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RESUMO

Introducao — A dopamina esta envolvida no controle de movimentos,
aprendizado, humor, emocodes, cognicdo e memoria. Polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP — single nucleotide polymorphism) do gene do receptor
D2 de dopamina (DRD2) foram associados com diversos sintomas mentais e

comportamentais, incluindo alteragdes cognitivas e emocionais.

Objetivos — Estudar a associagdo entre os SNPs ¢c.957C>T (rs6277) e o c.-
585A>G (rs1799978) do gene DRDZ2 e caracteristicas do comportamento de
criancas e adolescentes baseados no inventario Child Behavior Checklist
(CBCL).

Método — Criancas e adolescentes entre oito e 20 anos, acompanhadas
ambulatorialmente, tiveram a genotipagem dos SNPs ¢.957C>T e c¢.-585A>G
com aplicagcdo da escala CBCL junto aos cuidadores. Os dados foram
arquivados e analisados utilizando-se o software SPSS, versao 22.0 e o teste de
qui-quadrado foi aplicado para avaliar as diferengas em frequéncia dos alelos C
e T do polimorfismo ¢.957C>T e dos alelos A e G do polimorfismo c¢.-585A>G,
em relacdo aos escores agrupados da CBCL. O nivel de significancia adotado
foi de 5%.

Resultados — Oitenta e cinco pacientes foram avaliados e a presenga do alelo
T (C/T e T/T) do polimorfismo DRD2 ¢.957C>T se associou com a ocorréncia de
problemas desafiadores e de oposicao e problemas de atencao e hiperatividade,
enquanto a auséncia do alelo T (C/C) se associou com problemas para se
alimentar. Nao foram encontradas associagées com o polimorfismo DRD2 c.-
585A>G. Os alelos pesquisados estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Conclusdo — A presenca do alelo T (C/T, T/T) do SNP ¢.957C>T esteve
associada com condicdes de dificuldade de controle dos impulsos, autocontrole
das emocoes e regulacdo do comportamento contribuindo para a identificacao
de fendtipos comportamentais e mentais associados a expressao de genes.

Palavras chaves - Polimorfismo Genético, Dopamina, Comportamento



ABSTRACT

Introduction — Dopamine is involved in the movement control, learning, mood,
emotions, cognition and memory. Single nucleotide polymorphisms (SNP) of the
dopamine D2 receptor gene (DRDZ2) were associated with several neurological

and mental disorders, including alterations in cognitive and emotional processes.

Objectives — The aim of this study was to evaluate the association between the
SNPs ¢.957C>T (rs6277) and c.-585A> G (rs1799978) of the DRDZ2 gene and
behavioral characteristics of children and adolescents, based on the inventory
Child Behavior Checklist (CBCL).

Method — Children and adolescents between eight and 20 years old, followed-up
clinically, had the genotyping of the c.957C> T and c.-585A> G SNPs and the
application of the CBCLwas performed with caregivers. Data were stored and
analyzed using the SPSS software, version 22.0, and the chi-square test was
used to assess differences in the frequency of C and T alleles in the
polymorphism ¢.957C>T and of A and G alleles in the polymorphism 585A>G,

regarding the grouped CBCL scores. The significance level was 5%.

Results — Eighty five patients were assessed and the presence of the T allele
(C/T and T/T) of the DRD2 ¢.957C>T polymorphism was associated with the
occurrence of defiant and opposition problems and attention and hyperactivity
problems, while the absence of the T allele (C/C ) was associated with problems
with feeding. There were no associations regarding the DRDZ2 c.-585A>G
polymorphism. The SNPs were in Hardy-Weinberg-equilibrium.

Conclusion — The presence of the T allele (C/T, T/T) in the ¢.957C>T SNP was
associated with conditions of difficulty in impulse control, self-control of emotions
and conduct adjustment, contributing to the identification of mental and
behavioral phenotypes associated with gene expression.

Keywords — Polymorphism, Genetic; Dopamine, Behavior
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INTRODUCAO

Transtornos mentais na infancia e adolescéncia

Os transtornos mentais, neuroldgicos e por uso de substancias
psicoativas constituem cerca de 13% dos gastos relacionados as doengas
humanas, com um aumento de 41% entre 1990 e 2010, sendo estimado que tais
transtornos séo responsaveis por um em cada 10 anos de vida perdida(1,2).

A prevaléncia de algum transtorno mental em qualquer nivel de
gravidade ao longo da vida € de 46,4%, no qual os transtornos de ansiedade
correspondem a 28,8%, seguidos dos transtornos de controle dos impulsos
(24,8%), transtornos de humor (20,8%) e por uso de substancias (14,6%)(3). Os
estudos demonstram que muitos pacientes relatam o inicio dos sintomas na

infancia, sendo que dois tercos o relatam antes da adolescéncia (3).

Os transtornos de ordem psiquidtrica sdo também bastante
prevalentes na populagcédo infantil, afetando cerca de 13% das criangas
brasileiras em idade escolar(4). De acordo com os achados de Paula et al., os
valores de prevaléncia na populagdo em idade escolar, para quadros ansiosos,
foram 7,2%; para quadros depressivos, 0,5%; para déficit de atencdo e
hiperatividade, 4,5%; e para transtornos de conduta e desafiadores de oposicao,
2,3% (4). Além disso, o inicio precoce dos transtornos estd associado a piores

fatores de risco e a pior prognostico na vida adulta(5).

Modelos de explicacao e classificacao em psiquiatria

As buscas de modelos explicativos para os transtornos psiquiatricos
envolvem processos a partir de perspectivas bioldgicas, psicoldgicas e
socioculturais, os quais fogem dos modelos mecanicistas e exatos que buscam
uma explicacao unica com base em principios fundamentais ou em um conjunto
de leis basicas, como as da fisica.(6,7).

As formulagdes diagndsticas e as bases descritivas que compdem as
sindromes psiquiatricas derivam em parte das contribuicdes de Emil Kraepelin
(1856-1926) que, além disso, foi pioneiro na busca de outros campos da ciéncia
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relacionados como a psicologia, neuropatologia, farmacologia e genética, numa

forma de melhor entender os fendmenos psiquiatricos.(8)

As classificagdes psiquiatricas nos séculos XIX e XX baseavam-se em
pressupostos de caracteristicas elementares dos transtornos mentais, as quais,
enquanto construtos pouco definidos, podiam mudar drasticamente quando
observadas sob angulos diferentes(9). Um desapontamento quanto a tais
classificacdes era que elas, em sua maioria. ndo conseguiam ser validadas, seja
pela ndo descoberta de etiologia ou via fisiopatologica, seja pela convergéncia
de indicadores independentes, levando a um processo multifatorial como o mais

provavel para a origem dos transtornos mentais(7).

Etiologia dos transtornos mentais

Os transtornos mentais sdo o reflexo de uma complexa interacao
entre genes e diversos ambientes através de um processo dinamico e complexo,
que resulta em mudangas de curto e longo prazo em fatores como a expressao
génica, interagbes celulares, formagcdo de estruturas e circuitos neurais e
comportamento de longo prazo(10-12). Segundo Kenneth Kendler, uma
abordagem em multiplos niveis de causalidade (biolégico/genético, psicoldgico,
social e cultural/econdmico) apresenta uma maior chance de aproximagao

plausivel das entender as causas dos transtornos de ordem mental(6).

As causas dos transtornos mentais surgem a partir de inter-relagdes
dimensionais, complexas, em multiplos niveis, entre caracteristicas especificas
do individuo (fatores biol6gicos, genéticos e psicoldgicos), caracteristicas
ambientais (cuidado parental, relacionamento interpessoal, exposi¢éo a eventos
estressores) e sociais (rede de apoio, vizinhanga, nivel socioeconémico)(11). A
suscetibilidade genética de cada individuo a um determinado transtorno pode
variar muito e a expressao desses genes pode depender da particularidade de
ambientes de risco(13,14).

O gendtipo do individuo pode alterar o efeito da exposicao que um
estressor ambiental provoca em relacdo ao desenvolvimento de transtornos
mentais, atuando como moderador do efeito de eventos adversos(10,15). A
interacdo gene-ambiente é marcada por heterogeneidade na resposta das
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pessoas a tais eventos, com respeito a diferencas na probabilidade do
desenvolvimento do transtorno em questao(11). Nesse sentido, observa-se que
0 mesmo estressor pode adquirir propor¢des devastadoras em um individuo,
enquanto em outro pode promover o crescimento e o fortalecimento pessoal,
dando origem ao conceito de resiliéncia(11). Evidéncias mostram que
caracteristicas individuais prévias ao evento estressor, como temperamento e
funcionamento cognitivo, que estdo sob influéncia genética, estdo associadas a
resiliéncia, além de outros fatores, que operam em diferentes momentos do

tempo em relacédo ao evento. (11,16,17)

Ap6s a varredura de todo o genoma, nao foram encontraram
resultados consistentes que associassem variagdes comuns no genoma aos
transtornos psiquiatricos e, mesmo nos estudos com autismo e esquizofrenia, o
efeito de associagao foi muito pequeno(18). A partir de entdo, diversos estudos
comecaram a avaliar o papel das variacbes genéticas nos processos
psicoloégicos, e ndo mais em associa¢cdes das variagbes genéticas com
sindromes psiquiatricas como unidade de andlise(11,15-17).

Bases fisiopatoldgicas dos transtornos mentais
Esquizofrenia

A esquizofrenia é uma sindrome comportamental, mental e cognitiva
complexa, heterogénea, que afeta cerca de 1% da populacdo mundial adulta e
tem relacdo com o desenvolvimento do cérebro causadas por fatores genéticos
e ambientais (19,20). Multiplos genes, com efeitos minimos e penetrancia
incompleta, podem interagir entre si e com diversos fatores ambientais, levando
ao quadro final de esquizofrenia(21,22). Sua herdabilidade é 80% em gémeos

monozigoticos e a idade média de inicio entre 16 a 30 anos (19,23,24).

A disfuncao da neurotransmissdo dopaminérgica contribui para a
génese dos sintomas psicéticos, mas também ha evidéncias da participagcao
ampla e variavel de outras areas do cérebro e circuitos como variagcbes em genes
que codificam receptores glutamatérgicos, serotoninérgicos, colinérgicos,
endocanabinoides, do acido gama-aminobutirico (GABA) e de proteinas das
familias de canais de calcio voltagem dependentes(19,21,25-27).
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Transtornos do humor

Os transtornos do humor sado condicbes psicopatolégicas e
neurobioldgicas complexas. A prevaléncia da depressao é cerca de 10 a 25%
em mulheres e 5 a 12% em homens, enquanto a prevaléncia do transtorno
bipolar € cerca de 1,5%, afetando igualmente homens e mulheres(28). A
presenca de transtornos do humor na infancia aumenta o risco desses
transtornos na idade adulta (29). A ocorréncia de depressao, por exemplo, dobra
o risco dessa condicdo na adolescéncia, bem como a presenca de sintomas
depressivos antes dos vinte anos quase triplica o risco de depressao no adulto
(16% e 43%, respectivamente)(29).

O transtorno afetivo bipolar em criangcas e adolescentes mostra-se
ainda controverso em relagdo aos limites de sintomas maniacos nessa faixa
etaria. A prevaléncia da doenca bipolar na infancia nos Estados Unidos, passou
de 0,42% em 1994 para 6,7% em 2003, enquanto nos paises europeus 0S
valores permaneceram baixos(30). A controvérsia sobre os episddios de mania
e hipomania na infancia levou a questionamentos quanto a outros possiveis
diagnésticos relacionados, como quadros de déficit de atencao e hiperatividade
graves e desregulacao grave do humor, que foi incluido no DSM-5 como

transtorno disruptivo da desregulagédo do humor(30,31).

O conhecimento sobre alteragbes nos sistemas monoaminérgicos,
como as vias que envolvem noradrenalina, serotonina, dopamina e glutamato,
evoluiu de forma consideravel nas ultimas décadas, levando a uma melhor
compreensao dos mecanismos celulares e das vias de sinaliza¢do intracelular,
sendo as principais: adenilato ciclase, guanilato ciclase, fosfoinositideo, induzida
por calcio, via da Wnt e tirosina quinase(32—-34). Essas vias séo o local de agéao
das medicagdes antidepressivas e antimaniacas (32-34).

Transtornos de ansiedade

Os transtornos de ansiedade associam-se a uma variedade de
alteracbes em  substratos  neuroanatémicos, neuroendécrinos e
neurotransmissores(35). Caracterizam-se por medo disfuncional e/ou ansiedade

que afetam de forma negativa criancas e adolescentes, sendo acompanhados
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por representacdes cognitivas, sintomas fisicos e modificagdes comportamentais
disfuncionais quanto a intensidade, duracao ou frequéncia(35). Os quadros de
ansiedade na infancia e adolescéncia afetam de 2,5 a 30% dessa populagao e
sao representados pelos transtorno de panico (TP), transtorno de ansiedade
generalizada (TAG), transtorno de estresse pds-traumatico (TEPT), transtorno
de ansiedade social (TAS), transtorno de ansiedade de separacao e transtorno
obsessivo-compulsivo (TOC)(35-37).

O TP se origina de uma disfungao no circuito cerebral do medo e
evidencia alteracao na funcao serotoninérgica (38,39). O TP é considerado o de
maior herdabilidade, e em parentes de primeiro grau de pacientes com TP, o
risco de desenvolvé-lo é de 5 a 16% (36). A vulnerabilidade genética ao TP é
estimada entre 30 e 40% (36).

O TAG se caracteriza por preocupacao excessiva referente a
acontecimentos ou atividades na maior parte dos dias e sua prevaléncia
aproximada, ao ano, € de 3 a 5% (36,40). A hipdtese sobre a etiologia do TAG é
a da desregulacdo do receptor regulatério GABAa. e, além disso, haveria a
atividade diminuida dos receptores de benzodiazepinicos e do receptor de
serotonina(40-42). A contribuicao genética no TAG é menos evidente do que em
outros transtornos ansiosos, com herdabilidade em torno de 30% nas pesquisas
com gémeos monozigdbticos(42).

O TEPT ocorre apdés exposicdo € caracterizado por sintomas
intrusivos, evitacdo, perturbacdo dos estados emocionais e excitagcdo e
reatividade aumentadas (43). Sua prevaléncia durante a vida é estimada em 1
a 14% (36,43). O modelo neuroanatémico para o TEPT coloca como estruturas
envolvidas: o hipocampo e sua diminuicdo pos exposicdo a multiplos
estressores; 0s sistemas subcorticais, que regulam o medo, particularmente a
amigdala; a estrutura do cingulo anterior, relacionado ao medo condicionado; o
eixo hipdfise-hipotalamo-adrenal, que se torna hipoativo; e o sistema nervoso
simpatico, com hiperatividade (43,44). A neurotransmissao envolvida no TEPT
€ creditada ao sistema serotoninérgico, noradrenérgico, GABAérgico e
dopaminérgico (45—47). A herdabilidade, tanto para sintomas gerais quanto para
especificos do TEPT, como  revivescéncias, evitagdo e hipervigilancia varia
entre 30 a 40% (48).
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O TAS inicia-se comumente no principio da adolescéncia, com
prevaléncia de até 16% da populacao (49). O TAS tem, como caracteristicas, um
medo excessivo de ser observado, avaliado negativamente ou humilhado em
situacdes de exposicao social, acompanhado de sintomas fisicos e evitagdo da
situagdo temida (49). Os dois principais sistemas envolvidos no TAS séo o
serotoninérgico, com uma menor ligacdo ao receptor SHT1A nas regibdes
limbicas e paralimbicas (amigdala, nucleo dorsal da rafe, insula e cingulo
anterior), e o dopaminérgico, com sitios de menor receptacdo de dopamina e
menor potencial de ligagcdo dos receptores D2 no estriado (49,50). O fator
genético para herdabilidade é estimado em 65% e poucos genes vem sendo
associados a ansiedade social, sendo citados os genes da catecol O-
metiltransferase (COMT) e do transportador de dopamina (DAT1), além da
associacao com genes de transporte do 5-HT.

O TOC possui uma prevaléncia na vida adulta de 2,3% e, na
populagao pediatrica, entre 2 a 4%, entre as idades de 7,5 a 12,5 anos (51,52).
O modelo de explicagdo neuroanatémico aponta para o envolvimento de
estruturas do cértex orbitofrontal, do cingulo anterior, dos génglios da base e
talamo, num desequilibrio entre as vias direta e indireta gerando um déficit de
inibicdo comportamental (53). Os receptores mais importantes implicados no
TOC sao serotoninérgicos, dopaminérgicos e glutamatérgicos (53). Quanto a
herdabilidade, os estudos com gémeos monozigbéticos demonstram sintomas
obsessivos-compulsivos em criancas com valores entre 27 a 65% e uma

influéncia poligénica (54).

Transtorno de déficit de atencao e hiperatividade

O transtorno de déficit de atengdo e hiperatividade (TDAH)
manifesta-se antes dos 12 anos de idade e, segundo levantamentos
populacionais, a prevaléncia na maioria das culturas ocorre em cerca de 5% das
criangas e 2,5% dos adultos (55). Dentre as causas do TDAH sao aventados
fatores genéticos, disturbios do neurodesenvolvimento e fatores psicossociais
(56).
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Estudos de neuroimagem, neurofisiologia, neuroquimica e genética
do TDAH sugerem um desenvolvimento anormal das fungdes cerebrais
relacionadas a cognicao, atencdo, emogao e controle motor (57). Os
neurotransmissores envolvidos no TDAH incluem os sistemas dopaminérgico,
adrenérgico, serotoninérgico e colinérgico (56,57). Os estudos genéticos
mostram uma herdabilidade entre 60-75% e sugerem um grande numero de
genes envolvidos, cada um com um pequeno, mas significativo, efeito,
interagindo com fatores ambientais para aumentar a suscetibilidade para o TDAH
(57).

Transtornos disruptivos, do controle de impulsos e da conduta

Os transtornos disruptivos, do controle de impulsos e da conduta
incluem condicbes que envolvem problemas de autocontrole de emocgdes e
comportamentos, os quais violam os direitos dos outros e/ou colocam os
individuos em conflitos com normas sociais ou figuras de autoridade (55).
Transtorno de oposicdo desafiante (TOD), transtorno da conduta (TC) e
transtorno explosivo intermitente (TEI) tem uma prevaléncia de 3,3%, 4% € 2,7%,
respectivamente (55).

O suporte neurobioldégico para o TEI evidencia anormalidades no
sistema serotoninérgico e dopaminérgico, areas do sistema limbico (cingulado
anterior) e do cértex orbitofrontal, com respostas da amigdala a estimulos de
raiva mais intensas em individuos com TEI, em comparacdo com individuos
saudaveis (58,59).

O TOD e o TC sofrem influéncias de fatores genéticos e ambientais e
apresentam disfungdes associadas a regulacao e ao processamento da punicao
(reatividade ao cortisol diminuida ao estresse, hiporreatividade da amigdala a
estimulos negativos e prejuizo na transmissdo serotoninérgica e
noradrenérgica), processamento de recompensa (hiporreatividade do sistema
nervoso para os estimulos de incentivo e baixa atividade do cértex orbitofrontal
para recompensa e disfuncdo dopaminérgica) e controle cognitivo (deficiéncia
nas funcdes executivas quando fatores motivacionais estdo envolvidos, com
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prejuizo no funcionamento do sistema paralimbico, englobando o cértex

cingulado e o orbitofrontal) (60).

Transtornos da alimentacao

Os transtornos da alimentacdo acometem, em sua maior parte,
adolescentes e adultos jovens do sexo feminino, sendo as duas principais
sindromes a anorexia nervosa (AN) e a bulimia nervosa (BN) (61). A prevaléncia
de AN é de 0,5 a 2%, com um pico de idade de inicio dos 13 aos 18 anos e taxa
de mortalidade de 5 a 6% (61). A prevaléncia de BN varia entre 0,9 a 3% com
dade de inicio dos 16 aos 17 anos e taxa de mortalidade estimada de 2% (61).

Os mecanismos para controle da ingesta alimentar envolvem
interacdes entre neurotransmissores (serotonina, noradrenalina e dopamina),
neuromoduladores (colecistocinina, horménio liberador de corticotrofina,
peptideo Y, leptina e vasopressina) e substancias neuroendécrinas (horménio
luteinizante, hormdnio foliculo-estimulante, hormaénio liberador de gonadotrofina,

hormaonios tireoidianos, cortisol, horménio do crescimento e insulina)(62—64).

Autismo

As caracteristicas do transtorno do espectro autista (TEA) sao:
prejuizo persistente na comunicacao e interagdo social, e padrdes restritos e
repetitivos de comportamento, interesses ou atividades (55). Estudos de
neuroanatomia mostraram uma redugdo no numero de neurdnios na amigdala,
no giro fusiforme, no cerebelo e sinais de neuroinflamacao persistente (65). Ha
alteracoes nos sistemas de neurotransmissores serotoninérgico e GABAErgico,
sendo descritas a hiperserotoninemia e a reducao na expressao de enzimas e
receptores GABA, além da descrigdo de alteragdes nos sistemas de ocitocina e
vasopressina em relagdo aos prejuizos no contato social (65). Estimativas de
herdabilidade com base em taxas de concordancia entre gémeos variam de 37
a 90% (65,66).
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Neurotransmissao dopaminérgica no cérebro humano

A dopamina é um neurotransmissor que consiste de uma molécula
catecol ligada a uma etilamina, sendo classificada como catecolamina, e esta
envolvida no controle dos movimentos, humor, emog¢des, aprendizado, memoria

e cognigao(67-70).

A sintese de dopamina ocorre primariamente no terminal pré-
sinaptico, via hidroxilagdo do aminoacido tirosina, pela enzima tirosina
hidroxilase (TH), para L-Dopa (3,4 dihidroxifenilalanina)(69,70). Uma vez gerada,
a L-Dopa é rapidamente convertida em dopamina pela enzima L-aminoacido
aromatico descarboxilase (AADC), uma mesma enzima envolvida na producao
de serotonina. Apds a sintese, a dopamina € sequestrada do citosol e
armazenada dentro de vesiculas sinapticas transportadoras de monoaminas
vesicular (VMAT) (69,70). A dopamina vesicular é liberada na sinapse no
terminal neuronal por exocitose, ap6s estimulacdo (potencial de acao), e
reciclada de volta para dentro do terminal pelo transportador de dopamina (DAT)
ou degradada pela acdo das enzimas MAO ou COMT (69,70).

Os neurbnios dopaminérgicos centrais, conforme figura 1, originam-
se em distintas partes do cérebro, podendo ser distinguidas quatro vias
principais: via mesolimbica, mesocortical, nigroestriatal e tubero-infundibular
(67,69,71). A via mesolimbica esta associada a recompensa e comportamentos
aprendidos, tendo, em sua disfuncao, problemas associados de dependéncia e
comportamentos aditivos, esquizofrenia e outras psicoses, e disturbios da
atencdo e hiperatividade (67,69,71). A via mesocortical é responsavel por
motivagéo, recompensa, emogao e controle dos impulsos, estando implicada nos
sintomas deficitarios da esquizofrenia e nos disturbios da atencado e
hiperatividade (67,69,71). A via nigroestriatal é reguladora do movimento e seu
comprometimento € evidente na doenga de Parkinson e nos efeitos colaterais
das medicagbes antipsicoéticas, incluindo a discinesia tardia (67,69,71). A
dopamina liberada na via tabero-infundibular é transportada pelo suprimento
sanguineo hipofisario até a hipo6fise, em que regula a secrecado de prolactina
(67,69,71).
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Hipotalamo

Area tegmental ventral Substancia negra

Figura 1: Vias centrais da dopamina. Os neurénios que se originam no hipotalamo e
projetam-se para a hipéfise (seta azul) sdo tonicamente ativados e inibem a secrecao
de prolactina sendo esta a via tubero-infundibular. Os neurdnios que se projetam da
substancia negra para o estriado (pontilhado) regulam o movimento através da via nigro-
estriatal. Acredita-se que os neurbnios dopaminérgicos que se projetam da area
tegmental ventral para o sistema limbico e o cértex pré-frontal (setas pretas cheias)
desempenham papéis na regulagdo do humor e do comportamento, formando as vias
mesolimbica e mesocortical. Fonte: adaptado de ‘Principios de Farmacologia - A Base
Fisiopatologica da Farmacoterapia”, 2009.

Receptores dopaminérgicos

Os receptores de dopamina séo distintos de outros na farmacologia,
na sequéncia de aminoacidos, na distribuicdo e nas fungdes fisioldgicas, sendo
organizados em duas familias — os receptores tipo D1 e os tipo D2, de acordo
com o efeito sobre a formagao de adenosina-monofosfato ciclico (CAMP)(67,69).
A ativacao dos receptores classe D1 leva a um aumento do cAMP, enquanto os
tipos D2 inibem a producdo de cAMP (67,69). Os estudos dessas proteinas
receptores revelou cinco receptores distintos, codificados, cada um deles, por
um gene. A classe D1 contém dois receptores de dopamina (D1 e D5), enquanto
a classe D2 contém trés receptores (D2, D3 e D4) (67,69).

Os receptores D1 e D2 sdo expressos em altos niveis em sistema
limbico, talamo, hipotdlamo e estriado (nucleo caudado e putdmen), onde
desempenham papel no controle motor dos nucleos da base, bem como no
nacleo accumbens e tubérculo olfatério(67,69,72). Os receptores D2 sao
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também expressos em altos niveis nos lactéforos da adeno-hipéfise, regulando
secrecao de prolactina, e sdo esses 0s receptores importantes para a acao dos
antipsicoticos(67,69,72). Os receptores D3 e D4 estdo relacionados aos
receptores D2 tanto funcional quanto estruturalmente, sendo os D3 expressos
no sistema limbico, enquanto os receptores D4 foram localizados em coértex
frontal, diencéfalo e tronco encefalico (67,69,72). Os receptores D4 também sao
um possivel alvo para a esquizofrenia e dependéncia de drogas, além do
controle do alerta e do humor(67,69,72). Os receptores D5 apresentam
distribuicao esparsa e sdo expressos em baixos niveis no hipocampo, tubérculo
olfatério e hipotalamo(67,69,72).

Polimorfismo de nucleotideo unico

Diferentes versdes de uma determinada sequéncia de DNA em um
local cromoss6mico sdo chamadas de alelos(73). Quando os alelos sao tao
comuns que sao encontrados em mais de 1% dos cromossomos na populagéao
em geral, constituem um polimorfismo genético(74). Qualquer sitio de DNA no
qual existam alelos multiplos como componentes estaveis da populacao é, por
definigao, polimorfico(74). Dentre os diferentes tipos de polimorfismos, um € o
chamado de SNP (do inglés: single nucleotide polymorphysm), que ocorre
quando um nucleotideo € substituido por outro na sequéncia de DNA, como
mostra a figura 2 (73,74).

Os SNPs sao variacées uniformemente distribuidas por todo o
genoma, aparecem cerca de uma vez a cada 100-300 pares de bases ao longo
do genoma humano e podem ser encontradas em introns, éxons e sequéncias

regulatérias no genoma (73,74).
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Figura 2: Polimorfismo de Nucleotideo Unico - SNP (Single Nucleotide Polymorphysm)
€ uma alteracdo no codigo genético de um individuo onde um Uunico nucleotideo
(adenina [A], citosina [C], guanina [G] ou timina [T]) esta substituido por outro na
sequéncia de DNA. Fonte: https://neuroendoimmune.wordpress.com/2014/03/27/dna-
rna-snp-alphabet-soup-or-an-introduction-to-genetics/

Gene DRD2 - OMIM *126450(75)

O gene do receptor D2 de dopamina (DRD2), localizado em 11g23.2,
possui 8 éxons distribuidos em 66 kb, dos quais cerca de 50 kb correspondem
ao intron que separa o primeiro éxon dos demais éxons codificantes. Sete éxons
codificam uma proteina com 443 aminodcidos do receptor de dopamina D2 e
este gene pOoSSsui 579 variacoes nucleotidicas descritas
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;g=E
NSG00000149295;r=11:113409615-113475691;t=ENST00000362072).

O DRD2 apresenta duas isoformas, uma longa e outra curta, as quais
sao geradas por um splicing alternativo do exon 6 no mRNA(71). Ambas tem
funcdes distintas, bem como uma capacidade diferencial para aumentar a
concentracdao de DRD2(71). A isoforma curta é denominada de D2S e a longa
de D2L, sendo as duas expressas concomitantemente nas mesmas células (76).
Estudos in vivo sugerem que D2S atue como autorreceptor e se concentre na
membrana pré-singptica, enquanto D2L se encontra preferencialmente na

membrana pos-sinaptica(76).

A sinalizacao dos receptores regula funcgbes fisioldégicas, como
locomocgao, produgao de horménio e tendéncia ao abuso de drogas (76). Este
gene esta envolvido na farmacodindmica e tem grande interesse investigativo,

pois pode afetar o mecanismo de agdo de uma determinada droga no organismo,
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devido a suas variaces genéticas, o que pode levar a mudangas na resposta
clinica(76).

A dopamina modula a motivagdo e a circuitaria de recompensa
central, de modo que deficiéncias na transmissao dopaminérgica por meio de
antagonismo de seus receptores podem perpetuar o aumento de ingestao
alimentar, como forma de compensar um circuito de recompensa atenuado (77).
Estudos utilizando variagbes nucleotidicas como alvos apontaram que
determinadas variantes de DRDZ2 estao envolvidas no ganho de peso induzido
por antipsicéticos (77-79), Variacbes genéticas podem levar a alteragcées na
expressao dos receptores dopaminérgicos, modificando a resposta clinica dos
pacientes em uso de antipsicéticos, e causando efeitos colaterais
indesejaveis(77-79).

A variacao c.-585A>G (rs1799978), em que ocorre a troca de A para
G na posicao c.-585, tem sido associada a uma resposta mais rapida ao
tratamento com antipsicoticos em adultos com esquizofrenia (80). Este achado
é consistente com os resultados de que uma menor densidade de DRD2 poderia
estar associada a uma ocupacao relativamente maior de receptores, resultando
em uma melhor resposta ao tratamento (80,81). Poderia, entretanto, também se
correlacionar a uma maior concentracao de prolactina, uma vez que o bloqueio
dopaminérgico aumenta a sua liberacado (80,81). De acordo com um estudo
sobre variantes do receptor D2 e inducao de hiperprolactinemia em criancas e
adolescentes, o gendtipo A/A desta variante foi associado a um efeito protetor
forte contra a elevagéo da prolactina (82). O alelo A tem resposta mais rapida ao
tratamento com risperidona (80). A dopamina inibe a secrecéo de prolactina, ao
atuar nos receptores D2, de modo que drogas que bloqueiam esses receptores

aumentam niveis de prolactina(82).

O polimorfismo ¢.957C>T (rs6277), localizado no sétimo éxon do
gene, representa uma mudanga silenciosa no coédon 319, onde ocorre a troca de
uma citosina (C) para uma timina (T) na posicao ¢.957C>T. O alelo T esta
associado com a reducdo e a estabilidade do mRNA e com uma baixa
disponibilidade de DRD2 no estriado em individuos saudaveis (83,84). Esta
mesma variante encontra-se em menor frequéncia em individuos com

esquizofrenia, possuindo um efeito protetor contra o transtorno, comparado com
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a variante C, associada a maior expressao de receptores DRD2 (85). O genétipo
T/T foi também encontrado em maior quantidade em individuos com sintomas
de depressao (86). Esse SNP também é associado com consumo de élcool
(87,88). Em outro estudo, com pacientes com doenca de Parkinson, em
tratamento com levodopa, encontrou-se uma associacdo deste marcador

genético com ocorréncia de discinesia (89).

Os neurotransmissores de dopamina tém tido um papel chave nos
estudos dos sintomas da esquizofrenia, pois a ativacao de receptores D2 por
uma variedade de agonistas provoca aumento da atividade motora e

comportamental, agravando a condicao (19,80).

A auséncia de cura ou de tratamentos marcadamente exitosos, além
da escassez de intervencdes preventivas para os transtornos mentais, refletem
uma compreensdo limitada do cérebro e seus mecanismos moleculares e
celulares.(2) Iniciativas de cooperagéo global para realizacdo de pesquisas
sobre etiologia e tratamento dos disturbios de ordem mental e neuroldgica, assim
como a implementacao de politicas que visem intensificar intervencdes eficazes

séo a proposta do consércio Grandes Desafios em Saude Mental Global(2).

A maioria dos transtornos psiquiatricos é causada por interacbes
complexas entre varios genes e fatores ambientais. A andlise do
sequenciamento do DNA tem identificado diversos SNPs a determinadas
caracteristicas de transtornos mentais e comportamentais, bem como
identificado genes associados a uma determinada doenca ou fendtipo

comportamental, sendo assim, é possivel utiliza-las como marcadores genéticos.

Assim, o estudo aprofundado dos SNPs se aplica ndo apenas ao
processo de diagnostico, mas também a prevencao (33). Uma visdo mais ampla
dos efeitos dessas variantes génicas pode ganhar nova importancia a medida
que se, p.ex, possam criar farmacos geneticamente orientados de acordo com

as necessidades de cada paciente (33,34).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar a associacao entre polimorfismos do gene do receptor D2
de dopamina e identificar fendtipos comportamentais e mentais ligados a

expressdo desse gene.

Objetivo especifico

Investigar a associacdo entre os polimorfismos c¢.-585A>G
(rs1799978) e ¢.957C>T (rs6277) do gene do receptor D2 do sistema
dopaminérgico humano e identificar possiveis fendtipos comportamentais e

mentais em criancas e adolescentes.
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SUJEITOS E METODOS

Tipo de estudo — Trata-se de um estudo descritivo do tipo

transversal.

Local do estudo — O estudo foi realizado no Ambulatério de
Psiquiatria de Criancas e de Adolescentes do Hospital de Clinicas (HC) da
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp), no periodo de marco de 2014 a agosto de 2015. Trata-se de um
servigo que atende tipicamente casos graves, em niveis de média e alta
complexidade de atencdo a saude mental que aqueles mais comumente

encontrados na rede primaria de saude.

Selecao dos sujeitos - A populacdo do presente estudo foi
selecionada por conveniéncia, sendo composta pelos pacientes incluidos em
estudo anterior (Farmacogenética dos efeitos adversos da risperidona em
criangas e adolescentes) que avaliou as frequéncias de obesidade, hipertensao
arterial, sindrome metabdlica, resisténcia insulinica, dislipidemias e
hiperprolactinemia em criancas e adolescentes em uso de risperidona para o
tratamento de transtornos mentais e comportamentais (90,91). Os pacientes
daquele estudo que permaneceram em acompanhamento psiquiatrico no HC-
Unicamp foram, em sua prépria figura e na de seus responsaveis legais,

convidados a também participar do presente estudo.

Populacao de estudo — Oitenta e cinco criancas e adolescentes entre
oito e 20 anos de idade, em tratamento de transtornos mentais e
comportamentais para os quais a risperidona era prescrita, foram avaliados, com
realizacdo de genotipagem dos SNPs estudados e aplicacdo de escalas no
periodo entre junho de 2014 a fevereiro de 2015.

Aspectos éticos — Os pais ou responsaveis legais de todos os
individuos incluidos no presente estudo assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da FCM-Unicamp (Parecer 44199, Certificado de Apresentagéo para Apreciacao
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Etica (CAAE) 04369612.8.0000.5404; 26.06.2012). Nos pacientes com 18 anos
ou mais, os pacientes também assinaram o TCLE.

Instrumento utilizado para pesquisa de sintomas mentais e
comportamentais — Além dos dados clinicos sobre uso de medicagdes e sobre
diagnésticos registrados nos prontuarios, a pesquisa utilizou, para quantificacéo
da presenga e da gravidade dos sintomas mentais e comportamentais, o
instrumento CBCL/6-18 (Child Behavior Checklist para idades entre 6-18
anos)(92). Os questionarios foram aplicados nos dias das consultas médicas
psiquiatricas, apdés o término das mesmas, sendo este um instrumento
estruturado, respondido pelos pais ou cuidadores do avaliado em relagcao ao seu
comportamento. Foi elaborado por Achenbach em 1991, e atualizado em 2001,
tendo sido validado para aplicagao na populagcao brasileira por Bordin, Mari e
Caeiro(93). E referido como um dos instrumentos mais eficazes na quantificagcéo
das respostas parentais sobre o comportamento dos filhos(94). Tal inventario
fornece o perfil de problemas comportamentais e emocionais em grupos

sindrémicos, ndo sendo valido como instrumento diagndstico(94,95).

A versao para criangas e adolescentes de seis a 18 anos foi utilizada
no presente estudo, sendo composta por 138 sentencas, das quais 20 referem-
se a competéncia social e 118 a problemas de comportamento. O respondente
deve atribuir, a cada problema, as pontuacdes: 0, se nao é verdadeiro; 1, se é
pouco verdadeiro ou frequente; e 2, se € muito verdadeiro ou frequente. A
avaliacao deve ser baseada no comportamento da crianga ou adolescente nos
ultimos seis meses. Além dessas questdes, a versao da CBCL utilizada permite
uma analise das competéncias das criancas, incluindo: esportes e outras
atividades, organizagoes, trabalhos e tarefas, amizades, relacionamento com
outras pessoas, capacidade de brincar/trabalhar sozinha e funcionamento na
escola.

As analises dos dados preenchidos no inventario sédo feitas por um
programa de computador denominado Assessment Data Manager (ADM),
software central do Sistema de Avaliagdo Empiricamente Baseado do
Achenbach (ASEBA) (Achenbach System of Empirically Based Assessment).
Com base nos inventarios, o software apresenta os itens de problemas exibindo-
os em graficos e apontando a situacdo do paciente em cada grupo de sindromes
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comportamentais e emocionais avaliado. Além dos perfis de sindromes, os itens

podem ser apresentados em perfis de escalas de gravidade, orientados pela

quarta edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-1V)(96).

A competéncia social é agrupada em trés escalas: atividade,

sociabilidade e escolaridade. A soma dos escores brutos das trés escalas

fornece o escore final da competéncia social.

Os problemas de comportamento, por sua vez, sdo agrupados em trés

tipos de perfis:

a)

Escalas de grupamentos especificos dos seguintes problemas
comportamentais e emocionais: ansiedade/depressao,
retraimento/depressao, queixas somaticas, problemas sociais, problemas
com o pensamento, problemas de aten¢ao, comportamento desafiador e

comportamento agressivo.

Escalas que agrupam os sintomas psicopatolégicos de acordo com as
seguintes caracteristicas: problemas internalizantes, externalizantes,
ambos e outros. A escala de problemas internalizantes é a soma dos
escores de ansiedade/depressao, retraimento/depressdo e queixas
somaticas. A escala de problemas externalizantes € a soma dos escores
de comportamento desafiador e comportamento agressivo. Na categoria
outros problemas, as perguntas questionam se ha sintomas de estresse
pés-traumatico, se a crianga/adolescente evacua na calga, gosta de
contar vantagens, € cruel com animais, ndo come bem, réi unhas, come
exageradamente, esta acima do peso, tem problemas fisicos, gosta de se
exibir, dorme em demasia, fala em demasia, chupa o dedo, urina na calga,

urina na cama, choraminga, gostaria de ser do sexo oposto e outros.

Escalas de perfis orientados pelo DSM-IV mostra quais sdo problemas
afetivos, problemas ansiosos, problemas somaticos, problemas de déficit
de atencao e hiperatividade, problemas de oposicdo e desafiadores,
problemas de conduta; perfil de lentidao cognitiva, problemas obsessivos

compulsivos e problemas de estresse pds-traumatico.
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Os resultados ponderados no CBCL permitem classificar as
criangas/adolescentes, nas categorias avaliadas, em: “nao clinica”, “limitrofe” e
“clinica”. Para as escalas sociais, 0s escores sao considerados “clinicos” quando
abaixo de 30, “limitrofes”, entre 30 e 33, e “n&o clinicos”, acima de 33. Para as
escalas comportamentais, os escores sao considerados “clinicos” quando acima
de 70, “limitrofes”, entre 67 e 70, e “n&o clinicos”, inferior a 67. Para o escore
total, “clinicos” sdo os que possuem pontuacao acima de 63, “limitrofes”, entre

60 e 63, e “nao clinicos”, abaixo de 60.

Genotipagem dos SNPs do DRD2 - As amostras de DNA genémico
foram obtidas a partir de 8 mL de sangue total periférico, colhidos em tubo com
o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,5 M pH 8,0. A
extragéao do DNA gendmico foi realizada pela técnica padronizada no Laboratério
de Genética Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética
(CBMEG) — Unicamp, através de lise com proteinase K (Boehringer Mannhein,
Alemanha) e determinacdo dos SNPs c¢.957C>T (rs6277) e c.-585A>G
(rs1799978) do gene DRDZ2 foi realizada por PCR (polymerase chain reaction)

em tempo real, utilizando enzimas de restricdo ou primers alelo-especificos.

Equilibrio de Hardy-Weinberg — A analise do equilibrio de Hardy-
Weinberg foi feita por meio do programa Haploview (BROAD Institute), para os
polimorfismos investigados. Tal andlise foi realizada comparando-se as
frequéncias dos gendtipos encontradas e frequéncias esperadas dentro do
principio de Hardy-Weinberg onde o valor de p deve ser 20,01 para que estejam

em equilibrio no grupo estudado’.

' Em genética, o Principio de Hardy-Weinberg afirma que as frequéncias genotipicas de
um unico locus estao fixas e em equilibrio em uma populacdo numerosa, que nao estd em
processo evolutivo franco e apds pelo menos uma geragao de acasalamento aleatério(73). Para
um polimorfismo genético bialélico, se a frequéncia dos alelos “A” e “a” sdo, respectivamente, “p”
e “q’, entdo “(p + q) = 1”. As frequéncias esperadas para cada gendtipo formado a partir desses
alelos (AA, Aa e aa) sdo “p?’, “2pq” e “g%’, nas quais “p? + 2pq + g*> = 1”. Assim, se as frequéncias
dos gendtipos em determinada populacdo estudada ndo mostram diferengas estatisticamente
significativas desse padrdo de distribuicdo, diz-se que estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg(129).

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg podem ocorrer por fatores relacionados a
problemas de genotipagem e a estratificagdo da amostra, principalmente em decorréncia étnica,
e podem-se obter associagdes que ndo expressem a realidade (73). Por exemplo, pode-se
encontrar uma associagao entre um polimorfismo e uma doenga porque existe uma estratificagao
populacional étnica(73).
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Analise estatistica — Os dados foram arquivados e analisados
utiizando-se o software SPSS, versdo 22.0. Para a anadlise estatistica
agrupamos os resultados ponderados da CBCL em dois grupos distintos onde,
no primeiro consideramos sem alteragdes (“nao clinica”) versus com alteragdes
(“limitrofe” e “clinica”) e, no segundo grupo consideramos para a analise
estatistica os pouco alterados (“ndo clinico” e “limitrofe”) versus muito alterados
(“clinica”). O teste de qui-quadrado foi aplicado para avaliar as diferencas em
frequéncia dos alelos C e T do polimorfismo ¢.957C>T e dos alelos A e G do
polimorfismo c.-585A>G, em relacdo aos escores agrupados da CBCL. O nivel

de significancia adotado foi de 5%.
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RESULTADOS

Este estudo foi composto por 85 pacientes, sendo que 65 (76,5%)
eram do sexo masculino e 20 (23,5%) do feminino, tendo uma idade média de
13,4 + 2,7 anos. A amostra foi composta por 61 (71,8%) individuos brancos, 15
(17,6%) pardos, 8 (9,4%) negros e 1 (1,2%) amarela. A Tabela 1 mostra que a
avaliacao CBCL foi respondida em sua maioria por mulheres 72 (84,7%) que

acompanhavam as criangas e adolescentes no momento da consulta.

Tabela 1 — Distribuicdo dos cuidadores que responderam ao inventario CBCL

Feminino n=72 84,7%
Mae biolégica 50 58,8%
Madrasta 6 7,1%
Avé 8 9,4%
Cuidadora do abrigo 5 5,9%
Outros 3 3,5%

Masculino n=13 15,3%
Pai biol6gico 8 9,4%
Avb 1 1,2%
Cuidador do abrigo 2 2,3%
Outros 2 2,3%

Todos os pacientes deste estudo estavam em uso de risperidona. O
uso de risperidona em monoterapia representou 19 (22,7%) do total de
tratamento farmacolégico da amostra. Antidepressivos foram associados ao
tratamento em 46 (54,1%) casos, seguidos por psicoestimulantes, em 23
(27,1%), e clonidina, em 11 (12,9%). Anticonvulsivantes, litio, benzodiazepinicos
e outros antipsicéticos associados representaram 15 (17,6%) do total de

medicamentos utilizados.
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As sindromes psiquiatricas, de acordo com avaliagdo clinica por
psiquiatras experientes, para as quais a risperidona foi instituida para o

tratamento foram descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Sindromes psiquiatricas avaliadas clinicamente e descritas nos
prontuarios médicos

Sindrome Pacientes
Disruptiva/agressiva 42 (49,4%)
Hipercinética 35 (41,2%)
Depressiva 29 (34,1%)
Deficiéncia intelectual 24 (28,2%)
Autismo 20 (23,5%)
Fobico-ansiosa 17 (20%)
Transtorno de aprendizado 13 (15,3%)
Psicética 6 (7,1%)

As analises dos inventarios da CBCL feitas pelo Software Assessment
Data Manager (ADM), e desmembradas em competéncia social e problemas de

comportamento encontram-se descritas na tabela 3.
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Tabela 3 — Analises do inventario da CBCL feitas pelo software ADM (n = 85)

Itens | Limitrofe + Alterados (%)
Escore da escala de competéncias em atividades 64 (75,3%)
Escore da escala de competéncias sociais 25 (29,4%)
Escore da escala de competéncias escolares 40 (47,1%)
Escore total das competéncias 68 (80%)
Sindrome relativa a ansiedade/depressao 8 (32,9%)
Sindrome relativa a retraimento/depressao (30 6%))
Sindrome relativa a queixas somaticas 6 (29,4%)
Sindrome relativa a problemas sociais 8 (44,7%)
Sindrome relativa a problemas do pensamento (28 2%)
Sindrome relativa a problemas de atengao 3 (50,6%)
Sindrome relativa a comportamento desafiador (31 8%)
Sindrome relativa a comportamento agressivo (56 5%)
Problemas internalizantes 8 (56,5%)
Problemas externalizantes 9 (69,4%)
Total de problemas (76 5%)
Problemas da afetividade pela orientagdo do DSM — 2 (37,6%)
Problemas da ansiedade pela orientagdo do DSM — IV (30 6%)

Problemas somaticos pela orientacdo do DSM —

22 (25,9%)

Problemas de atencao e hiperatividade pela orientacao do DSM-IV

41 (48,2%)*

Problemas desafiadores e opositores pela orientacao do DSM-IV 46 (54,1%)*
Problemas de conduta pela orientacdo do DSM — 39 (45,9%)
Lentidao cognitiva 24 (28,2%)
Problemas obsessivos-compulsivos 1(12,9%)
Problemas de estresse pds-traumatico 34 (40%)
Faz cocé na calgca ou fora do vaso sanitario 6 (18,8%)
Gosta de contar vantagem? 3 (27,1%)
E cruel com animais? (12 9%)
E dificil para comer? 18 (21,2%)*
R6i as unhas? 40 (47,1%)

Come exageradamente?

60%)

Estéd gordo? Acima do peso?

3 38,8%

Tem outro problema fisico de ordem emocional?

Gosta de se exibir, fazer palhacadas?

Dorme mais que a maioria das criangas/ adolescentes durante o dia e/ou noite?

1(
(
0 (23,5%
(
(

3 (38,8%

Fala demais?

)
)
4 (51,8%)
)
)

47 (55,3%

Chupa o dedo?

3 (3,5%)

Faz xixi na calca durante o dia?

15 (17,6%)

Faz xixi na cama?

20 (23,5%)

Choraminga?

24 (28,2%)

Gostaria de ser do sexo oposto?

5 (5,9%)

Apresenta outro problema ndo mencionado?

3 (3,5%)

* Resultado associado com o polimorfismo ¢.957C>T rs6277 com significancia

estatistica (p < 0.05)
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Os polimorfismos estudados apresentaram distribuicdo em equilibrio
de Hardy-Weinberg, tendo o SNP ¢.957C>T (rs6277) do gene DRDZ2 o valor p =
0,4169, enquanto para o SNP ¢.-585A>G (rs1799978) o valor encontrado foi de
p = 0,246. Ambos os polimorfismos foram, portanto, considerados viaveis para
estudos de associacao (97). A distribuicdo genotipica dos polimorfismos dos
genes DRD2 e os valores de Frequéncia do Menor Alelo — MAF (Minor Allele
Frequency) estudados encontram-se descritas na tabela 4, juntamente com a

MAF das populacdes depositadas em banco de dados.

Tabela 4 - Distribuicdo genotipica dos polimorfismos dos genes DRDZ2 e os
valores de MAF da populagéo estudada e da populacao global

SNP Genotipo MAF* estudado MAF* banco de dados

A/A 66 (77,6%)
rs1799978 G=11,2% G=119%
A/G 19 (22,4%)

C/C 43 (50,6%)
rs6277 C/T 37 (43,5%) T=27,6% T =24,4%

T/T 5 (5,9%)

* MAF — Minor Allele Frequency

A distribuicdo das frequéncias alélicas da populacao estudada para
0os SNP rs1799978 e rs6277 do gene do receptor D2 de dopamina encontram-
se descritas na Tabela 5, juntamente com a distribuicdo alélica para as
populacdes africana, amerinda, do leste asiatico, europeia e do sul asiatico.
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Tabela 5 - Distribuicao das frequéncias alélicas da populacdao estudada e de
populacdes depositadas em bancos de dados para os polimorfismos do gene do
receptor 2D de dopamina

Distribuicao = Grupo Populacao Leste Sul

genotipica estudado geral Africana  Amerindia asiatico asiatico

Europeia

A: 88,8% A: 88% A: 83% A: 92% A: 82% A: 94% A: 92%
rs1799978
G:11 ,2% G: 12% G:17% G: 8% G: 18% G: 6% G: 8%

C:72,34% C: 76% C: 94% C:67% C:94% C: 46% C:68%
rs6277
T:27,6% T:24% T: 6% T:33% T: 6% T: 54% T:32%

Na tabela 6 estdo dispostos o0s resultados das analises
estatisticamente significativas em relacdo aos resultados da escala CBCL,
analisados pelo software ASEBA, e os polimorfismos estudados.

Tabela 6 - Associacées encontradas entre resultados da CBCL e os
polimorfismos do gene DRD2 rs6277*

Presenca do alelo Auséncia do P X2
T(C/TeT/T) alelo T (C/C)
Problemas desafiadores e de
oposicao pelo DSM-IV
Nenhuma alteracgao (0) 14 (35,9%) 25 (64,1%)
0,022 5,265
Com alteracao (1 e 2) 28 (60,9%) 18 (39,1%)
Nao come bem
Nenhuma alteracao (0) 37 (55,2%) 30 (44,8%) 0,039 4,276
Com alteracao (1 e 2) 5 (27,8%) 13 (72,2%)
Problemas de atencéao e
hiperatividade pelo DSM-IV
Pouca alteracéo (0 e 1) 26 (61,9%) 35 (81,4%)
0,046 3,983
Muito alteracéo (2) 16 (38,1%) 8 (18,6%)

*Nao foram encontradas associagdes entre DRD2rs1799978 e a CBCL
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DISCUSSAO

O presente trabalho investigou os polimorfismos ¢.957C>T (rs6277) e
c.-585A>G (rs1799978) do gene do receptor D2 de dopamina e uma possivel
associagdo com o inventario dos comportamentos de criangcas (CBCL). De
acordo com os dados expostos na tabela 6, houve associacdo entre o
polimorfismo ¢.957C>T (rs6277) e a ocorréncia de problemas desafiadores e de
oposicao, problemas de atengéo e hiperatividade e problemas para se alimentar.
N&o foram encontrados achados estatisticamente significativos para o SNP c.-
585A>G (rs1799978).

O SNP c.957C>T (rs6277) apresentou as frequéncias alélicas
semelhantes a populagdo geral, segundo os projetos 1000 Genomes e
HapMap(98,99). A frequéncia do alelo mais raro (MAF - Minor Allele Frequency)
foi 27,7%, enquanto na populacdo mundial é 24,4%(98). Na tabela 5, nota-se
que a distribuicdo genotipica das populacdes da Africa, Asia e Europa diferem
entre si e também do presente estudo, pois, nas populagdes asiatica e africana,
o gendtipo T/T esta praticamente ausente (6%), € na populacao da Europa ha
frequéncia maior de heterozigotos (54%), indicando uma heterogeneidade entre
essas populagdes, e uma semelhanca da brasileira com a dos
amerindios(98,99). Para o SNP c¢.-585A>G (rs1799978), as frequéncias alélicas
deste estudo foram também semelhantes as da populagédo geral, com MAF na
populacao global 11,9%, discretamente maior do que a obtida neste estudo de
11,2% para o alelo G.(100,101).

A populacao brasileira € intensamente miscigenada e a cor de pele
nao reflete diferengas étnicas substanciais em termos genotipicos(102). A
grande miscigenacéo racial brasileira decorre da participacdo de povos europeus
de pele branca, africanos negros, asiaticos de pele amarela e do povo indigena
nativo(103). O pequeno numero de mulheres brancas entre os colonizadores
portugueses estimulou relagdes sexuais destes com escravas negros e
indigenas nativas(103). Esta mistura deu origem a outros grupos, como "pardos
" (a mistura de branco e preto), "caboclos", ou "mamelucos" (a mistura de povos

brancos e indigenas), e "cafuzos" (a mistura de negros com pessoas
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indigenas)(103). Pena et al. mostraram recentemente que no Brasil ndo se pode
prever a cor de pessoas a partir de sua ancestralidade gendmica(103).

Como resultado, a miscigenacao no Brasil € um aspecto que deve ser
sempre considerado em qualquer estudo usando analise racial ou de
antecedentes étnicos geograficos(104). A analise adotada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) foi considerada como oficial desde
1991 para a classificagdo racial nos estudos demograficos(104). Esta
classificacdo usa auto declaracdo na recolha de dados, ou seja, a pessoa
escolhe a partir de uma lista de cinco categorias raciais (brancos, pretos, pardos,
amarelos e indigenas) (104). O IBGE define os individuos que se declaram como
pardos e pretos como "negros" (104).

Os resultados do presente estudo mostram uma maior frequéncia de
associacao entre sintomas externalizantes os quais, segundo Goodman,
resultam em comportamentos hiperativos, desafiadores, agressivos ou
antissociais(105). Estes sintomas incluem condi¢6es de dificuldade de controle
dos impulsos, autocontrole das emocdes e regulacdo do comportamento(55). Ha
um espectro de externalizagdo comum associado a dimensdes de personalidade
denominadas desinibicdo e, inversamente, retraimento(55). Os problemas
desafiadores e de oposicao e os problemas de atencao e de hiperatividade séao
comuns e prejudiciais(106—108). Ocorrem comumente em comorbidade e

compartilham alguns fatores etiolégicos comuns(106—108).

O sistema dopaminérgico influencia e regula diversas atividades
neuronais e fisiolégicas, como o ciclo de sono-vigilia, mecanismos de
recompensa e de reforgo, motivacéo e aprendizado, além de modular o controle
do movimento voluntario(67,70,109,110). Estudo prévio do polimorfismo
c.957C>T evidenciou que a presenca do alelo T (C/T, T/T) promove uma
diminuigédo da tradugcao do RNAm do gene DRD2, com consequente diminuigao
da densidade de receptores DRD2 e reducgao da funcéo
dopaminérgica(83,111,112).

No presente estudo, a presenca do alelo T (C/T e T/T) foi associada
a problemas de atencdo e de hiperatividade quando estes apresentavam
quadros clinicamente significativos. A desregulagao no sistema de recompensa
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tem sido proposta como um modelo teérico do transtorno de déficit de atencéo e
hiperatividade (TDAH), sendo proposto que a falha no controle da liberacao
fasica de dopamina no estriado resultaria em prejuizo no funcionamento da via
corticoestriatal, na ligagéo entre os cértices cingulado anterior e parietal com o
nacleo caudado(113,114). Segundo Dichter et al, a reducdo da funcao
dopaminérgica pode estar implicada com prejuizos na aprendizagem, pior
controle comportamental e, embora com influéncia mais fraca, também com

recompensas sobre o comportamento (113,114).

O transtorno desafiador opositivo (TDO) envolve violagdo do direito
de terceiros e das regras sociais(55). Caracteriza-se por padrdes recorrentes de
comportamentos desafiadores contra figuras de autoridade, agressividade e
violéncia(108,114). E frequente a associacdo entre TDAH, TDO e outros tipos de
comportamento impulsivo(108,114). Os polimorfismos dopaminérgicos tém
associagao com uma variedade de fenotipos mal adaptativos e antissociais(108).
Sugere-se que haja uma inabilidade no controle dos impulsos, ligada a maior
propensdo a violéncia e a agressividade(108). A hiporreatividade do coértex
orbitofrontal e a reducdo da atividade dopaminérgica relacionam-se com
hipossensibilidade do sistema de recompensa, favorecendo possivelmente
comportamentos transgressores, delinquéncia e abuso de substancias

psicoativas(60).

Quanto & associagéo entre a afirmacéo “E dificil para comer” da
CBCL, houve associagdo com a auséncia do alelo T (C/C) do polimorfismo
C957T. Portadores do alelo T tém menor numero de receptores D2 no
estriado(115-117). E descrito que esse fato promove um funcionamento
hipodopaminérgico caracterizado como sindrome da deficiéncia de
recompensa(115—-117). Dados prévios sugerem que baixos niveis de receptores
D2 dopaminérgicos estdo associados a aumento de ingestao alimentar e ganho
de peso(116). Considerados agentes de reforgo positivo, alimentos, alcool e
outras drogas de abuso promovem a liberagdo de dopamina no sistema
mesolimbico, estando  associados com eventos prazerosos e
gratificantes(114,116,118). Na literatura, sao descritas evidéncias da associacao
do SNP ¢.957C>T (rs6277) com maior ganho de peso em pacientes tratados
com antipsicéticos(78,119). Por outro lado, pacientes com genétipo T/T
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apresentam um consumo significativamente superior de sucralose(120).
Também ¢é relatado que o alelo T teria efeito protetor contra a anorexia
nervosa(78,120,121).

As analises do inventario CBCL (Tabela 2) detectaram um numero
superior de pacientes com sindrome relativa a ansiedade/depressao 28 (32,9%)
e problemas de ansiedade pela orientacdo do DSM - IV 26 (30,6%) quando
comparados com a frequéncia das sindromes psiquiatricas descritas como
fébico-ansiosas 17 (20%) de acordo com a avaliagédo clinica no prontuério. Os
pais tendem a relatar mais os problemas de comportamento na escola e
dificuldades relacionais, enquanto que as criangas tendem a relatar mais os
sintomas relacionados a medo, ansiedade, obsessdes e compulsdes, ou ideias
delirantes(3,37,122—-124). A avaliacao dos cuidadores pode trazer informacdes
mais confiaveis para descrever desordens externalizantes, enquanto, para a
descricdao de estados mentais internalizados, o ideal € a informagao obtida
diretamente com as préprias criangas e adolescentes (125).

A CBCL nao fornece informacbes suficientes para auxiliar no
diagnéstico de transtornos especificos de ansiedade, mas é util como ferramenta
para fornecer informacées sobre a presengca de qualquer transtorno de
ansiedade, podendo ser util na clinica psiquiatrica(123,125). O uso da CBCL
contribuiu para a pesquisa de sintomas que vao além da queixa principal que
motiva 0 comparecimento a consulta, ampliando a detec¢do de sintomas que

nem sempre sdo pesquisados diretamente pelo clinico.

Uma limitagdo do estudo foi o fato de todos os pacientes estarem em
uso de risperidona no momento da aplicagcdo da CBCL, uma vez que os sujeitos
foram selecionados a partir de estudo anterior, no qual o uso de risperidona havia
sido critério de inclusdo (90,91). A avaliacdo dos pais e cuidadores em relacao
ao comportamento dos filhos tende a se concentrar em problemas mais atuais.
A prescricdo da risperidona nos casos de transtornos externalizantes pode
melhorar estes comportamentos e influenciar em menor percepc¢ao ou deteccao
dos mesmos quando da aplicacao da CBCL. Apesar disso, as taxas foram altas
0 que sugere que 0s sintomas eram importantes quando da realizacao das

entrevistas, mesmo com o uso da medicacgao.
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Outra limitagdo foi com relacdo a associacdo entre a afirmacéo “E
dificil para comer” da CBCL com a auséncia do alelo T (C/C) do polimorfismo
C957T, pois essa afirmagdo dentro dos padrdes culturais brasileiros leva a
maioria das pessoas a pensar em que ser dificil para comer significa comer
pouco e, dessa forma, seria de interesse futuro questionar especificamente qual
a percepcao do cuidador quanto a ingesta alimentar da criangca ou adolescente
(126-128).
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CONCLUSAO

O achado da associacao do alelo T do polimorfismo ¢.957C>T
(rs6277) com sintomas disruptivos/agressivos, problemas de conduta e
desafiadores de oposicao e problemas de atencao e hiperatividade contribui para
a identificacao de fen6tipos comportamentais e mentais associados a expressao
de genes, em particular daqueles genes associados ao sistema dopaminérgico.
Novos estudos, analisando possiveis associagdes longitudinais entre os
polimorfismos pesquisados e sintomas de ocorréncia mais comum em adultos
(sintomas maniformes, psicoticos, depressivos e comportamentos aditivos)
deverao ser realizados. Assim, o estudo aprofundado dos SNPs se aplica nao
apenas ao processo de diagnéstico, mas também a medicina preventiva. Além
disso, a identificagéo de relagdes entre variagdes do perfil genético populacional
e sindromes comportamentais pode trazer contribuicao significativa para o
conhecimento do complexo processo de causalidade dos transtornos mentais,

na infancia, adolescéncia e periodo adulto.
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ANEXOS

Anexo 1: Aprovagao do comité de ética em pesquisa

Plataforma Brasil - Ministéno da Saude
Faculdade de Ciencias Medicas - UNICAMP

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: FARMACOGENETICA DA RESPOSTA DA RISPERIDONA EM USO ISOLADO OU NAO NO
TRATAMENTO DE TRANSTORNOS MENTAIS ENTRE 10 E 20 ANOS DE IDADE

Area Tematica:
Pesquisador: Amilton dos Santos Junior Versao: 1|
Instituigao: Hospital de Clinicas - UNICAMP CAAE: 04369612.8.0000.5404

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 44199
Data da 26/06/2012

Apresentagao do Projeto:
Projeto apresentado de forma adequada, com introdugéo, objetivos, materiais e métodos, TCLE. Apresentou,
ainda, o projeto na integra em anexo.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os efeitos colaterais e farmacogenética do uso de risperidona, que & uma droga jé aprovada e em uso
para transtornos mentais, mas que tem efeitos adversos que podem estar associados com alguma expresséio
génica (que serd estudada) O estudo serd feito em individuos com idade entre 10 e 20 anos ( a maioria

adolescente) e com um grupo controle sem doenca
Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

N&o ha nscos importantes no estudo, ja que serao aplicados questionarios, medidas antropométricas e sera
coletado sangue. Também nao ha muitos beneficios, além do conhecimento dos resultados dos exames, como

perfil lipico, glicemia
Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa @ em escrita, bem elaborada, sem confiitos eticos.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Todos os documentos forio apresentados de forma adequada. Ha um lermo de consentimento para 05 casos @
um para os confroles. Como a maona dos individuos séo menores de dade, ha tambem a assinalura do
responsavel.

Recomendagoes:
aprovado sem recomendacoes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Trabalho aprovado sem pendéncias. TCLE adeguado

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado em reuniio do colegiado

CAMPINAS, 26 de Junho de 2012

Assinado por
Carlos Eduardo Steiner
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Anexo 2:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (individuos em uso de
risperidona)

PROJETO: Farmacogenética da resposta da risperidona em uso isolado ou ndo
no tratamento de transtornos mentais entre 10 e 20 anos de idade

PESQUISADORES ENVOLVIDOS: Adriana Perez - Aluna de Iniciacdo
Cientifica do Curso de Graduacao em Medicina - FCM - UNICAMP; Licia Arisaka
Paes - Médica Psiquiatra; Osmar Henrique Della Torre — Médico Psiquiatra;
Leandro Xavier de Camargo Schlittler - Médico Psiquiatra; Luiz Fernando
Longuim Pegoraro - Psic6logo, Mestre em Saude da Crianga e do Adolescente -
FCM - UNICAMP; Maricilda Palandi de Mello - Quimica, LivreDocente, Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) - UNICAMP; Taciane
Barbosa Henriques - Bidloga - CBMEG - UNICAMP; Raquel Lorenzetti, Doutora
em Farmacologia, Departamento de Farmacologia — FCM — UNICAMP; Prof. Dr.
Stephen Hyslop - Bioquimico - Professor Doutor - Departamento de
Farmacologia - FCM - UNICAMP; Prof. Dr. Paulo Dalgalarrondo - Médico
Psiquiatra, Professor Titular - Departamento de Psicologia Médica e Psiquiatria
- FCM - UNICAMP; Profa. Dra. Eloisa Helena Rubello Valler Celeri - Médica
Psiquiatra, Professora Doutora - Departamento de Psicologia Médica e
Psiquiatria - FCM - UNICAMP; Prof. Dr. Gil Guerra-dunior - Médico
Endocrinologista Pediatrico - Professor Titular - Departamento de Pediatria -
FCM — UNICAMP PESQUISADOR RESPONSAVEL: Amilton dos Santos Junior
(Médico Psiquiatra, Mestre em Saude da Crianca e do Adolescente - FCM -
UNICAMP)

ENDERECO: Departamentos de Pediatria e Psicologia Médica e Psiquiatria -
FCM - UNICAMP Cidade Universitaria - Campinas - SP - CEP 13081-970

Fone: 19-3521-7206

e-mail: amilton@fcm.unicamp.br

IDENTIFICACAO DO(A) PACIENTE: Nome: Registro do Hospital: Nome do
responsavel: Endereco: Bairro: Cidade: UF: CEP: Fone: OBJETIVO DA
PESQUISA:Eu, ;
R.G.: , entendo que fui convidado(a) a participar
de um projeto de pesquisa, aprovado pelo Comité de Etica da FCM-UNICAMP,
envolvendo pacientes que fazem uso de risperidona. O sigilo serd mantido por
meio da identificagcdo das pacientes por um codigo.
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PROCEDIMENTO: Eu entendo que, se concordar em participar desse estudo,
os pesquisadores envolvidos fardo perguntas a respeito de meus antecedentes
médicos e familiais, bem como avaliagdo de aspectos importantes de meu
acompanhamento psiquiatrico, por meio de instrumentos padronizados para
utilizacdo em pesquisa. Também serei submetido(a) a uma avalia¢ao clinica com
medidas antropométricas e de composicao corporal, na presente data e em
avaliagbes subsequentes. Serei ainda submetido(a) a coleta de sangue para
analise laboratoriais, na presente data e em avaliacbes subsequentes. Tal
procedimento n&o apresenta risco importante. Estou também ciente que a coleta
de sangue necessaria para a avaliacdo de meus perfis laboratoriais sera
realizada junto com outras coletas que rotineiramente sdo feitas para o meu
acompanhamento médico neste servico. As pesquisas laboratoriais utilizando a
amostra de sangue poderao ser feitas durante um periodo indeterminado apds
a coleta e, ap6s a sua realizacao, essa amostra de sangue sera destruida.

RISCO E DESCONFORTO: Para a realizagdo dos exames de sangue serao
necessarios cerca de 20 ml de sangue venoso, obtidos em uma Unica coleta. Os
riscos associados a esses procedimentos sdo minimos, podendo ocorrer dor
e/ou manchas rochas (equimoses) no local da coleta de sangue. O desconforto
sera minimo, pois, em geral, essa coleta sera realizada de veia do brago, por
profissional treinado e devidamente habilitado para realiza-la.

VANTAGENS: Eu entendo que obterei com minha participacdo no estudo a
vantagem de permitir que o medicamento que utilizo em meu seguimento
médico-psiquiatrico seja pesquisado quanto a seu perfil de efeitos adversos
potenciais, como obesidade, hipertensdo arterial, hipercolesterolemia e
resisténcia insulinica, entre outros, os quais podem estar associados a
complicagdes de meu tratamento farmacoldgico. Os resultados dos estudos
deverdo ser transmitidos durante meu acompanhamento no Ambulatério de
atendimento médico, e serei orientado(a) pela equipe médica como proceder
para diminuir o risco de doencga cardiovascular, com o tratamento ou controle
destes achados.

SIGILO: Eu entendo que toda informagdo médica, assim como os resultados
desse projeto de pesquisa, fardo parte de meu prontuario médico e serao
submetidos aos regulamentos do Hospital, referentes ao sigilo da informacéao
médica. Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins
de publicacao cientifica, nenhum nome sera mencionado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL: Eu entendo que posso
requisitar informacdes adicionais referentes ao estudo a qualquer momento. O
médico responsavel, Amilton dos Santos Junior, fone (19)35217514, estara
disponivel para responder as minhas questdes e preocupacoes.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO: Eu entendo que
minha participagdo nesse projeto de pesquisa € voluntaria e que posso recusar
ou retirar meu consentimento a qualquer momento (incluindo a retirada da
amostra de sangue), sem comprometer os cuidados médicos que recebo
atualmente ou receberei no futuro. Eu reconhego também que o médico Amilton
dos Santos Junior pode interromper minha participacao nesse estudo a qualquer
momento que julgar apropriado. Se vocé tiver alguma duvida sobre a ética da
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pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da FCM -
UNICAMP, e-mail: cep@fcm.unicamp.br Telefone: 19- 3521- 8936.

Nome do (a) participante:

Assinatura do(a) participante:

Nome do(a) responsavel:

Assinatura do(a) responsavel:

Local e Data:

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR: Eu expliquei a
0 objetivo do
estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que
poderao advir do estudo.

Eu me comprometo e fornecer uma copia desse formulario de consentimento a
participante.

Nome do pesquisador: Amilton dos Santos Junior

Assinatura do pesquisador

Local e Data:




