncias dos oligonucleotideos foi feita no programa MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/DisplayFam/) e as suas localizagdes no gene 5SHT2A no Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). Para os polimorfismos rs6311 e rs6314, foi utilizada a
técnica de PCR em tempo real, logo os oligonucleotideos foram desenhados pela empresa
Thermo Fisher juntamente com sondas especificas para a deteccdo de cada polimorfismo.

Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados na PCR

SNP Oligonucleotideos Forward e Reverse Tamanho do
5-3 amplicon (pb)
rs6305 GTATGGGTACCGGTGGCCTCT 196pb
GTCCAAACAGCAATGATTTTCA
rs6314 CAAAGCAAGATGCCAAGACA 248pb
GGCATACAGATATGATCGTTGG
rs6311 CTAGCCACCCTGAGCCTATG 200pb
TTGTGCAGATTCCCATTAAGG

Fonte: Arranz et al. (1995), Erdmann et al. (1995) e Nothen (1995)

4.5.3 PCR (Polymerase Chain Reaction) Convencional para a genotipagem

Para a realizacdo da PCR do polimorfismo rs6305, foi utilizado um volume final de
25uL, contendo 12,6uL de agua MiliQ , 2,5 pL de tampdo de Taq 10x (pHo neutria), 0,75uL
de MgCl a 50mM/L, 5,0uL de dNTP a ImM/L, 1pL de cada oligonucleotideo — foward e
reverse a 10pMol/L , 0,15uL de tag DNA polimerase a 5U/pL (pHo neutria) e 2uL de DNA.


http://multalin.toulouse.inra.fr/DisplayFam/
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Controles negativos foram utilizados em todas as reacdes. O programa de ciclagem da PCR esta
descrito na Figura 8 e foi realizado no termociclador The Applied Biosystems Veriti 96—Well

(Applied Biosystems).
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Figura 8 — Programa para a reagdo de PCR convencional do polimorfismo

rs6305
| Stage 1 | | Stage 2 I -
(] x[s0] 1]
| 94°c | [ 90°C ] [72¢ ]

i I 72°¢ |
| 5:00 | [ 0:45 |\—| sorc | 10:00 \m
/ Cows | L1%0] " [ro0]

| Step 1 | | Step 1 | | Step 2 | | Step 3 | | Step 1 | | Step 2 |

Legenda: Estagio 1 — Desnaturacdo 94° C por 5 minutos; Estagio 2: Anelamento 30 ciclos de
90°C por 45 segundos, 59°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto; Estagio 3: Extensdo 72°
C por 1 minuto.

Fonte: Arranz et al. (1995).

4.5.4 Eletroforese

O resultado da PCR, para o polimorfismo rs6305, foi visualizado por meio da técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. O fragmento gerado foi de 196 pb e,
posteriormente, foi submetido a técnica de Restriction Fragment Lengh Polymorphism (RFLP)

para a detec¢do do polimorfismo.

4.5.5 Genotipagem do polimorfismo rs6305 por RFLP

Apbs a realizacdo da PCR convencional e eletroforese, a técnica de RFLP foi realizada,
para a genotipagem do polimorfismo rs6305, utilizando a enzima Sau961. Apos a realizacdo da

reacdo, os tubos foram submetidos a temperatura de 37°C por 60 minutos.

Tabela 2 — Protocolo de digestdo enzimatica com a enzima Sau96l

Reagentes Concentracdo Volume (uL)
Agua (DDW) 11,5uL
Buffer 10x 2,5 UL
Enzima Sau96l 1,0 uL
Produto de PCR 10,0 pL

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Posteriormente, os produtos das reacfes de digestdo foram submetidos a analise de

fragmentos por meio de uma nova eletroforese, em gel de poliacrialamida, a 8% corado com
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nitrato de prata. Foram adicionados 7uL de produto de digestéo, 2,5 pL de tamp&o de amostra
e 2,51 de padrdo de peso molecular em cada gel realizado. Na presenca do alelo C, o fragmento
foi digerido em fragmentos de 109pb e 87pb, enquanto para o alelo T o fragmento d permaneceu

ndo digerido, ou seja, com 196 pb.

4.5.6 PCR em tempo real

Foi utilizado o ensaio comercial da Applied Biosystems que emprega um conjunto de
oligonucleotideos e sondas especificas para cada um dos polimorfismos Para a realizagdo da
genotipagem dos polimorfismos rs6314 e rs6311, foi preparada uma solugéo, para cada um com
volume total de 10pL por participante, contendo 6,25 pL de Agua MiliQ, 2,5 puL de master mix
universal TagPath (contendo dNTP, tamp&o e DNA polimerase), 0,25 puL de Tagman especifico
e 1,0 uL de DNA a 50 ng/ pL. Posteriormente, as amostras foram colocadas no termociclador

QuantStudio 3 ™ da Thermo Fisher, cujas temperaturas estdo descritas na Figura 9.

Figura 9 — CondicGes das temperaturas e tempo na PCR em tempo real

Volume Cover

10 pL 105.0°C

Pre-Read Stage Hold Stage PCR Stage Post-Read Stage
95.0°C 95.0°C
60.0 °C = = 60.0°C 60.0°C
= 16°crs 05100 1-6°C/5 001 1.6°C/s = . =
l6°c/s  00:30 [ 01:00 1.6°C/s po:30
[0 R e @&
Stepl Stepl Step1 Step2 Stepl
40 Zix
Legends: ﬂ Data Collection On Data Collection Off m Pause On Pause Off T} Advanced Settings  V VeriFlex

Legenda: 60° C por 30 segundos, 95° C por 5 minutos e 40 ciclos compostos por desnaturacdo
de 15 segundos em 95° C e 1 minuto de anelamento/ extensdo em temperatura de 60° C.
Fonte: Aoolied Biosystems (2015).

Por meio da combinacéo das sondas alelo—especificas, ocorreu a discriminacao alélica
realizada por essa técnica. A fluorescéncia foi lida pelo termociclador para os alelos presentes
na amostra. Caso os dois alelos estejam presentes, sdo lidos os dois tipos de fluorescéncia,

demonstrados por meio de gréaficos gerados pelo sofware do aparelho.

4.5.7 Equilibrio de Hardy—Weinberg
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O equilibrio de Hardy—Weinberg (EHW) permite averiguar se uma determinada
populacéo esté evoluindo com a avaliagdo da frequéncia de um alelo em determinado instante.
N&o ocorrendo mudanca nas frequéncias do gendtipo e dos alelos da populacédo, ao longo do
tempo, afirma—se que a populacdo esta em equilibrio de Hardy—Weinberg. Alguns fatores,
como mutagdo, sele¢do natural, migracao e oscilacdo genética podem alterar a frequéncia dos
alelos.

A analise do EHW foi realizada nos grupos de casos e controles pelo teste qui—quadrado
de Pearson. Utilizou-se o programa Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology Studies
(OEGE), para os célculos, comparando as frequéncias genotipicas encontradas com as

frequéncias genotipicas esperadas obtidas pelo principio do EHW.

4.6 TRATAMENTO DOS DADOS

Os dados coletados foram transcritos em um banco estruturado no Statistical Package
for Social Sciences (SPSS), verséo 20.0

As anélises descritivas dos dados foram realizadas com a utilizagao de frequéncias para
descrever o perfil sociodemografico e clinico dos participantes. Abordaram as variaveis sexo,
estado civil, idade, renda familiar, nimero de filhos, escolaridade, local onde realiza tratamento,
uso de tabaco, alcool, tempo de tratamento psiquiatrico, internacdo psiquiatrica anterior, entre
outras.

As analises estatisticas apresentaram como finalidade descartar ou confirmar a
associacdo entre o surgimento da esquizofrenia refrataria e a exposicao genética, utilizacdo do
teste estatistico Qui—Quadrado de Pearson (x?) e, assim, comparar as frequéncias alélicas e
genotipicas entre 0s grupos casos |, casos Il e controles por meio da regressao logistica simples
(valor de Odds Ratio ndo-ajustado). Em seguida, foi realizado um modelo de dominancia e
recessividade entre 0s grupos de portadores de esquizofrenia refrataria e o de controles para
verificar a ocorréncia do efeito entre eles. Para todos os testes foi utilizado um nivel de

significancia de 5% (p< 0,05).
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4.7QUESTOES ETICAS

O estudo finalizado obedeceu a todas as normas preconizadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de S&o Jodo Del-Rei — Campus Centro—Oeste Dona
Lindu (UFSJ), localizado no municipio de Divindpolis. Além disso, seguiram-se o0s termos da
Resolucdo N° 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), que aborda normas a serem seguidas em pesquisas, envolvendo seres humanos e 0s
principios de equidade, autonomia, justica, beneficéncia, ndo maleficéncia, para a pesquisa
quantitativa. Este estudo faz parte de uma pesquisa maior intitulada “Esquizofrenia Refrataria:
Prevaléncia dos polimorfismos dos genes DRD2 e DRD3 Sindrome Metabdlica em Pacientes
em uso de Clozapina” com recursos provenientes da sua aprovagao pela FAPEMIG no Edital
Universal n°® 01/2018 com financiamento (R$ 44.641,67). O estudo contou também com a
aprovacao da Secretaria Regional de Saude (BRASIL, 2013), apresentando o nimero do parecer
no 1.406.658 (ANEXO B). Por fim, foi assinado o Termo de compromisso para a utilizagdo de
dados dos pacientes (APENDICE A).
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5RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo foram apresentados no formato de um artigo cientifico
seguindo as normas do Programa de Pds—Graduacdo. Vale ressaltar que a preparacdo da
dissertacdo seguiu as normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). J& no

artigo foram adotadas as normas da revista escolhida para submissao.

5.1ARTIGO 1 - ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS GENETICOS E
ESQUIZOFRENIA REFRATARIA EM UMA POPULACAO DO BRASIL

RESUMO

A esquizofrenia é considerada um dos transtornos mais graves e incapacitantes que afetam a
populacdo mundial. Nas Ultimas décadas, os estudos genéticos ganharam destaque na busca
pelo entendimento de sua etiologia. Entre esses estudos os polimorfismos em genes do sistema
serotoninérgico tém sido implicados no desenvolvimento da esquizofrenia. O objetivo deste
estudo foi investigar se os polimorfismos rs6305, rs6314 e rs6311 do gene SHT2A estdo
associados a esquizofrenia refrataria e esquizofrenia geral em uma amostra brasileira. Trata—se
de um estudo genético molecular do tipo caso—controle, retrospectivo e analitico. Participaram
do estudo 216 individuos residentes na Macrorregido Oeste de Minas gerais do Brasil, no
periodo entre 2014 e 2016, divididos em pacientes com esquizofrenia refrataria (caso ),
pacientes com esquizofrenia geral (caso Il) e individuos sem transtornos psiquiatricos
(controles). Foram realizados modelos de dominancia e heterose para comparagdo entre 0s
grupos caso | e controles e entre 0s grupos caso Il e controles para verificar a ocorréncia do
efeito entre eles. Foi observada uma diferenca estatisticamente significante na distribuicéo da
frequéncia genotipica para o polimorfismo rs6311 na comparac¢do do grupo de pacientes com
esquizofrenia refrataria com o grupo controle (p valor= 0,027). Verificou—-se também uma
associagéo entre o modelo A dominante (valor—p=0,042) e o modelo heterose (valor—p=0,008)
entre os grupos controle e pacientes refratarios. Apesar de este estudo ter encontrado associa¢ao
do polimorfismo rs6311 com a esquizofrenia refrataria, € necessario que novos estudos
acontegcam com amostras maiores, em diferentes localidades e etnias para melhor compreensao
da genética da esquizofrenia.

Descritores: Esquizofrenia, Enfermagem, Polimorfismos genéticos, Estudos de caso—controle.
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INTRODUCAO

Os transtornos psiquiatricos ganharam destaque nos Gltimos anos representando o
quinto lugar em todo o mundo em causas de incapacidade em desenvolver as atividades de vida
diaria (Sullivan, Geschwind, 2019). Entre os transtornos, a esquizofrenia destaca—se como um
grave problema de saude publica identificada pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS) como
a terceira doenca que mais afeta a qualidade de vida produtiva entre a populacdo de 15 a 45
anos de idade. No Brasil, a esquizofrenia é o transtorno que causa 0 maior numero de
internacOes psiquiatricas representando 30% da ocupacao dos leitos hospitalares psiquiatricos,
ou 100.000 leitos/ dia (Kohlrauscah, 2013). Em 2016, uma coorte identificou uma média de
gastos de R$ 11.713,07 por internacao no estado de Minas Gerais (De Macedo Rodrigues et al.,
2016).

A esquizofrenia é caracterizada por sintomas positivos, como delirios, alucinacdes,
discurso desorganizado, comportamento motor desorganizado ou anormal, sintomas negativos
(isolamento social, anedonia, avoligéo, alogia e embotamento afetivo) e sintomas cognitivos
envolvendo déficits generalizados no processamento de memaria (Faden, Citrome, 2018). Esse
transtorno esta constantemente relacionado a sofrimento, tanto para o individuo, por Ihe resultar
incapacidades comportamentais em desenvolver atividades, quanto para os familiares com
sobrecarga para lidar com as mudancas e instabilidades desse familiar (Alves et al., 2018;
Soares et al., 2019).

O tratamento farmacoldgico desse transtorno é baseado na utilizacdo de antipsicoticos
que irdo atuar em sintomas positivos e negativos. Esses medicamentos sdo classificados como
tipicos ou primeira geracdo e atipicos ou segunda geracao, atuando no bloqueio de acdo dos
neurotransmissores, como receptores de dopamina e serotonina. A dopamina em excesso
acarreta sintomas positivos e, ao bloquear seus canais receptores nos neurdnios, evita que o
excesso da substancia atinja as células nervosas, reequilibrando o sistema de neurotransmissao
(Faden, Citrome, 2018). Os antipsicoticos atipicos sdo uma nova geracdo de farmacos que
acoplam um bloqueio do receptor de serotonina 5SHT2A, neutralizando o blogqueio excessivo de
dopamina D2 e, assim, ocorre uma diminuicdo dos efeitos adversos (extrapiramidais)
provocados por antipsicéticos tipicos (Garay et al., 2015).

Apesar dos avangos no desenvolvimento dos psicofarmacos, foi observado que, em

alguns pacientes em tratamento constante com testes de duas ou mais classes de antipsicoticos
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diferentes, persistiam os sintomas. Esses pacientes receberam a denominagdo “resistentes” ou
“refratarios” ao tratamento (Samara et al., 2019). A esquizofrenia refrataria (ER) afeta 30% dos
pacientes com esquizofrenia, e a clozapina € o Unico antipsicético de segunda geracdo com
aprovacado regulatoria para a doenca considerada padrdo ouro no tratamento (Nielson et al.,
2016). Além disso, uma meta—analise demonstrou que a clozapina, em comparagao com outros
antipsicoticos de segunda geracdo, foi associada com menores taxas de re—hospitalizacdo e
melhores resultados gerais em relacéo aos sintomas (Masuda et al., 2019).

Atualmente, acredita—se que a etiologia da esquizofrenia seja causada por varios fatores,
incluindo fatores genéticos e fatores ambientais. Os estudos pioneiros referentes a genética da
esquizofrenia comecaram pela observacdo da maior existéncia de casos da doenca em certas
familias. (Gottesman, 1991).

Com base nesses estudos, 0s avancos na genéetica humana estdo remodelando a maneira
de entendimento da esquizofrenia, quando testes genéticos apresentam a possibilidade de
identificar marcadores para tolerancia e vulnerabilidade a medicamentos, como a presenca de
polimorfismos de nucleotideo simples (SNP) e suas relacfes com a resposta ao tratamento com
a Clozapina. Um estudo recente observou que, se no inicio do tratamento de pacientes com
esquizofrenia refrataria a Clozapina fosse utilizada, os gastos publicos com a salde seriam de,
no minimo, U$ 290 milhdes em 95% das simula¢fes (Goren, Rose, Ney, 2017).

Evidéncias indicam que o sistema serotoninérgico poderia estar associado ao
desenvolvimento da esquizofrenia, mas em relacdo a ER especificamente os estudos nédo
abordam. A serotonina (5Hidroxitriptamina— 5HT) é um importante neurotransmissor
relacionado a processos fisioldgicos, como apetite, sono, termorregulacdo, percep¢do da dor,
secrecdo hormonal e comportamento sexual. A hipGtese da serotonina propde que esse
neurotransmissor tenha um papel importante na etiologia da esquizofrenia, ja que receptores de
serotonina estdo envolvidos nas propriedades psicomiméticas e psicotogénicas de alucin6genos
e na acdo de antipsicético. Ha sugestdes de que a funcdo tropica da serotonina no
neurodesenvolvimento possa estar alterada. Associado a isso, sabe-se que a Clozapina apresenta
intensa atuagé@o no gene de serotonina 5SHT2A (Fanous et al., 2009; Miyamoto et al., 2003).

Em consonancia com o exposto acima, este estudo propGe-se verificar possiveis
associagdes dos polimorfismos rs6305 (C>T), rs6314 (G>A) e rs6311(G>A) localizados no
gene 5HT2A e a ocorréncia de esquizofrenia refrataria e de esquizofrenia geral (EQZ) em uma
populacdo brasileira. Este € um dos poucos estudos que investiga a relagdo desse gene com a
EQZ no pais, ressaltando a necessidade de novos estudos genético-moleculares para um

entendimento do impacto da doencga nessa populagéo.
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A relevancia desses estudos, em transtornos poligénicos e multifatoriais, como a
esquizofrenia, estd em favorecer a descoberta de genes que atuam no seu desenvolvimento, para
que assim sejam desenvolvidas estratégias de aprimoramento no tratamento (NORTON;
OWEN, 2004). Entre os profissionais de saude, o enfermeiro é o Unico que esta presente todo
0 periodo no tratamento do paciente, e como tal, apresenta habilidades que podem contribuir na
conduta terapéutica com testes genéticos. Dentro do processo de enfermagem, o profissional
pode atuar na coleta de dados genéticos do individuo, identificar alteracGes na adesdo ao
tratamento com medicagdes, realizar diagndsticos e o planejamento da assisténcia.
(BRENNAN, 2015). A insercdo deste tipo de conhecimento na atuagdo da enfermagem ainda
ndo é realidade no Brasil, mas ja pode ser observado em outros paises (HAYLETT, 2017;
KNISELY et al., 2017).

Assim, esta pesquisa pode subsidiar novas pesquisas na identificacdo de uma das
provaveis causas da resisténcia ao tratamento da esquizofrenia. A partir disso, sera possivel
impactar futuramente as politicas publicas no desenvolvimento de estratégias que irdo atuar na

diminuicdo do agravamento dos casos existentes.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo genético-molecular, retrospectivo e analitico, do tipo caso—
controle. A partir do programa OpenEpi versdo 3.03a, foi realizado o célculo amostral,
considerando a populacdo da Macrorregido Oeste de Minas Gerais, portadores de esquizofrenia
refrataria cadastrados no Sistema Integrado de Gerenciamento da Assisténcia Farmacéutica
(SIGAF) e que faziam utilizacdo do antipsicético atipico Clozapina. Os 169 individuos
elegiveis foram convidados mediante carta e telefonema. Desses convidados, 31 recusaram o
convite, 26 apresentaram enderecos e telefones desatualizados e 40 confirmados ndo
compareceram na data da coleta. Ent&o, participaram do estudo 72 pacientes com ER, seguindo
a proporcdo esperada de 50% e o nivel de significancia de 5% com margem de erro de 10%.
estando em concordancia com pesquisas internacionais (Dean, Sullivan, Soe, 2015; Malhotra
et al., 2013; Mitchell et al., 2013; Nebhinani et al., 2013).

Os participantes foram divididos em trés grupos, sendo eles: casos | — pacientes com
esquizofrenia refrataria, casos Il — pacientes com outros tipos de esquizofrenia e grupo—controle
— ndo apresentavam nenhum tipo de transtorno psiquiatrico. Para os grupos casos | e 1, a
populacéo foi extraida do SIGAF, enquanto, para o grupo controle, foi proveniente do Centro
Municipal de Apoio a Saude (CEMAS) de Divindpolis/MG por ser um local de referéncia para

a regido em atendimento para coleta de material biologico e analises clinicas. Os critérios de
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inclusdo adotados foram : casos | — pacientes com diagndstico médico de esquizofrenia
refrataria, em uso do antipsicotico atipico clozapina, possuir idade igual ou superior a 18 anos,
estar cadastrado na Superintendéncia Regional de Saude (SRS) de Divinopolis, Minas Gerais;
casos Il pacientes com diagnostico médico de outros tipos de esquizofrenia (EQZ), possuir
idade igual ou superior a 18 anos; controles — ndo apresentar diagnostico médico de qualquer
transtorno psiquiatrico, sendo conferida essa informacéo no prontuério, possuir idade igual ou
superior a 18 anos. Ja os critérios de exclusdo incluiram manifestacbes de problemas que
pudessem interferir na coleta de dados, como apresentar crise pela esquizofrenia na data da
coleta.

Por se tratar de um estudo de caso-controle, seguiu-se a proporcao de 1:1, contando
entdo com 72 participantes em cada grupo. Os participantes que apresentavam esquizofrenia
refrataria e outros tipos de esquizofrenia foram convidados a comparecer aos ambientes cedidos
pelo Centro de Atenc¢do Psicossocial (CAPS 111) do municipio de Divindpolis MG, no periodo
de dezembro de 2014 a julho de 2016. O convite foi feito por cartas e contato telefonico. Os
participantes do grupo-—controle foram captados no CEMAS, por meio de entrevistas
presenciais, a0 comparecerem para o0 atendimento laboratorial de rotina, sendo convidados a
participarem da pesquisa, e assim, com aceitagéo iniciava-se a coleta.

Apo6s a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), os
participantes responderam a um questionario semiestruturado autoaplicavel para o grupo
controle e aplicado pelo pesquisador para os outros grupos. O questionario elaborado pelos
autores continha questdes sociodemogréaficas, comportamentais, clinicas e posteriormente foi
realizada a coleta de material bioldgico para a analise genética.

A coleta de dados do grupo—controle foi realizada no CEMAS, seguindo o
funcionamento do servico. O individuo comparecia, para a realizacdo de atendimento
ambulatorial, sendo abordado para a participacdo da pesquisa e, estando de acordo, assinava o
termo de consentimento livre e esclarecido TCLE. Posteriormente, prosseguia a coleta de
sangue somente uma vez. Para esse grupo ndo foi aplicado o questionario por se tratar somente
0 interesse da analise genética e assim, comparar com 0s resultados com os demais grupos.

A coleta de material bioldgico foi armazenada em um tubo a vacuo com anticoagulante
acido etilenodiamino tetra—acético (EDTA), contendo 5mL de sangue venoso periférico de cada
paciente devidamente identificado. Imediatamente ap0s as coletas, as amostras foram
encaminhadas ao laboratoério de Biologia Molecular da Universidade Federal de Sdo Jodo Del-
Rei/ Campus Centro—Oeste, sendo acondicionada a uma geladeira a 4°C até o inicio dos

experimentos de extracdo de DNA.
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A extracdo de DNA (acido desoxirribonucleico) foi realizada por dois métodos: salting
out e Mini Kit QIAmp DNA Blood (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. Logo depois
das técnicas de extracdo, foi realizada a quantificacio do DNA para determinar as
concentracdes de DNA e o seu grau de pureza. Utilizou-se o espectofotdmetro Nanodrop
(Thermo Scientific — Nanodrop 2000).

A sequéncia dos oligonucleotideos utilizados, para a Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) convencional do polimorfismo rs6305, foi baseada na publicacdo de Arranz et al. (1995).
Assim sendo, a confirmagdo das sequéncias dos oligonucleotideos foi feita no programa
MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/DisplayFam/) e as suas localizagdes no gene 5SHT2A
no Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Para a realizacdo da PCR, foi utilizado um volume final de 25uL, contendo 12,6uL de
agua MiliQ, 2,5 pL de tampéo de Taq 10x (pHo neutria), 0,75uL de MgCl a 50mM/L, 5,0pL
de dNTP a ImM/L, 1uL de cada oligonucleotideo — foward e reverse a 10pMol/L , 0,15uL de
tag DNA polimerase a 5U/pL (pHo neutria) e 2uL de DNA (aproximadamente 20ng). Controles
negativos foram utilizados em todas as rea¢fes. O programa de ciclagem da PCR foi 94°C por
5 minutos na desnaturacdo, 30 ciclos de 90°C por 45 segundos, 59°C por 45 segundos e 72°C
por 1 minuto. As reacdes foram realizadas no termociclador The Applied Biosystems Veriti
96-Well (Applied Biosystems).

O resultado da PCR para o polimorfismo rs6305 foi visualizado por meio da técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. O fragmento gerado foi de 196 pb e, posteriormente,
foi submetido a técnica de Restriction Fragment Lengh Polymorphism (RFLP), para a detecgédo
do polimorfismo, utilizando a enzima Sau96l. Apos a realizacdo da reacdo, 0s tubos foram
submetidos a temperatura de 37°C por 60 minutos. Depois, 0s produtos das reacdes foram
submetidos a analise de fragmentos por uma nova eletroforese, em gel de poliacrialamida, a 8%
corado com nitrato de prata. Foram adicionados 7uL de produto de digestdo, 2,5 uL de tampéo
de amostra e 2,5uL de padrdo de peso molecular em cada gel realizado. Na presenca do alelo
C, o fragmento foi digerido em fragmentos de 109pb e 87pb, enquanto, para o alelo T, o
fragmento permaneceu nao digerido, ou seja, com 196 pb.

Para os polimorfismos rs6311 e rs6314, foi utilizada a técnica de PCR em tempo real,
sistema TagMan. Os oligonucleotideos foram desenhados pela empresa Thermo Fisher
juntamente com sondas especificas para a deteccdo de cada polimorfismo. Para a realizacao da
genotipagem desses polimorfismos, foi preparada uma solugéo para cada um com volume total
de 10pL por participante, contendo 6,25 pL de Agua MiliQ, 2,5 pL de master mix universal
TagPath , 0,25 pL de cada ensaio TagMan especifico (sonda e primers) e 1,0 uL de DNA a 50
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ng/ UL. A reacdo foi realizada no termociclador QuantStudio 3 ™ (Thermo Fisher), nas
seguintes condigdes: 60° C por 30 segundos, 95° C por 5 minutos, 40 ciclos compostos por 15
segundos em 95° C e 1 minuto a 60° C.

Os dados coletados foram analisados utilizando o programa Statistical Package for
Social Sciences (SPSS), versdo 20.0. As analises descritivas dos dados foram realizadas com a
utilizacdo de frequéncias para descrever o perfil sociodemogréafico e clinico dos participantes.
Abordaram as variaveis sexo, estado civil, idade, renda familiar, nimero de filhos, escolaridade,
local onde realiza tratamento, uso de tabaco, alcool, tempo de tratamento psiquiatrico,
internacdo psiquiatrica anterior, entre outras.

Para as analises de associacdo foi utilizado o teste estatistico Qui—Quadrado de Pearson
(x?). As frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos casos I, casos Il e controles foram
comparados por meio da regressdo logistica simples (valor de Odds Ratio ndo ajustado).
Posteriormente, foi realizado um modelo de dominancia e recessividade entre os grupos de
portadores de esquizofrenia refrataria e o de controles para verificar a ocorréncia do efeito entre
eles. Para todos os testes, foi utilizado um nivel de significancia de 5% (p< 0,05).

O estudo obedeceu a todas as normas preconizadas pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal de S&o Jodo Del-Rei — Campus Centro—Oeste Dona Lindu
(UFSJ), localizado no municipio de Divindpolis. Além disso, seguiram-se 0s termos da
Resolucdo N° 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) e contou também com aprovacdo da Secretaria Regional de Salde. Este estudo obteve
recursos provenientes da sua aprovacao pela Fundacdao de Amparo a Pesquisa do Estado de

Minas Gerais (FAPEMIG) com financiamento.

RESULTADOS

Participaram do estudo 216 individuos, sendo 108 do sexo feminino e 108 do sexo
masculino. Foram divididos em trés grupos: caso | contendo 72 pacientes com esquizofrenia
refrataria (ER), caso Il contendo 72 pacientes com outros tipos de esquizofrenia (EQZ) e grupo—
controle (C) com 72 participantes que ndo apresentaram nenhum transtorno psiquiatrico.

Em relacdo a variavel faixa etéria, o grupo caso | obteve uma porcentagem acima de
40% com idade inferior a 40 anos, enquanto 0s grupos caso Il e controle apresentaram mais de
50% dos participantes com idade superior a 50 anos. Quando questionados sobre ocupagéo,
entre os pacientes com ER, somente 9,3% exercem trabalho remunerado, por outro lado, no
grupo de EQZ, essa taxa é de 72,2%. Foi observado que entre os pacientes com ER, em sua

maioria, eram solteiros, representando 73%.
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No que se refere ao consumo de alcool, no grupo de ER, 97% declararam ndo realizar o
consumo, enquanto, no grupo de EQZ, essa taxa representou 86%. J& em relacdo ao uso de
tabaco, ambos 0s grupos obtiveram taxas elevadas de consumo, representando mais de 60%.

Para os trés polimorfismos investigados, ndo ocorreram desvios significativos do
equilibrio de Hardy-Weimberg em nenhum dos grupos casos ou controles. Na Tabela 1 é
possivel observar as frequéncias dos trés polimorfirmos estudados, seus testes e forca de
associacdo. O polimorfismo rs6311 apresentou uma diferenca estatisticamente significante para
0S genotipos na comparacgdo dos grupos de pacientes com ER e os controles (valor-p = 0,027).
No entanto, ndo foi observada diferenca significativa para os polimorfismos rs6305 e rs6314
nas distribui¢bes de frequéncias alélicas quando comparado os grupos ER e controles, e 0s
grupos EQZ e controles (valores-p >0,05). J& nas comparacdes entre 0s gendtipos ndo foram
possiveis realizar os testes devido a frequéncias nulas.

Na mesma tabela observa—se os valores de Odds Ratio calculados, utilizando os modelos
de controles versus pacientes com ER e controles versus pacientes com EQZ para o0s trés
polimorfismos. Em relacdo ao polimorfismo rs6311 do gene 5HT2A, observou-se que 0s
pacientes ER tem 2,66 vezes mais chance de apresentarem genotipo AG que os controles, se
comparado ao genotipo GG. Nessa comparacdo, percebe—se que a diferenca é significativa, uma
vez que o intervalo de confianca ndo passa pelo 1. Ja os polimorfismos rs6305 e rs6314 a
diferenga entre os grupos ndo pode ser considerada significativa, pois todos os intervalos de

confianca passam pelo 1.



Tabela 1 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas, qui—quadrado e odds ratio dos polimorfismos rs6305, rs6314 e rs6311 do gene

SHT2A por grupo.
Pacientes com ER Pacientes com EQZ Controles  Valor-pl*  Valor—p2** OR [IC 95%]
Controle x Pacientes com ER* Controle x Pacientes com EQZ
n % n % n %
rs6305
Genotipos
CcC 69 95,8 66 91,6 69 958 Fxk Fkk 1,00 [0,20; 5,13] 0,57 [0,13; 2,49]
TT 0,0 1,4 0,0 * *
CT 42 6,9 42 1,00 1,00
Alelos
Alelo C 141 97,9 137 95,1 141 97,9 1,00 0,334 1,00 [0,20; 5,04] 0,41 [0,11; 1,64]
Alelo T 3 2,1 7 49 3 2,1 1,00 1,00
rs6314
Gendtipos
GG 61 84,7 61 84,7 60 833 ek ke 1,02 [0,041; 2,52] 1,02 [0,06; 16,63]
AA 0] 0,0 1 14 1 14 - 1,00
GA 11 15,3 10 13,9 11 153 1,00 0,91 [0,05; 16,54]
Alelos
Alelo G 133 92,4 132 91,7 131 91,0 0,670 0,834 1,2[0,52; 2,78] 1,09 [0,48; 2,48]
Alelo A 11 7,6 12 8,3 13 9,0 1,00 1,00
rs6311
Genotipos
AA 11 15,3 9 125 16 222 0,027 0,232 1,19 [0,44; 3,22] 0,59 [0,23; 1,57]
GG 15 20,8 25 34,7 26 36,1 1,00 1,00
AG 46 63,9 38 52,8 30 41,7 2,66 [1,21; 5,82] 1,32 [0,64; 2,73]
Alelos
Alelo A 68 47,2 56 38,9 62 43,1 0,477 0,472 1,18 [0,74; 1,88] 0,84 [0,53; 1,35]
Alelo G 76 52,8 88 61,1 82 56,9 1,00 1,00

*p-valor 1: teste qui-quadrado de Pearson pacientes com ER vs. controles. **p—valor 2: teste qui—quadrado de Pearson pacientes com EQZ vs. controles; ***ndo foi possivel calcular pela existéncia

de frequéncias nulas. ER=Esquizofrenia Refratéria; EQZ=Esquizofrenia Geral.
Fonte: Acervo prdprio (2020)

¢l
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Na Tabela 2 é possivel observar os modelos genotipicos de dominancia e heterose

construidos para os trés polimorfismos destacando-se os resultados encontrados para o

polimorfismo rs6311. Verificou-se diferenca significativa quando comparado o modelo A

dominante (valor-p=0,042) e o0 modelo heterose (valor-p=0,008) entre os grupos controle e

pacientes ER. Para as demais comparagdes entre os grupos EQZ e controles, ndo foram

observadas diferencas significativas (valores—p>0,05). Em relacéo aos polimorfismos rs6305 e

rs6314 também ndo foram observadas diferencas significativas.

Tabela 2 — Modelos genotipicos de dominéncia e heterose para os trés polimorfismos de
nucleotideo simples entre os grupos de pacientes

Polimorfismos Modelos Genotipos Valor-pl*  Valor-p2**
. C/IC e CIT vs. — —
C dominante TT
Rs6305 T dominante T/TeC/Tvs >0,999 0,303
cC
Heterose C/ICeT/T vs. >0,999 0,467
CIT
. G/G e G/A vs — >0,999
G dominante AA
Rs6314 A dominante “AEAGVs 0820 0,820
GG
G/Ge AIA vs >0,999 0,813
Heterose
AG
. A/A e AIG vs 0,042 0,861
A dominante
GG
Rs6311 G dominante G/G e G/A vs 0,287 0,124
AA
A/A e G/G vs 0,008 0,182
Heterose AG

*Valor—pl: teste qui—quadrado de Pearson pacientes com ER vs. controles. **Valor—p2: teste qui—quadrado de Pearson

pacientes com EQZ vs. controles; ER=Esquizofrenia Refrataria; EQZ=Esquizofrenia Geral

Fonte: Acervo proprio (2020)

DISCUSSAO
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A esquizofrenia refrataria impacta as diversas esferas da vida do paciente, ndo se
limitando a salde. Este estudo, assim como o trabalho de outros autores (Crepalde et al., 2016),
revelam dados sociodemograficos que demonstram prejuizos expressivos na sociabilidade,
relaces afetivas e empregabilidade. Tais achados podem ser decorrentes da estigmatizacéo
associada a doenca (Li et al., 2017).

As analises dos resultados mostram uma diferenga estatisticamente significante dos
gendtipos do polimorfismo rs6311 na comparacdo do grupo de pacientes com esquizofrenia
refrataria com o grupo controle, o que sugere a associacdo do polimorfismo com a doenca. Por
outro lado, ndo foi encontrada nenhuma associacdo nas comparacdes das frequéncias
genotipicas e alélicas dos polimorfismos rs6305 e rs6314.

Em concordancia com os achados, alguns estudos envolvendo o polimorfismo rs6314
analisaram pacientes com esquizofrenia (ndo especificamente refratarios) encontrando
associacao (PENAS-Lledo et al., 2007; Saiz et al., 2007; Tee et al., 2010). J& em outros estudos,
investigando os mesmos tipos de populagdo, ndo foi encontrada nenhuma associacdo (Lee,
Jayathilake, Meltzer, 1999; Alfimova et al., 2010; Sanders et al., 2008; Tsunoka et al., 2010;
Park et al., 2011).

Os estudos de associagdo envolvendo especificamente o polimorfismo rs6305 e a
ocorréncia de esquizofrenia no Brasil ainda s&o escassos, sendo identificado apenas um
realizado com pacientes com EQZ e controles. Os achados apontaram a falta de associacéo
alélica e genotipica do polimorfismo e o desenvolvimento da esquizofrenia (Bertola et al., 2007)
estando em concordancia parcial com os dados do presente estudo por ndo analisarem o grupo
de ER. Outro estudo envolvendo a populacdo japonesa, investigaram os dois polimorfismos
rs6305 e rs6314 também ndo encontrando nenhuma associacdo desses polimorfismos e a
ocorréncia da doenca (Erdmann et al., 1996). Essa falta de associacdo pode estar relacionada
com a baixa prevaléncia do polimorfismo nas populacGes estudadas ou requer grandes amostras
para analisar.

Em relagéo aos modelos de dominancia e heterose realizados neste estudo, verificou-se
para o polimorfismo rs6311 uma diferenca estatisticamente significante quando comparado o
modelo A dominante e 0 modelo heterose entre os grupos controle e pacientes ER, mas ndo
encontraram associacdo na comparacdo com esquizofrenia geral. Ja em relacdo aos
polimorfismos rs6305 e rs6314 ndo foi encontrada nenhuma associa¢do em todos os modelos
criados.

Em concordancia, uma meta—andlise encontrou associagao significativa do rs6311 com

EQZ principalmente na populacdo caucasiana em todos os modelos de dominéncia e
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recessividade. Mas em relacdo aos asiaticos, ndo foram encontradas associagdes. O estudo
sugere que o envolvimento do polimorfismo com a EQZ pode ser dependente da etnia (Gu et
al., 2013). Outros estudiosos investigando a populacdo Tamil encontrou também associacao do
polimorfismo e esquizofrenia (Sujitha et al., 2014). Vale ressaltar que essas divergéncias nos
achados podem estar relacionadas a diferengas exposi¢des ambientais, grupos analisados, etnias
e tamanho amostral.

Em contrapartida, outra meta—analise, analisando o polimorfismo rs6311 em populagdes
asiaticas e caucasianas e a ocorréncia de EQZ néo encontrou associacdo com a ocorréncia da
doenca nos modelos de dominancia e recessividade (Sun et al., 2017). J& em outro estudo
envolvendo familias (pacientes em tratamento com antipsicoticos de primeira geracao e seus
respectivos pais) verificaram que o alelo G foi associado a uma boa resposta ao tratamento,
especialmente com o aloperidol. Esse achado sugere que pacientes portadores do alelo tendem
a apresentar maior chance de melhora com os medicamentos (Benmessaoud, Hamdani, Boni,
2008).

Outra pesquisa mais recente, investigando polimorfismos nos genes DRD2 e 5SHT2A,
entre eles 0 rs6305, rs6311 e rs6313, mostrou diferencas significativas para os haplétipos ACC
e GCC. A frequéncia do ACC foi maior em controles saudaveis geneticamente relacionados
(familiares de pacientes com EQZ), quando comparados com 0s casos (pacientes com EQZ),
porém foi menor em controles saudaveis ndo relacionados. J& o hapl6tipo GCC estava
significativamente mais frequente em pacientes com EQZ em comparacdo com os controles
saudaveis ndo relacionados. Esse achado é possivel se o haplétipo ACC foi sendo transmitido
as familias de pessoas com EQZ (Kaur et al., 2019).

Ja em um grande estudo farmaco—genético da India, encontrou associacio significativa
do alelo T do polimorfismo rs6305 e a ndo resposta ao tratamento com a risperidona. No modelo
de regressdo logistica, o genotipo CT foi mais frequentemente associado a ndo resposta. Esse
foi o primeiro estudo a sugerir a associa¢do do polimorfismo com a resisténcia ao tratamento
(Kaur et al., 2017).

Sob outra perspectiva, investigando o polimorfismo rs6314 e a resposta a Clozapina em
pacientes identificaram uma associagdo significativa, porém nos modelos de dominancia e
heterose ndo foram identificadas associacOes (Badri et al., 1996). Enquanto dois estudos
encontraram maior frequéncia do alelo A entre os resistentes ao tratamento (Malhotra et al.,
1996; Nothen et al., 1995), uma meta—analise, demonstrou uma associacao entre o alelo A e
uma resposta ruim a clozapina (Arranz et al.,, 1998). Em concordancia com esse achado,

pesquisadores identificaram que o alelo A apresentou uma reducdo da afinidade de ligacéo ao
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antipsicatico e diminuicdo da poténcia do medicamento. Além disso, também foi detectado que
o alelo A estava significativamente associado a mé resposta ao tratamento com clozapina em
comparacdo ao alelo G (Masselis et al., 1998). Esses achados sugerem que o alelo A pode
interferir negativamente na resposta ao tratamento com a clozapina e, assim, provocar
dificuldade na melhora do quadro clinico.

Outra investigacéo verificou na Italia os polimorfismos rs6314 e rs1076560 descobrindo
que os individuos que apresentaram os alelos A (rs6314) e T (rs1076560) obtiveram maior
atividade pré—frontal na ressonancia magnética durante a memoria de trabalho. Esses achados
indicam que as variantes genéticas juntas HTR2A e DRD2 modulam a eficiéncia pré—frontal
fisiologica, durante a memoria de trabalho e também a resposta aos antipsicéticos (Blasi et al.,
2015). A relevancia dessa andlise esta em indicar genes diferentes juntos podem provocar mais
alteracdes quando comparados com um isolado.

Um recente estudo asiatico verificou uma possivel associacdo entre a EQZ e
polimorfismos presentes em alvos moleculares de antipsicéticos nos genes que codificam
dopamina (DRD1, DRD2, DRD3), receptores de serotonina (HTR2A, HTR6) e enzimas de
metabolizacdo de antipsicéticos. Posteriormente a correcdo para multiplos testes, o
polimorfismo rs6314 apresentou uma significancia limitrofe (borderline) do alelo A (Zakharyan
et al., 2020).

Dessa forma, ressalta-se a relevancia dos diversos achados para elucidar o impacto da
genética na resposta ao tratamento da esquizofrenia. Torna-se necessario que novas pesquisas
acontecam e o0s achados possam contribuir para avancos na conduta terapéutica
multiprofissional, em especial ao enfermeiro para sua pratica clinica do paciente com transtorno

psiquiatrico.

CONCLUSAO

O atual estudo verificou possiveis associagdes dos polimorfismos genéticos com a
ocorréncia da esquizofrenia refrataria e esquizofrenia geral. Este estudo € um dos poucos em
uma populacgéo brasileira a investigar polimorfismos no gene 5SHT2A buscando associa¢do com
esses dois subtipos do transtorno. Foi encontrada uma associac¢do do polimorfismo rs6311 com
a esquizofrenia refrataria. Como a amostra estudada ndo € probabilistica, é necessario que a
analise ocorra de forma criteriosa, em relacdo a validacéo externa, aprimorando o entendimento
da etiologia da doenca e contribuindo para os avangos no tratamento dos pacientes com a

doenca.
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A realizacdo de rastreamento genético de populagBes, nos campos dos transtornos
psiquiatricos, realizado por enfermeiros, € uma area pouco explorada, porém de grande
relevancia para melhorar a assisténcia prestada. O conhecimento da genética de transtornos,
como esquizofrenia, pode contribuir para a qualificacdo da gestdo do cuidado prestado pela
enfermagem psiquiatrica, principalmente pela proximidade da relagdo do profissional com o
paciente. Além disso, o entendimento da influéncia genética contribui para a escolha de
antipsicoticos, evitando a utilizacao de varias classes de medicamentos, diminuindo os gastos

publicos e o sofrimento causado pelo transtorno.
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6 LIMITACOES

d)

Como a amostra estudada nao € probabilistica, € necessario que a analise ocorra de
forma criteriosa em relacéo a validacédo externa;

Somente trés polimorfismos de nucleotideo simples no gene 5TH2A foi investigado
em uma amostra relativamente pequena;

A amostra final foi formada, a partir do momento, em que o paciente comparecia ao
local previamente agendado, por ser identificada a maneira mais apropriada para a
pesquisa. Em vista disso, apresenta a possibilidade de viés e ndo representatividade
da populacgéo;

Somente trés polimorfismos de nucleotideo simples no gene 5TH2A foi investigado

em uma amostra relativamente pequena.
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7 CONCLUSAO

b)

d)

Foi encontrada associacdo do polimorfismo rs6311 com a ocorréncia de
esquizofrenia refrataria. Porém, ndo foram identificadas associa¢fes entre o0s
polimorfismos rs6305 e rs6314 com a esquizofrenia refrataria e a esquizofrenia
geral.

A esquizofrenia possui alta herdabilidade e, portanto deveria ser possivel desde o
inicio a realizagdo de uma analise genética molecular.

Os achados deste estudo apontam para a necessidade de realizacdo de novos estudos
envolvendo a analise genética e a ocorréncia da esquizofrenia refrataria. Assim,
podera conhecer melhor os alelos que predispbem a patologia e, juntamente com
outras abordagens metodoldgicas, analisar a resposta aos antipsicoticos e, assim,
melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

A enfermagem na area de genética psiquiatrica é relativamente nova e, portanto
apresenta a necessidade que novas pesquisas sejam realizadas. Com isso, sera
possivel o desenvolvimento de estratégias de cuidado especializado ao paciente

portador de esquizofrenia, contribuindo com a adeséo ao tratamento.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UFS)

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

Convite
Vocé , do sexo com
anos de idade, natural de , residente na rua
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 presenga de polimorfismo ¢ qualidade de vida. E assim, esta pesquisa
almeja-se possibilitar ¢ subsidiar a construgdo de politicas publicas de satde direcionadas a esta
populagdo a fim de que sejam implementadas a¢des 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. Haverda 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¢io a sensibilidade dolorosa ¢ 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
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Contudo, esses riscos serdo minimizados através da utilizagdo de técnicas e principios
assépticos, materiais descartaveis de uso individual ¢ coleta de sangue realizada por colaborador
treinado ¢ experiente. Além disso, a entrevista serd 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
compensagdo material, nas despesas do participante ¢ acompanhantes, caso houver, tais como
transporte, alimentagio 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 participagdo esta isenta de despesas ¢
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 sera emitido em duas vias, sendo uma ao participante ¢ outra
arquivada com os pesquisadores.

Declaro que, enquanto participante, obtive espontanecamente o consentimento deste
participante de pesquisa para realizar este estudo, fui devidamente esclarecido sobre as questdes
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 (nos), . li e/ou ouvi as

informag¢des 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 questao por livre vontade

ndo tendo sofrido nenhuma forma de pressao ou influéncia indevida.

Assinatura do Participante de pesquisa
Data: / /

Impressao datiloscopica:

Rubrica do Participante da Pesquisa Rubrica do pesquisador responsavelpela
obtengdo do TCLE



APENDICE B — Questionario sociodemografico

QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO E CLINICO
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Nome completo do paciente:

N° do paciente: Data da Local da entrevista: ( ) 1.Servigo de saude ( ) 2.Casa do paciente
coleta: / /
Data de Nascimento:  / / 1. Sexo: ( ) 1.Masculino ( ) 2.Feminino

Entrevistador: a partir desta parte vocé deve ler as perguntas para o paciente

2. Qual é o seu estado civil? () 1.Solteiro(a) ( ) 2.Casado(a)/Unido Consensual
(_ )Divorciado(a)/Desquitado(a)/Separado(a)( ) 4.Viivo(a) ( ) 5. Nao sabe/ignorado

3. Até que série vocé estudou ou ainda estuda? () 1.Analfabeto ( ) 2.Ensino fundamental incompleto
() 3.Ens. fundamental completo () 4.Ensino médio incompleto ( ) 5.Ensino médio completo ( ) 6. Ens.
Superior incompleto () 7.Ensino superior completo () 8.Nio sabe/ignorado

4. Quantos filhos vocé tem? ( )1.Naotem ( )2.Um filho ( )3.Dois filhos ( ) 4.Trés filhos ou mais ( ) 5.Nao
sabe/ignorado

5. Vocé trabalha atualmente? 5.a -Se SIM, qual ¢ o seu trabalho atual?
( ) 1L.Sim ( )2.Nao

5.a—Se NAO, h4 quanto tempo parou | “Entrevistador marque sim ou ndo”

de trabalhar? 6.a.1 — Tem trabalho remunerado com carteira ( )1.Sim ( )2.Ndo
6.a.2 — Tem trabalho didrio remunerado sem carteira ( ) 1.Sim ( ) 2.Nao

Naio se aplica ( ) (Marcar “0”) | 6.a.3 — Tem trabalho nio diario regular remunerado ( ) 1.Sim ( ) 2.Nao
6.2.4 — Faz “bicos” externos esporadicos remunerado ( ) 1.Sim ( ) 2.Niao
6.a.5 — Recebe aposentadoria ( ) LSim ( )2.Nao
6.a.6 — Recebe ajuda financeira de alguém ( )1.Sim ( )2.Niao

Nio se aplica () ( Marcar “0”)
6. Com quem vocé mora atualmente? 7. Quantas pessoas moram em sua casa?

( ) LPais ( )2.Esposo(a) ( )3.Filhos ( )4.Sozinho
() S.Instituigdo ( ) 6.Outros ( ) 7.Ndo sabe

8. Qual ¢ a sua renda familiar atual? (Somando os salarios de todas as pessoas de sua casa)

() 1.Até 1 salario minimo(R$724,00) ( ) 2.Até 2 salarios minimos(R$1448,00)

() 3.De 3 a 4 salarios minimos(R$2172,00-R$2896,00) ( ) 4.Acima de 5 salarios minimos(R$3620.00)
() 6.Ndo sabe

9. Onde vocé faz o acompanhamento psiquiatrico? | 10.Ha quanto tempo vocé faz tratamento psiquiatrico?
( ) 1.Rede Publica () 2. Rede particular ( )1.Menosde lano ( )2.Dela2anos ( )3.De3a4anos
( )4.De3Sa9anos ( )3S.Acimade 10 anos ( ) 6.Ndo sabe

11. Quantas vezes vocé vai a0 médico psiquiatra para consulta?

12. Vocé ja ficou internado em hospital psiquiatrico? 13. Se sim, quantas vezes foi internado?
( ) 18im ( )2.Nio

14. Ha quanto tempo vocé usa clozapina?
( )1L.Himenosde l1ano ( )2.Entre le2anos ( )3.Entre3e4anos ( )4.Acimade 5 anos
() 5.Nao sabe

16. Vocé possui alguma destas doengas?
() L.Hipertensdo ( ) 2.Diabetes ( )3.Doenga do coragdo ( ) 4.Doenga renal
( ) 5.Outra:

() 6.Nio possui
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QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO E CLINICO

17. Quantos remédios vocé toma por dia? 18. Quais sio eles?
( ) 1.Apenas 1 ( ) 2. 2medicamentos | ( ) 1.N&o Sabe
( ) 3.3 medicamentos ( )4. Acimade 4 Nome Quantidade didria
( ) 5.N@o sabe 2.
3.
4.
5.

15. Vocé acha que o (os) remédio (0s) que vocé toma The prejudica?(de alguma forma, provocando uma sensacio
desagradavel).

( ) 1.N@o prejudica em nada ( ) 2.Prejudica, mas convivo bem com eles ( ) 3.Prejudica e atrapalha muito

( ) 4.Outros ( ) 5.Nio sabe

19. O que vocé diria da sua satisfagio com a satide? Vocé se 20. Vocé fuma atualmente?
considera: ( ) L.Sim ( ) 2. Ndo — siga paraa 26
( ) 1.Uma pessoa insatisfeita (apresenta varias queixas) ( ) 3.Ex-fumante — siga para a 23

( ) 2.Uma pessoa mais ou menos satisfeita (algumas queixas)
( ) 3.Uma pessoa completamente satisfeita com a satde
(nenhuma queixa)

( ) 4.Nao sabe

21. Quantos cigarros vocé fuma por dia? 22. Ha quanto tempo vocé fuma?
23. H4 quanto tempo que parou de fumar? 24. Quantos cigarros vocé fumava por dia?
25. Durante quanto tempo vocé fumou? 26. Voce faz uso de bebida alcodlica atualmente?

( )1.Sim ( )2. Ndo—® irparaa?28

27. Quantas vezes, nos ultimos 30 dias, vocé bebeu um ou mais drinques em um unico dia? (Um drinque = uma lata
de cerveja de 350 ml, uma taga de vinho ou uma dose de bebida destilada)

() 1.Todos os dias ou 4 —6 vezes por semana ( ) 2. De 3 a 5 vezes por semana () 3.De 1 a 2 vezes por semana

( ) 4. Menos de uma vez por semana ( ) 5. Nio bebeu nos ultimos 30 dias ( ) 6.N#o sabe

28. Durante seus periodos de folga ou lazer, nos tltimos 90 dias, com que frequéncia vocé caminhou para fazer
exercicios ou fez gindstica ou praticou algum esporte por pelo menos 30 minutos?

( ) 1.Todos os dias ou 4 — 6 vezes por semana ( ) 2. De 3 a 5 vezes por semana ( )3.De 1 a2 vezes por semana

( ) 4. Menos de uma vez por semana ( ) 3.N#o caminhou nos ultimos 90 dias () 6.N#o sabe

VERIFIQUE SE TODAS AS QUESTOES FORAM PERGUNTADAS E AS RESPOSTAS
CORRETAMENTE ANOTADAS. SE SIM, AGRADECA AO ENTREVISTADO E ENCERRE A
ENTREVISTA

NOME ENTREVISTADOR:

ASSINATURA: Data: / /
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ANEXOS A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

e s
Ceres|; ) CAMPUS CENTRO OESTE
NS

) DONA LINDU - CCO/ Wﬂv
—emmmsmimi . UNIVERSIDADE FEDERAL DE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: Richardson Miranda Machado

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 50020215.0.0000.5545

Instituicdo Proponente: Fundagéo Universidade Federal de S&o Jodo Del Rei - C. C. Oeste Dona
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.406.658

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo epidemiologico 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 exposigao e do efeito em uma amostra populacional, em um momento
temporario; isto é, 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 ndo a eles, em diferentes

graus.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL:

Analisar a ocorréncia de sindrome metabdlica 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: 35.501-296
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 bioquimicas estdo associadas a uma
melhor qualidade de vida;

e) Identificar a presenga dos seguintes polimorfismos do sistema dopaminérgico:1- Polimorfismo Tagl 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 participagdo neste estudo esta relacionado a possibilidade de constrangimento, ou reagbes
emocionais, durante a realizagédo 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 manutengao da
privacidade do mesmos, uso de sala reservada para a entrevista,ambiente confortavel, manutengao do
sigilo, explicacéo prévia dos objetivos da pesquisa com posterior assinatura no termo de compromisso. Além
disso, serao 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 saude como sindrome metabdlica
e a refratariedade da esquizofrenia

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A definicdo da capacidade de entender e responder a pesquisa € subjetiva e apenas o item destacado "isso
sera avaliado juntamente com o participante explicando os objetivos da pesquisa apés a leitura do TCLE na
integra" nao pode predizer a capacidade do participante responder ou néo 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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Declaragao de Autorizacao2.pdf 02/10/2015 |Richardson Miranda | Aceito
Instituicdo e 16:39:04 |Machado
Infraestrutura

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

DIVINOPOLIS, 11 de Fevereiro de 2016

Assinado por:

JULIANO TEIXEIRA MORAES
(Coordenador)

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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