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Resumo

Os receptores de serotonina da classe 2C, 5HT2C, estdo envolvidos na promogéao de
homeostase dos processos cerebrais mediados por serotonina em regides cerebrais
que modulam as emogdes e comportamentos. Os polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) do gene que codifica o receptor 2c da serotonina (HTR2C) s&o associados
a alteracao nos processos comportamentais e emocionais. O objetivo do presente
estudo foi avaliar as associag6es entre os polimorfismos rs6318 e rs3813929 do gene
HTR2C e caracteristicas comportamentais de criancas e adolescentes baseadas no
questionario CBCL/6-18. Criancas e adolescentes de idade entre oito e dezoito anos,
em acompanhamento psiquiatrico ambulatorial, foram genotipadas para os SNP rs6318
e rs3813929 do gene HTR2C e seus responsaveis legais responderam o CBCL/6-18.
O teste do qui-quadrado foi usado para identificar as associacdes entre as frequéncias
dos alelos C e G para o polimorfismo rs6318; e C e T para o polimorfismo rs3813929
do HTR2C, em relagao aos resultados sintomaticos da escala CBCL/6-18. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. A amostra era composta de oitenta e cinco pacientes.
Houve associagdes dos polimorfismos estudados com comportamento agressivo e
problemas sociais para o polimorfismo rs6318 do HTR2C, e comportamento agressivo e
tempo cognitivo lento para polimorfismo rs3813929 do HTR2C. Os achados contribuem
para um melhor entendimento acerca das interacées genética nos transtornos mentais
e fendtipos associados a expressao génica.

Palavras chaves: polimorfismo genético, serotonina, comportamento



Abstract

Serotonin 2C receptors (5HT2C) are involved in serotonin-driven dynamic equilibrium
adjustments, in order to enhance homeostatic stability in brain structures that modulates
behavior and emotions. Single nucleotide polymorphisms (SNP) from the serotonin
2C receptor gene (HTR2C) were associated with several neurological and mental
disorders, including alterations in cognitive and emotional processes. The aim of this
study was to evaluate the association between rs6318 e rs3813929 SNPs of the HTR2C
gene and behavioral characteristics of children and adolescents, based on the Child
Behavior Checklist (CBCL/6-18) inventory. Psychiatric outpatiens between eight and 18
years old had the genotyping of SNPs rs6318 e rs3813929, and the CBCL/6-18 scale
was performed with caregivers. The chi-square test was used to assess differences
in the frequency of C and G alleles of the rs6318 polymorphism and C and T allele
of the rs3813929 polymorphism, regarding the grouped CBCL/6-18 scores and the
significance level was 5%. Eighty five patients were assessed. There were found
associations between the rs6318 polymorphism and both aggressive syndrome and
social problems, and also between the rs3813929 polymorphism and both aggressive
syndrome and sluggish cognitive tempo. These findings contribute for the identification
of mental and behavioral phenotypes associated with gene expression.

Keywords — Polymorphism Genetic, Serotonin, Behavior
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1 Introducéao

1.1 Transtornos mentais na infancia e adolescéncia:

Transtornos mentais acometem entre 10 a 20% das criancas e adolescentes no
mundo. Os eventos associados a risco do adoecimento mental ocorrem desde o periodo
pré-concepcional até o termino da adolescéncia. A tendéncia é de que transtornos
psiquiatricos persistam até a idade adulta, o que resulta em consequéncias deletérias
aos individuos e a sociedade, além de gastos destinados a saide mental. A intervengao
terapéutica precoce pode transformar o curso do transtorno mental na infancia e
adolescéncia, trazendo bem estar e maior produtividade na vida adulta. Muitos agentes,
incluindo a escola, familia, comunidade, servicos de salde e programas sociais, podem
estar envolvidos na deteccao do adoecimento mental e no encaminhamento para
tratamento (1).

E sabido que estimulos externos sdo fundamentais para o desenvolvimento
cerebral e a formacgao dos padrdes de regulagédo emocional (2). Dessa forma, criancas
que foram negligenciadas, expostas a violéncia ou abusos apresentarao dificuldades
emocionais e predisposi¢cao para o surgimento de transtornos mentais (3). Muitos
paises de renda baixa e média tem, em sua estrutura demografica, um numero
proporcionalmente grande de criangas e adolescentes, a0 mesmo tempo em que
servigcos de apoio em saude mental para este publico ainda sao insuficientes e a
exposicao a fatores de risco para o adoecimento mental sdo mais proeminentes (1).

O Brasil € um pais de grande extensao territorial e bastante heterogéneo em
caracteristicas como status socioeconémico e distribuicdo de recursos em saude de
regido para regido. Estudos brasileiros encontraram 13% prevaléncia de transtornos
mentais na populagao de escolares. Os diagnésticos mais prevalentes segundo Paula
et al sdo Transtornos ansiosos (7,2%), transtornos disruptivos (5,8%) transtorno de
déficit de atencao e hiperatividade (4,5%) e transtornos depressivos (0,5%) (4). Esta
distribuicdo psicopatoldgica difere da clinica do adulto, em que transtornos mentais
atingem até 20% de prevaléncia e no qual os transtornos que encabecam a lista
dos mais prevalentes sdo os transtornos depressivos (6-10%) e transtornos ansiosos
(até 18% se incluir fobia social). A incidéncia de abuso de substancias psicoativas
chega a 5%, destacando-se o abuso de alcool que isoladamente atinge 3,2%. Os
transtornos psicéticos (1%) e transtorno afetivo bipolar (1%) tem pico de incidéncia no
inicio da idade adulta. Transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade pode apresentar
remissdao ou melhora na idade adulta e transtornos disruptivos podem evoluir para
transtornos de personalidade, principalmente quando ndo conduzidos adequadamente
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na infancia ou adolescéncia (5).

1.2 O tratamento farmacoldgico em psiquiatria na infancia e adolescéncia:

Em psiquiatria na infancia e adolescéncia a farmacoterapia é usada como
adjuvante a outras abordagens terapéuticas voltadas a saude mental, como
psicoterapia, psicoeducacdo de pais ou responsaveis, programas de acolhimento
psicopedagdgico nas escolas, atividades ludicas (esportivas e artisticas),
acompanhamento pediatrico (vacinagdo, suporte nutricional e puericultura)
e programas voltados a saude coletiva (prevencao a doencgas infecto contagiosas,
planejamento familiar e promogédo de ambiente livre de agentes tdxicos) (1).

No geral a medicacao é utilizada apenas quando o beneficio sobrepuja os
riscos de efeitos adversos durante este importante periodo de desenvolvimento fisico e
emocional. Muitas vezes o efeito dos farmacos é explorado tendo em vista o controle
sintomatico, diferentemente da clinica do adulto. Em outras palavras, a particularidade
da clinica psiquiatrica na infancia e adolescéncia € que o emprego do antipsicotico
como controlador de impulsos € mais comum do que para tratamento de psicose
de inicio precoce; o uso do antidepressivo € indicado tanto para o diagnostico de
depressao, como para disturbios comportamentais; anticonvulsivantes sdo usados tanto
para controle de impulso e agressividade, como para epilepsia, e o0 psicoestimulante
€ prescrito para déficit de atencéo e hiperatividade, e seu uso de reduz na idade
adulta. (6).

Muitas vezes o uso de psicofarmacos nesta faixa etaria se faz de modo off label,
ou seja, sem a regulamentacao oficial do Food and Drug Administration (FDA),
possivelmente por haver poucos dados cientificos disponiveis devido a complexidade
que envolve estudos em criangas e adolescentes (7). Dessa forma o médico
especialista deve monitorar os efeitos adversos, manter acompanhamento frequente e
suspender a farmacoterapia quando possivel, caso os parametros de melhora
sustentada tenham sido atingidos.

Muitas medicacdes psicotropicas podem causar efeitos metabdlicos indesejados,
levando a prejuizos, especialmente durante a puberdade, um momento de intensa
sobrecarga hormonal e ao mesmo tempo de intenso amadurecimento emocional (8, 9).

1.3 A importancia dos instrumentos padronizados para avaliacao:

O diagnéstico preciso e bom controle sintomatolégico sdo fundamentais para
uma pratica consistente em psiquiatria da Infancia e Adolescéncia. O especialista
precisa de diretrizes como as classificagdes diagndsticas e instrumentos padronizados
para nortear sua conduta. Classificacdes diagndsticas séo padronizagdes
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internacionais de critérios diagnésticos com a finalidade de homogeneizar o
entendimento e comunicacao sobre as doencgas. A CID-10 (Codigo Internacional de
doencas, volume 10) (10) e o DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual os Mental
Disorders 1V) (11) sao as classificagbes mais utilizadas na psiquiatria. Ambos
permitem multiplos diagnésticos de padrbes sintomatologicos distintos. Ambos séao
satisfatorios para finalidades clinicas, no entanto, para uso em pesquisas, sao exigidos
maior acuracia quanto ao delineamento das doencas e a determinagédo de possiveis
confundidores.

Instrumentos padronizados podem ser de grande serventia a ciéncia quando
fornecem informacéao detalhada, replicavel, validada e de boa confiabilidade em pelo
menos um artigo de revisdo por pares (12). As escala de avaliagdo podem compor um
conjunto de itens que permite quantificar caracteristicas psicolégicas ou
comportamentais que nem sempre sao Obvias. Elas costumam ser sensiveis para
estimar a intensidade, frequéncia ou mudanc¢as nos sintomas, mas nem sempre elas
séo calibradas para formular um diagndstico. Dessa forma, sua serventia estd em
complementar o diagnéstico clinico e ajudar na monitorizagdo do tratamento.
Coletivamente, promovem a uniformizacao da linguagem para melhorar a comunicacao
entre profissionais e pacientes (13).

Aspectos transculturais sdo levados em conta na medida que as escalas
internacionais passam por processo de tradugéo, reformulagédo e, em seguida, por
estudos de validacao para estipular a equivaléncia a escala original. Este modelo de
avaliacao tem sido difundido devido as demandas de rigor no meio cientifico, tanto que
existem disponiveis uma série de instrumentos que sdo adequados a uma variedade
de finalidades, podendo ser escolhidos conforme o propésito da pesquisa (13).

1.4 O Questionario CBCL/6-18:

O método ASEBA (Achenbach System of Empirically Based Assessment) foi
elaborada por Achenbach em 1991, atualizada em 2001 e baseia-se nas diretrizes do
DSM. Em 2014, apds o langamento do DSM-V, o questionario foi revisto mas néo
sofreu nenhuma alteracdo (13). Um dos questionarios deste método, o
CBCL/6-18 (Child Behavior Checklist — para idades entre 6 e 18 anos), fornece
medidas padronizadas de parametros emocionais, comportamentais e do
funcionamento da crianga ou adolescente referentes aos ultimos seis meses. Ele
foi traduzido para o portugués do Brasil por Bordin, et.al. para idade escolar e ja foram
publicados estudos que apontam suas propriedades psicométricas em nossa
populacéo (14). Embora o instrumento ndo estipule diagndsticos, ele traga um perfil
dos problemas comportamentais e emocionais em grupamentos sintomaticos (13). Ele
é tido na literatura como um dos mais efetivos instrumentos de avaliagao parental para
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o comportamento infantil, ja traduzido e adaptado para mais de 90 idiomas, com bons
indices de confiabilidade (0,71 a 0,95) (15).

O CBCL/6-18 é um questionario para ser respondido por pais ou responsaveis
legais, de modo auto aplicado, se o respondente tenha ensino fundamental completo,
caso contrario, sera aplicado por um entrevistador treinado. Ele é composto por 138
perguntas das quais 20 sdo perguntas abertas referentes a competéncias sociais
(Competence Scale Score) e 118 sdo questdes fechadas que abordam problemas
comportamentais, e devem ser respondidas de acordo com uma escala Likert, que varia
de 0 a 2. Os entrevistados devem assinalar “0” caso a afirmacao nao seja verdadeira, “1”
se for um pouco verdadeira ou algumas vezes verdadeira e “2” se for muito verdadeira
ou frequentemente verdadeira. A partir das respostas, os dados sao distribuidos em
Escalas de Sindromes, empiricamente derivadas de analises fatoriais para refletir o
padrao de coocorréncia de problemas. Esta correcao pode ser feita de forma manual
ou por meio do software Assessment Data Manager (ADM), este ultimo, recomendado
pelo autor devido a praticidade e precisado. (13, 14).

1.5 O papel da genética nos transtornos mentais:

A elevada herdabilidade de condicbes neuropsiquiatricas € uma pista de que a
genética pode oferecer respostas para a compreensao de determinadas sindromes.
Variantes herdadas sdo apontadas como responsaveis pela susceptibilidade a doengas
de modo até mais importante que a exposicao ambiental isoladamente e mutacdes de
novo, porém, a combinacao entre fatores genéticos e ambientais costuma embasar
melhor as atuais teorias sobre genética dos transtornos mentais (16).

Estudos amplos de associagdo em genoma (GWAS - Genome Wide
Association Studies) tem com éxito apontado milhares de variantes genéticas comuns
associadas a doengas complexas, incluindo transtornos neuropsiquiatricos (17).
Apesar do sucesso de tais estudos, 0 numero de genes asseguradamente associados
a doencga psiquiatrica permanece pequeno, devido a dificuldade em identificar a
variante causal, bem como seu impacto funcional. E importante ressaltar que os
GWAS nao tem poder para identificar os genes, mas sim as regiées associadas ao
status de doenca. Quando a faixa de significancia é atingida (P < 5 x 107®), o intervalo
de confianga para determinado SNP (Single Nucleotide Polymorphism ou Polimorfismo
de Nucleotideo Unico) engloba uma area de LD (Linkage disequilibrium), que
se estende em aproximadamente 40 kb, mas que é bastante variavel considerando
todo o genoma. Dessa forma, identificar apenas a variante causal da doenca é um
enorme desafio. Além disso, os elementos regulatérios, aqueles localizados fora das
regides codificadoras, também podem ter variantes associadas a doengas. A estes
elementos sao atribuidos mudancas nas formas de expressao génica entre diferentes
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tipos de células ou diferentes tecidos em um mesmo individuo (16). Wray e
colaboradores também demonstraram efeitos da poligenicidade ao agregar os efeitos
de variantes genéticas, as quais individualmente falhavam em atingir padrées de
significancia e ndo podiam ser apontadas como responsaveis por doencas (18).

A questao central para qualquer trago complexo seria em que grau os fatores
genéticos ou ambientais influenciam a variancia fenotipica. A Herdabilidade se refere
a proporgéo da variante fenotipica atribuida a fatores genéticos. Fatores ambientais
podem ser divididos em ambiente comum partilhado e residual ndo partilhado. O
ambiente comum partilhado é entendido como as influéncias que ocorrem na primeira
infancia. O conceito de herdabilidade nao estima as variantes “de novo”, um fenémeno
que representa uma mutagéo no individuo (19).

Doencas associadas a variacdes genéticas podem ser estudadas através de
parametros como a frequéncia alélica e padrdes de herdabilidade. As contribuigcdes de
variacdes genéticas comuns na predisposi¢cao ao adoecimento, como os SNPs, podem
ser estimadas através de GCTA (genome-wide complex trait analysis) ou métodos
como regressao LD-score (20).

1.6 Polimorfismos de nucleotideo Unico:

Os polimorfismos de nucleotideo unico ou SNP s&o variagdes individuais de uma
Unica base de nucleotideo na sequencia de DNA. A frequéncia do alelo menos comum
(MAF — Minor allele frequency) € importante para averiguar se a variante em questéo é
representativa. Uma variante é denominada SNP se for representada por mais de 1%
da populacao (21). Quando a variante € menos comum que 1%, ela é denominada rara.
Uma variante rara, na maioria dos casos, é responsavel por doencas mais graves e até
deletérias, o que poderia justificar o fato de seus portadores muitas vezes nao atingirem
condicdes reprodutivas e sua descendéncia ser pouco representativa. Mutacdes “de
novo” também estao relacionadas a alteragdes fenotipicas, mas se trata de um evento
de dificil rastreio (19).

Para uma adequada investigacao populacional de variantes genéticas, a
populacdo de estudo deve estar em equilibrio de hardy-weinberg, ou seja, suas
frequéncias alélicas mantem-se constantes ao passar das geragdes. No geral o
equilibrio de hardy-weinberg é demonstrado em populacbes provenientes de
areas publicas, nao restritas e sem impedimentos de fluxo. Existem calculos que
comprovam que uma determinada populacao esta em equilibrio de hardy-weinberg. Os
estudos em genética geralmente incluem este calculo nos seus resultados para validar
a amostra selecionada e dar seguimento a analise dos polimorfismos. No entanto, este
calculo torna-se impreciso em variantes que tenham distribuicao complexa, como é o

caso dos genes ligados ao cromossomo X (22).
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Se um SNP ocorre em um gene, entao este gene passa a ter mais de um alelo
e 0 SNP pode levar a variagdes nas sequencias de aminoacidos. As associacoes entre
SNPs especificos e variantes fenotipicas permitem a investigacéo de predisposicoes
genéticas ao surgimento de condicdes patoldgicas (21).

1.7 As caracteristicas raciais da populagao brasileira:

Mesmo nas populagdes em equilibrio de hardy-weinberg, a MAF pode variar
conforme a regiao demografica. O projeto 1000 genomes oferece um catalogo para
diversos SNPs conhecidos e sua distribuicdo no globo, dividida por continentes, no caso,
Africa, América, Leste Asiatico, Europa e Sul Asiatico (23). A utilidade em consultar esta
database é comparar caracteristicas étnico-racias da amostra com o padréo regional
que mais se aproxima para checar se o valor da MAF é semelhante.

A miscigenacao racial no Brasil € um aspecto que sempre deve ser levado em
conta em qualquer estudo que analisa populacdes. A populacao brasileira tem uma
estrutura multirracial e a cor da pele nao reflete substancialmente nas diferencas
étnicas em termos genotipicos. Isto se deve ao contato entre povos nativos indigenas,
colonizadores europeus, africanos que foram trazidos como escravos e, por fim,
imigrantes do periodo entre as guerras mundiais, que incluiram os italianos, japoneses,
entre outros. Além disso, devido a grande extensao territorial, a distribuicdo genotipica
segundo ancestralidade racial varia de regiao para regiao (24).

1.8 O sistema serotoninérgico:

A serotonina, ou 5-hydroxytryptamine (5-HT), é uma indolamina
neurotransmissora, envolvida em diversas fungoes fisioldgicas, incluindo a regulacéao
do humor, da agressividade, da resposta ao estresse, do ciclo sono-vigilia, dos
mecanismos de recompensa, das vias da dor, da libido, da termorregulagédo, dos
mecanismos de controle da fome-saciedade e de algumas fungdes cardiovasculares. O
ciclo da 5-HT no organismo inclui sua sintese a partir do aminoacido triptofano, sua
liberagdo e recaptacdo e todas essas etapa sao reguladas por autoreceptores e
influenciadas por outros neurotransmissores, como GABA, glutamato, dopamina,
noradrenalina, peptideos neuromoduladores e receptores hormonais. Disfungdes nos
circuitos serotoninérgicos sao associadas a condi¢ées neuropsiquiatricas de tal forma,
que diversos tratamentos farmacoldgicos buscam reestabelecer o equilibrio essas
vias, como por exemplo, antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos da recaptacao
de serotonina (ISRS) e neurolépticos (25).

Os autoreceptores tem destacado papel de feedback nos circuitos
serotoninérgicos. Eles se localizam na membrana neuronal pré-sinaptica e seu nome
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se deve a sua sensibilidade especifica ao neurotransmissor produzido e liberado pela
sua célula de origem. Os efeitos inibitérios dos autoreceptores sinalizam a diminui¢éo
da liberacdo do neurotransmissor, promovendo a homeostase dos processos
neurofisiolégicos serotoninérgicos (26).

1.9 Importancia do receptor de Serotonina 2C:

Os receptores 5SHT2C sao encontrados no plexo coroide, cértex, nucleo
accumbens, hipocampo, cortex pré-frontal ventromedial e amigdala. (26) (27)(28).
Estudos evidenciaram o envolvimento deste receptor com a regulacéo das alcas de
retroalimentagdo negativa através de interneurdnios gabaérgicos no nucleo da rafe
que, por sua vez, suprimem a operacado das células serotoninérgicas e em processos
de mediacédo por serotonina de efeitos pré-ansiedade na amigdala. Por conseguinte,
os efeitos terapéuticos dos inibidores da receptacao de serotonina sao atribuidos, em
parte, ao antagonismo 5HT2C (29). Experimentos em roedores evidenciaram a
reducdo da reatividade da amigdala com tratamentos sistémicos de efeito
antagonista dos receptores 5HT2C (30)(30)(31)(32). Além disso, os efeitos de
estimulos serotoninérgicos vistos no eixo Hipotalamo-Hipéfise-Adrenal (HHA) foram
associados a acao dos receptores 5HT2C no nucleo paraventricular do hipotalamo
(33)(34)(35) e o bloqueio desse receptor remove esse efeito excitatério da serotonina
na reatividade do eixo HHA (34).

Dentre todas as fung¢des regulatérias que envolvem o receptor 5SHT2C, destacam-
se os ajustes do equilibrio dinamico momento a momento e regulacdo homeostatica
dos processos neurofisioldgicos excitatérios e inibitorios mediados por serotonina,
com o fim de promover estabilidade e prevenir sobrecarga alostatica. (26)(36)(37). O
termo homeostase se refere a processos fisiolégicos mantidos de maneira constante
e automatica para promover o funcionamento biolégico do organismo com objetivo
de atingir saude e bem estar. Quando a homeostase € perturbada por demandas
fisiologicas ou eventos externos, o sistema de auto regulacao é ativado para ajustar
o equilibrio dindmico e reestabelecer a homeostase. Porem, sob certas demandas
ambientais mais duradouras, o0 organismo reestrutura seus parametros homeostaticos
de modo a modificar seus comportamentos (38).

Em contrapartida a homeostase, a alostase € a busca por estados adaptativos
para circunstancias desafiadoras e inesperadas. A carga alostatica é o desgaste do
organismo, que aumenta ao longo do tempo, diante da exposicdo ao estresse repetido
ou crénico. As consequéncias fisiologicas se dao através de respostas neurais ou
neuroenddcrinas, visando o gerenciamento de ameacas agudas, e que, quando
constantemente ativadas, levam a sintomas cardiovasculares e desregulacao
emocional (38).
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1.10 SNPs do gene HTR2C:

O gene HTR2C, que codifica o receptor 2C de serotonina - 5HT2C,
estd localizado na regiao q23 do cromossomo X. Existem 911 SNP do gene HTR2C,
dos quais 390 foram validados. Variacdes validadas representam bons candidatos para
estudos de associacado, uma vez que podem ser detectados em casos e controles. Em
particular, uma variacao validada do tipo néao sinénimo, o rs6318 (C/G), também
conhecido como Cys23Ser ou 68G>C / G68C, € uma mutacdo frequente do
nucleotideo 68 associado a uma substituicao dos amino&cidos cisteina por serina na
posicao 23 da sequéncia proteica. O alelo C codifica a serina e o G a cisteina. A
substituicdo pode desfazer uma ponte dissulfeto e tem sido amplamente investigada no
campo da psiquiatria (39).

Mesmo n&o tendo sido validado, o alelo C do polimorfismo do gene HTR2C
rs3813929 (C/T) ou -759C/T, mostrou-se associado com menor atividade
transcricional (alelo C) (40), sendo investigado como fator de risco para efeitos
colaterais metabdlico de antipsicéticos (41)(42)(9).

A expressao alterada dos gendtipos dos genes HTR2C pode estar associada
ao aumento do funcionamento do eixo HHA e a maior reatividade da amigdala (30).

1.11 Historico do projeto:

O presente estudo € um desmembramento de uma linha de pesquisa em
farmacogenética que iniciou suas atividades em 2013 nos ambulatérios de psiquiatria
da infancia e da adolescéncia, no Hospital de Clinicas (HC) da UNICAMP. Inicialmente
foram selecionados individuos que estavam em acompanhamento psiquiatrico e se
encontravam em uso de Risperidona. Os objetivos iniciais eram a avaliagao dos efeitos
colaterais do medicamento e se havia associagdo com os SNPs de genes
sabidamente envolvidos nos mecanismos de acdo da medicacéo (43). A Risperidona
foi escolhida como objeto de estudo uma vez que seu uso é amplamente difundido na
psiquiatria da infancia e adolescéncia, os dados cientificos acerca dos mecanismos
farmacodinamicos nesta faixa etaria sdo escassos e alguns efeitos colaterais
importantes, como Hiperprolactinemia, sindrome metabdlica e sintomas
extrapiramidais ja haviam sido descritos em estudos na populagédo adulta(44).

Os resultados desta iniciativa geraram publicagées (8, 9, 45), a conclusao de
um doutorado (46) e dois mestrados (47, 48), além do presente estudo.

Os motivos para priorizar os achados de associagdo entre as alteracdes
comportamentais e o perfil genético foi a importancia deste resultado para o contexto
biopsicossocial da populacao analisada. Estudos com individuos de idade menor que
18 anos envolvem maior complexidade, desde o0s processos éticos até a



Capitulo 1. Introdugéo 21

operacionalizacdo da coleta de dados, pois necessitam de um responsavel. Desta
forma, a analise de todos os parametros foi possivel apenas com a participacédo de
uma equipe de pesquisadores trabalhando em rede. Além disso, diante de uma
populacao altamente miscigenada, que convive com grandes desigualdades no acesso
a saude, por motivos regionais, mas também socioeconémicos, estes estudos podem
representar uma abertura para futuras iniciativas que visam a melhor caracterizagédo da
populacado do ponto de vista genético e principalmente que os resultados possam
melhor direcionar os recursos de tratamento. Diante desses questionamentos, o foco
inicial para o farmaco, a Risperidona, ficou fora de propdsito e a prioridade passou a
ser a genética e o comportamento.
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2 Justificativa

A importancia dos estudos que envolvem genética e transtornos mentais é
a ampliagdo de conhecimento para buscar formas eficientes e acessiveis para a
deteccao precoce de individuos suscetiveis e poder planejar intervengdes que levem,
individualmente, a menor morbidade, e coletivamente, a diminuicdo de custos em saude
mental.
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3 Objetivo

O objetivo deste estudo € avaliar a possivel associacado entre os polimorfismos
rs6318 (C/G) e rs3813929 (C/T) do gene HTR2C e a ocorréncia de sintomas mentais e
comportamentais entre criancas e adolescentes em tratamento psiquiatrico.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Tipo de estudo:

Trata-se de um estudo transversal descritivo, cujos sujeitos foram pacientes
em acompanhamento no Ambulatério de Psiquiatria da Infancia e Adolescéncia do
Departamento de Psicologia Médica e Psiquiatria (DPMP) do Hospital de Clinicas
(HC), Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), no periodo entre marco de 2014 e agosto de 2015. Este ambulatério é
voltado para casos graves, de nivel de complexidade terciario em saiude mental. A area
de abrangéncia inclui mais de 100 cidades do interior do estado de Séao Paulo, cerca
de 5 milhdes de individuos, de uma area publica, nao restrita e sem impedimentos de
fluxo (49).

4.2 Populagéo de estudo:

A populacédo de estudo é composta por participantes de estudo anterior da
mesma linha de pesquisa, que quantificava a presenca de obesidade, hipertenséo
arterial sistémica, sindrome metabdlica, resisténcia a insulina, dislipidemia e
hiperprolactinemia em criancas e adolescentes que faziam uso de risperidona para
tratamento de transtornos mentais e comportamentais (8, 9, 45). Os critérios de
inclusao e exclusao adotados foram:

1) Critérios de Inclusdo: frequentar os ambulatérios de psiquiatria da infancia e
adolescéncia do HC — UNICAMP; estar em tratamento medicamentoso com
Risperidona e ter idade entre oito e dezoito anos.

2) Critérios de Exclusdo: obesidade prévia ao tratamento; uso de farmacos que
sabidamente causam sindrome metabdlica (exceto risperidona); doencga fisica
que altera parametros metabdlicos; abuso de substancias psicoativas; deficiéncia
intelectual moderada ou grave e transtorno alimentar.

O Ambulatério de Psiquiatria de Infancia e Adolescéncia do HC-UNICAMP
atendia no periodo do estudo 451 pacientes, conforme a Figura 1. Apds aplicacao
dos critérios de inclusdo e exclusao restaram 183 individuos, no entanto 39 nao
puderam permanecer além do tempo da consulta para a aplicacdo do CBCL/6-18
no dia agendado e 59 perderam seguimento no servico. A perda descrita pode ser
considerada aleatéria. No total, nossa populacao de estudo foi de 85 individuos.
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Figura 1 — Fluxograma de selecao e descontinuacao no estudo

Motivos da Descontinuacio do Estudo Tamanho da Amostra

59 interramperam Seguimenta no
servico antes da colets dos exames

periodo considerado

| 4151 pacientes estiveram em tratamento no |

39 ndo compareceram a aplicacio da
instrumentia padronizada

uLavam risperidona

‘| 190 pacientes tinham idade entre & =20 anos & |

G tinham sindromes genéticas |

dependente de canabinoides

1 fai excluida por ser sabidamente |

—| ES pacientes tiveram amostras analizadag |

Todos os sujeitos daquele estudo, bem como seus representantes legais foram
convidados a também participar do presente estudo, tendo entendido, concordado
e assinado um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp (parecer favoravel, 44199, Certificado de
Apresentacao para apreciacao ética 04369612.8.0000.5404; 26.06.2012).

As informacgdes acerca do diagnostico psiquiatrico e do uso de medicagdes
foram retiradas dos registros do prontuario medico de cada individuo.

4.3 Ferramenta utilizada para a coleta de dados:

Para a andlise qualitativa e estratificacao da gravidade dos transtornos mentais
e comportamentais foi aplicado o questionario CBCL/6-18. No presente estudo, o
instrumento foi aplicado nos dias agendados para as consultas psiquiatricas dos
pacientes, ap0s as mesmas e em seus responsaveis legais

Para o calculo do score final das escalas foi usado o software ADM (14). O
programa fornece os T-scores calculados, as analises em graficos e um relatério. A
pontuacao da escala de competéncias é calculada pela soma da pontuacgao bruta de

trés sub-escalas: “atividades”, “social” e “escola”. Os problemas comportamentais, por
outro lado, sdo agrupados em trés subdivisdes:

1) Escala de subgrupos: “ansiedade/depressao”, “depressdo com isolamento”,
“‘queixas somaticas”, “problemas sociais”, “problemas do pensamento”,
“problemas na atencao”, “disturbio de conduta” e “comportamento agressivo”.
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2) Escala de problemas psicopatolégicos: problemas comportamentais
internalizantes (soma dos escores de “ansiedade/depressao”, “depressao com
isolamento” e “queixas somaticas”), problemas comportamentais externalizantes
(soma dos escores de “disturbio de conduta” e “comportamento agressivo”) e
problemas comportamentais de outra ordem (perguntas sobre tempo cognitivo,
controle esfincteriano, tiques, dificuldades na alimentagao, problemas fisicos,

problemas com o0 sono, dentre outros).

3) Categorias orientadas pelo DSM-IV: “problemas de ansiedade”, “problemas

somaticos”, “problemas de déficit de atencéo e hiperatividade”, “problemas por
comportamento opositor/ desafiador” e “problemas de conduta”.

Com a pontuacgao obtida pode-se classificar a crianga ou adolescente nas
categorias “normal”, “limitrofe” ou “clinico”. Para as escalas sociais os escores sdo
considerados “clinicos” quando estao abaixo de 30, “limitrofes” quando estao entre 30
e 33 e “normais”“ quando acima de 33. Para as escalas comportamentais os escores
sdo considerados “clinicos” quando estdo acima de 70, “limitrofes” quando estéao entre
67 e 70, e “normais” abaixo de 67. Para o escore total, os escores sdo considerados
“clinicos” quando estao acima de 63, “limitrofes” quando entre 60 e 63 e “normais”
abaixo de 60.

4.4 As medidas laboratoriais:

As amostras de DNA gendmico foram obtidas através da coleta de 8 ml de
sangue periférico em tubos com o anticoagulante 4cido etilenodeamino tetra-acético,
EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) 0,6M pH 8,0. A extracao de DNA genbémico
foi feita através de técnicas padronizada, no Laboratério de Genética Humana do
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) — UNICAMP, através da
lise com proteinase K (Boehringer Mannhein, Alemanha). A determinagédo dos SNPs
rs6318 (C/G) e rs3813929 (C/T) do gene HTR2C foi feita através de reacao em cadeia
da polimerase, PCR (polymerase chain reaction) em tempo real, usando enzimas de
restricdo ou oligonucleotideos iniciadores (primer) para alelos especificos.

4.5 Parametros em genética populacional:

A frequéncia do alelo menos comum (MAF) foi calculada através da soma dos
alelos menos expressos nos hemizigotos, homozigotas e heterozigotas; e comparada
com a MAF da populagao global obtida através de banco de dados do projeto “1000
Genomes” (23).
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4.6 Andlise estatistica:

A analise estatistica foi feita através do programa SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) versao 22 (IMB Co., Armonk, NY, USA). Dois cortes foram
adotados para a andlise estatistica: o primeiro, para evidenciar o resultado de maior
sensibilidade, em que os resultados da CBCL/6-18 foram divididos nos grupos “sem
alteracao”, para o resultado "normal®, e “com alteragao” para os resultados “limitrofe”
e “clinico”; no segundo, para evidenciar o resultado de maior especificidade, foram
formados os grupos “pouca alteracao” para os resultados “normal” e “limitrofe” e “
muita alteragdo” para o resultado “clinico”. O teste do qui-quadrado e teste exato de
fisher foram aplicados para avaliar as diferengas entre as frequéncias dos alelos C e
G para o polimorfismo rs6318 e os alelos C e T do polimorfismo rs3813929 do gene
HTR2C, em relacao aos grupos de resultados do CBCL/6-18. Os testes foram realizados
separadamente para individuos do sexo feminino (homozigotas ou heterozigotas), para
individuos do sexo masculino (hemizogotos) e na amostra total (ambos os sexos), uma
vez que o gene HTR2C se encontra no cromossomo X. O nivel de significancia adotado
foi de 5%.



5 Resultados

O estudo foi composto por 85 pacientes, sendo 65 (76,5%) do sexo masculino.
A media de idades foi de 13,4+2,7 anos (minimo de oito e maximo de 18 anos). A
distribuicéo étnico-racial e por sexo da populacao de estudo se encontra na Tabela 1.
O questionario CBCL/6-18 foi respondido majoritariamente por mulheres (84,7%), das
quais 50 (58,9%) eram as maes bioldgicas. Outros entrevistados foram pais (9,4%), avos
(10,6%), cuidadores de abrigos (8,2%), madrasta (7,1%) e outros (5,7%), que incluiam
irmaos mais velhos, tios e pais adotivos. As tabela 2 e 3 mostram a caracterizagéao
da amostra quanto a grupamentos sindrémicos, segundo o CID-10 e o resultado da

CBCL/6-18, respectivamente.

Tabela 1 — Distribuicdo da populacao de estudo de acordo com o sexo (n=385)

Masculino (n=65)

Idade 13,1 £ 2,7 anos
Branco 46 (70,8%)
Pardo 6 (9,2%)

Negro 13 (20%)
Amarelo 0

Feminino (n=20)
14,2 + 2,8 anos
15 (75%)

2 (10%)
2 (10%)
1 (5%)

Tabela 2 — Diagnosticos sindromicos da populacao de estudo segundo o levantamento dos

prontuarios médicos. (n=85)

Sindrome

Disruptiva/ Agressiva
Hipercinética
Depressiva
Deficiéncia Intelectual
Autistica
Foébico-ansiosa

Psicética

CID-10

Fo1/ F92

Fo0

F32/ F33

F70

F84

F40/ F41/ F42/ FA3
F20

Feminino
10 (50%)
9 (45%)
12 (60%)
15%)
10%)
30%)

1 (5%)

3(
2 (
6(
(

Masculino
32 (49,2%)
26 (40%)

17 (26,2%)
21 (32,3%)
18 (27,7%)
11 (16,9%)
5 (7,7%)

(
(

Total

42 (49,4%)
35 (41,2%)
29 (34,1%)
24 (28,2%)
20 (23,5%)
17 (20%)
6 (7,1%)
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Tabela 3 — Resultado da CBCL/6-18 feitos pelo software ADM. (n=85)

Subgrupo Alterado

Problemas Desafiadores e Opositores 46 (54,1%)
Problemas Desatencionais e de Hiperatividade 41 (48,2%)
Problemas de Afetividade 32 (37,6%)
Problemas da Ansiedade 26 (30,6%)

Todos os sujeitos do estudo estavam em tratamento farmacolégico com
Risperidona para controle dos seus sintomas. Dentre todos os individuos, 19 (22,7%)
estavam em monoterapia e o restante com associag¢des terapéuticas com um, dois ou
até trés outros medicamentos, conforme a Tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicao da amostra conforme os tratamentos farmacoldgicos prescritos,
segundo informac¢6es do prontuario médico. (n=85)

Medicamento Frequéncia de uso
Antipsicéticos* 85(100%)

Antidepressivos 48 (54,1%)
Psicoestimulantes 23 (27,1%)

Clonidina 11 (12,9%)

Outros™ 15 (17,6%)

*Antipsicéticos incluem a Risperidona e outros antipsicéticos usados em
associagéo.

**Qutros incluem anticonvulsivantes, litio e benzodiazepinicos.

A MAF foi calculada e os resultados comparados com o banco de dados da
populacao global do projeto “1000 genomes” (23), conforme a Tabela 5.
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Tabela 5 — Distribuicao genotipica dos polimorfismos estudados dos genesHTR2C e os valores
de MAF* da populacéao estudada e da populac¢ao global

MAF
L. Frequéncia MAF
SNP Genétipo L Banco de
alélica Estudo
dados
rs6318 G/GeG729% (10/52) G=76 (73,8%) C=262% C=17%
C/C e C 22,4% (4/15) C=27 (26,2%)
C/G 4,7% (4)

rs3813929 C/C e C80% (13/55)  C=86 (82,7%) T=173% T=13%
TTeT14,1% (1/11)  T=18 (17,3%)
C/T 5,9% (5)

*MAF - Minor Allele Frequency

As tabelas 6 e 7 mostram os resultados estatisticamente significativos das
associacoes entre o resultado da CBCL/6-18 com os polimorfismos estudados.

Tabela 6 — Associacoes significativas ente os resultados da CBCL/6-18 e o polimorfismo rs6318

do geneHTR2C.

Ambos os Sexos Genotipo X2 Valor de p

c,cc CG G,GG
Competéncias sociais
Pouca alteragéo (0+1) 16 (24,2) - 50 (75,8) 14,687 0,001#
Muita alteracao (2) 3 (15,8) 4 (21,1) 12 (63,2)
Sem alteragéo (0) 16 (26,7) - 44 (73,3) 11,303 0,004#
Com alteragéo (1+2) 3(12) 4 (16) 72 (72)
Comportamento agressivo
Pouca alteracdo (0+1) 5 (30,6) - 34(69,4) 9,175  0,010%
Muita alteracao (2) 4 (11,1) 4 (11,1) 28 (77,8)

Foram encontradas associacbes estatisticamente significativas para
heterozigotas e alteracdes nas competéncias sociais em ambos os cortes (p=0,001 e
p=0,004). O comportamento agressivo esteve associado a heterozigotas na faixa de
maior especificidade (p=0,01).
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Ambos os Sexos Genotipo x? Valor de p
Presencade C Ausénciade C

(C, CC, CG) (G, GG)
Problemas sociais
Sem alteragéao (0) 17 (36,2) 30 (63,8) 4,422 0,035
Com alteracao (1+2) 6 (15,8) 32 (84,2)

Presencade G Auséncia de G

(G, GG, GC) (C,cCcC)
Competéncias escolares
Sem alteragéo (0) 27 (90) 3(10) 4,073 0,044
Com alteracao (1+2) 28 (70) 12 (30)
Comportamento agressivo
Pouca alteracdo (0+1) 34 (69,4) 15 (30,6) 4,547 0,033
Muita alteracao (2) 32 (88,9) 4 (11,1)
Problemas sociais
Sem alteragao (0) 32 (68,1) 15 (31,9) 5,638 0,019
Com alteracédo (1+2) 34 (89,5) 4 (10,5)

Em ambos os sexos, a presenca de C esta relacionada a uma menor frequéncia
de alteracdo nos problemas sociais (p=0,035) no corte de maior sensibilidade. A
presenca de G foi fator de protecdo para as alteracbes competéncias escolares
(p=0,044) no corte de maior sensibilidade e foi associado positivamente a
comportamento agressivo (p=0,033) no corte de maior especificidade e a problemas
sociais (p=0,019) no corte de maior sensibilidade.
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Ambos os sexos Genoétipo 2 Valor
P X de p
Hemizigotos/Homozigotas Heterozigotas
(G, CC, G, GG) (CG)

Competéncias

sociais

P It a

ouca alleragao &6 (100) 0 14581  0,002"
(0+1)

Muita alteragédo (2) 15 (78,9) 4(21,1)

Sem alteracdo (0) 60 (100) 0 10,074 0,006*
Com alteracao

21 (84 4 (16

1+2) (84) (16)

Comportamento

agressivo

P It a

ouca alieraca 49 (100) 0 5713 0,029
(0+1)

Muita alteragédo (2) 32 (88,9) 4 (11,1)

Heterozigotas estavam associadas a alterac6es nas competéncias sociais tanto
no corte mais especifico (p=0,002), como no mais sensivel (p=0,06). Também estavam
associadas a comportamento agressivo no corte de maior especificidade (p=0,029).

Sexo Masculino Genétipo X2 Valor de p
Cc G

Comportamento agressivo

Pouca alteragao (0+1) 13 (31,7) 28 (68,3) 5,281 0,022

Muita alteracéao (2) 2(7,7) 24 (92,3)

No sexo masculino, presenc¢a do alelo G é associada a comportamento agressivo
(p=0,022) no corte de maior especificidade.

Sexo Feminino Genotipo X2 Valor de p
cc CG GG

Competéncias sociais

Pouca alteracédo (0+1) 3(27,3) - 8 (72,7) 6,195  0,045%

Muita alteracao (2) 1(11,1) 4 (44,4) 4 (44,4)

No sexo feminino, heterozigotas estavam associadas a alteragbes nas
competéncias escolares (p=0,045) no corte de maior especificidade.
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Tabela 7 — Associacoes significativas ente os resultados da CBCL/6-18 e o polimorfismo

rs3813929 do geneHTR2C.

Ambos os sexos Genétipo X2 Valor de p

C,CC CT TTT
Tempo cognitivo lento
Pouca alteragéo (0+1) 58 (81,7) 2(2,8) 11 (15,5) 7,618  0,022#
Muita alteragao (2) 10(71,4)  3(21,4) 1(7,1)
Sem alteragao (0) 51 (83,6) 1(1,6) 9 (14,8) 7,025  0,0030%
Com alteracao (1+2) 17 (70,8) 4 (16,7) 3(12,5)

Heterozigotas estiveram associadas a tempo cognitivo lento tanto no corte de
maior especificidade (p=0,022), como no de maior sensibilidade (p=0,003).

Ambos os sexos Genotipo

Hemizigotos/Homozigotas

(C,CC, T, TT)
Tempo cognitivo
lento
Pouca alteragao
(0+1)
Muita alteracdo (2) 11 (78,6)
Sem alteragéo (0) 60 (98,4)
Com alteracao

(142) 20 (80,3)

Presenca do alelo C
(C,CC,CT)

Problemas

desafiadores e

opositores

Sem alteragéo (0) 37 (94,9)
Com alteracao

(142 36 (78,3)

Heterozigotas

(CT)

2 (2,8) 7,317

3 (21,4)
1(1,6) 7,025

4(16,7)

Auséncia do
alelo C

(T, TT)

2(5,1) 4,803

10 (21,7)

Valor
dep

0,030*

0,021#

0,028

Heterozigotas estiveram associadas a tempo cognitivo lento tanto no corte de
maior especificidade (p=0,03), como no de maior sensibilidade (p=0,021). A auséncia
do alelo C estava associada a problemas desafiadores e opositores (p=0,028).



Capitulo 5. Resultados 34

Sexo Masculino Genotipo X2 Valor de p
C T

Problemas desafiadores e opositores

Sem alteracéao (0) 30 (93,8) 2(6,3) 4,853 0,028

Com alteragao (1+2) 25 (73,5) 9 (26,5)

No sexo masculino, a presenca do alelo T estava associada a problemas
desafiadores e opositores (p=0,028) no corte de maior sensibilidade.

Sexo Feminino Genotipo X2 Valor de p

Homozigotas Heterozigotas

(CC,TT) (CT)
Tempo cognitivo lento
Sem alteragao (0) 11 (91,7) 1(8,3) 5,432 0,038*
Com alteragao (1+2) 3 (42,9) 4 (57,1)

No sexo feminino, heterozigotas estavam associadas a tempo cognitivo lento
(p=0,038) no corte de maior sensibilidade.
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6 Discussao

O presente estudo investigou as possiveis associa¢des entre os polimorfismos
rs6318 e rs3813929 do gene HTR2C e as categorias do CBCL/6-18. Os
resultados demonstram uma associacdo mais frequente entre o rs6318 e sintomas
externalizantes e do rs3813929 com sintomas externalizantes e tempo cognitivo lento.
Sintomas externalizantes sao caracterizados por dificuldades no controle dos impulsos,
agressividade e comportamento antissocial. O tratamento de condi¢des externalizantes
com antipsicoticos € uma opcéo bastante utilizada e a risperidona € comumente
utilizada na pratica psiquiatrica da infancia e adolescéncia para este propoésito (44).

Os achados envolvendo o rs6318 sao compativeis com a literatura cientifica,
uma vez que a presenga do alelo G foi positivamente associada a comportamento
agressivo em ambos o0s sexos (p=0.033) e no sexo masculino (p=0.022).
Comportamento agressivo na clinica psiquiatrica apresenta forte associagcdo com
problemas sociais (26). Dessa forma, a associacdo encontrada entre problemas
sociais na presenca do alelo G em ambos os sexos (p=0.019) e no sexo feminino
(p=0.045) também & um achado esperado (Tabela 6).

Os estudos de associacao entre alteracbes comportamentais e o0 rs6318
apresentaram o0s seguintes resultados: Segundo Okada et al., o alelo C foi
constitutivamente mais ativo que o G (50). Brummett et al (51, 52)encontraram niveis
de cortisol basal semelhantes em homens com os alelos C ou G mais ativos no SNP
rs6318. No entanto, diante de fatores indutores de respostas emocionais, como falar
em publico, induc&o a raiva ou tristeza, homens com o alelo G tiveram aumento no
cortisol significativamente menor (p<0.001), raiva (p=0.08) e humor depressivo
(p=0.006) em comparagdo com homens com o alelo C. Também foram encontradas
associag¢des com a renovagao de norepinefrina, maior para portadores do SNP rs6318,
mas néo o de dopamina e serotonina (39). A expressao alterada dos gendtipos dos
genes HTR2C pode, portanto, estar associada ao aumento do funcionamento do eixo
HHA e maior reatividade da amigdala.

Em contrapartida, nas analises associativas envolvendo o polimorfismo
rs3813929, foram encontradas: associagdes entre tempo cognitivo lento em
hemizigotos e homozigotas (p=0.021) e apenas homozigotas (p=0.038); problemas
desafiadores e opositores pela orientacdo do DSM na presenca do alelo C em ambos
0s sexos (p=0.028) e no sexo masculino (p=0.028). No entanto, na literatura cientifica,
o rs3813929 (C/T) mostrou-se associado com menor atividade transcricional,
juntamente as variacoes 967C e 995G (40) e ele é apontado como fator de risco para
efeitos colaterais metabdlico dos antipsicoticos (41)(42, 9).
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A associagao do polimorfismo rs6318 e sintomas depressivos e ansiosos seria
um achado esperado (52), mas que nao ocorreu em nosso estudo. Uma possivel
explicagdo é que a selecao de individuos em uso de risperidona gerou um viés, uma
vez que o perfil dos individuos que usam este tratamento é diferente do perfil de quem
apresenta sintomas internalizantes, categoria que inclui os quadros depressivos e
ansiosos. Sendo assim, para a detecgcédo dessas condigdes neste perfil amostral, o
namero de participantes possa ter sido insuficiente. Foi notado, no entanto, que
mesmo esses individuos tendo procurado atendimento majoritariamente por queixas
externalizantes, a comorbidade com sindrome depressiva foi detectada em 28
individuos (32,9%) e sindrome ansiosa em 26 individuos (30,6%).

Por sinal, o fato de a populacédo do estudo estar em uso de risperidona no
momento da aplicagcao do CBCL/6-18 foi uma das limitagdes do estudo. Segundo as
instrucoées do questionario, os entrevistados focavam nos problemas da crianca ou
adolescente apenas nos ultimos seis meses. A prescricdo da risperidona para
transtorno externalizantes poderia ter melhorado os sintomas comportamentais e
diminuido a sensibilidade dos pais ou responsaveis em perceber as alteracdes no
momento da aplicagdo da escala. Os resultados, todavia, foram estatisticamente
significativos, sugerindo-se que os sintomas fossem tdo importantes que foram
relatados mesmo com as criancas e adolescentes ja estando medicados.

Outro confundidor poderia ser o efeito sedativo secundario ao uso de risperidona
pela populacao de estudo, que pode ter contribuido para obtengao do resultado de
tempo cognitivo lento. No instrumento, o tempo cognitivo é classificado como lento
guando as seguintes perguntas sao respondidas afirmativamente: se o individuo parece
confuso; se sonha acordado; se falta energia e se fica contemplando o vazio.

Além do uso da Risperidona, o fato de os participantes receberem outros
tratamentos farmacoldgicos em associagdo também é um confundidor. Ademais, todos
os individuos eram frequentadores de um servico de saude altamente especializado
e com perfil para atender somente casos graves. Neste cenario de atendimento, a
prescricdo combinadas de agentes farmacolégicos € comum, pois geralmente os
quadros psiquiatricos sao mais refratarios e mais proeminentes, necessitando de
doses mais altas de medicacao e associacdes terapéuticas efetivas para o controle
dos sintomas. Quanto aos fatores de excluséo, eles ndo foram limitadores e nao
prejudicaram a selecao da atual populacao de estudo.

Quanto aos parametros em genética populacional do estudo, os valores das
MAFs dos SNPs apresentaram leve diferenca em relacao a populacao geral, segundo
o0 projeto “1000 Genomes” (23). O valor da MAF do SNP rs6318 foi de 26,2% no grupo
estudado, enquanto na populagéo global é de 17%. Segundo os dados populacionais
disponiveis, essa distribuicao € muito variavel quando separada por grupamentos
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étnicos: observa-se que é mais homogénea na populacao africana, onde a MAF
atinge os 39%, enquanto na América, Leste Asiatico, Europa e Sudeste Asiatico esta
frequéncia n&o ultrapassa os 15%. O valor da MAF do SNP rs3813929 no presente
estudo foi de 17,3%, enquanto na populacao geral é de 13%. Curiosamente, ao contrario
do SNP anterior, a MAF especificamente nas populagdes africanas € baixa, com valor
de apenas 1%, enquanto a MAF assemelha-se a média global nas Américas (12%),
Leste Asiatico (15%) e Europa (16%); e alcanca o valor de 28% no sudeste asiatico.

E sabido que a populacdo brasileira tem uma estrutura multirracial (24), o que
dificulta o pareamento genético com qualquer grupo geografico da base de dados. No
entanto, estudos genéticos em populacdbes multirraciais contribuem para a
caracterizagado genotipica associada aos diferentes fenoétipos, por fornecer elementos a
mais para direcionar as pesquisas e também por trazer caracteristicas da distribuigcao
alélica em um novo territério geopolitico.

As associacoes encontradas entre os polimorfismos do gene HTR2C e
sintomas comportamentais, em especial a comportamento agressivo, a problemas
sociais e tempo cognitivo lento, contribuem para identificar os fenédtipos
comportamentais associados a expressao genética e ajudar na caracterizacao . Sao
necessarios, entretanto, estudos longitudinais para analisar as possiveis relagdes
causais entre os polimorfismos estudados e os sintomas durante o desenvolvimento da
crianga ou adolescente até a fase adulta e quais transtornos psiquiatricos podem
aparecer ou persistir. Dessa forma, pode-se fazer da analise genética um
procedimento ndo apenas diagnéstico, mas também preventivo e por conseguinte
otimizar o planejamento na distribuicdo de recursos de tratamento. As particularidades
genéticas individuais e predisposicdo a doencas mentais também podem ser
exploradas para estudo de novas drogas mais especificas e eficientes ou a testes de
sensibilidade a terapéuticas ja existentes.
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7 Conclusao

Foram encontradas associacdes entre o polimorfismo rs6318 do gene HTR2C
e sintomas externalizantes e esses achados sdo embasados por literatura cientifica.
Também foram encontradas associagcdes entre o polimorfismo rs3813929 do gene
HTR2C e tempo cognitivo lento, no entanto esse achado € inconsistente na literatura
e pode ter ocorrido devido a efeitos adversos dos farmacos usados para tratamento
psiquiatrico dos sujeitos do estudo.
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ANEXO A — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP):

Plataforma Brasil - Ministério da Salde
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 Temitica:
Pesquisador: Amilton dos Santos Jinior Versédo: 1
Instituigdo: Hospital de Clinicas - UNICAMP CAAE: 04369612.8.0000.5404

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

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

Apresentagéo do Projeto:

Projeto apresentado de forma adequada, com introdug&o, 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 é uma droga ja aprovada e em uso
para transtornos mentais, mas que tem efeitos adversos que podem estar associados com alguma expressao
génica (que sera estudada). O estudo sera feito em individuos com idade entre 10 e 20 anos ( a maioria
adolescente) e com um grupo controle sem doenga

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

N&o ha riscos importantes no estudo, ja que serdo aplicados questionarios, medidas antropométricas e sera
coletado sangue. Também ndo ha muitos beneficios, além do conhecimento dos resultados dos exames, como
perfil lipico, glicemia...

Comentérios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Pesquisa é em escrita, bem elaborada, sem conflitos éticos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Todos os documentos fordo apresentados de forma adequada. Ha um termo de consentimento para os casos e
um para os controles. Como a maioria dos individuos sao menores de idade, ha também a assinatura do
responsavel.

Recomendacdes:
aprovado sem recomendagées

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Trabalho aprovado sem pendéncias. TCLE adequado

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Aprecia¢do da CONEP:
Nao

Consideragbes Finais a critério do CEP:
Aprovado em reunido do colegiado.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

PESQUISADORES ENVOLVIDOS:

Adriana Perez - Aluna de Iniciagdo Cientifica do Curso de Graduacdo em
Medicina - FCM - UNICAMP; Lucia Arisaka Paes - Médica Psiquiatra; Leandro Xavier
de Camargo Schlittler - Médico Psiquiatra; Luiz Fernando Longuim Pegoraro -
Psic6logo, Mestre em Saude da Crianca e do Adolescente - FCM - UNICAMP;
Maricilda Palandi de Mello - Quimica, Livre-Docente, 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-Junior - 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:
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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 sera mantido por meio da
identificacao das pacientes por um cédigo.

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 avaliacdo de aspectos importantes de meu acompanhamento psiquiatrico,
por meio de instrumentos padronizados para utilizagdo em pesquisa. Também serei
submetido(a) a uma avaliacao clinica com medidas antropométricas e de composi¢ao
corporal, na presente data e em avaliagbes subsequentes. Serei ainda submetido(a)
a coleta de sangue para analise laboratoriais, na presente data e em avaliacées
subsequentes. Tal procedimento ndo apresenta risco importante. Estou também ciente
que a coleta de sangue necessaria para a avaliagdo de meus perfis laboratoriais
sera realizada junto com outras coletas que rotineiramente séo feitas para o meu
acompanhamento médico neste servico. As pesquisas laboratoriais utilizando a amostra
de sangue poderéo ser feitas durante um periodo indeterminado apéds a coleta e, apds
a sua realizacao, essa amostra de sangue sera destruida.

RISCO E DESCONFORTO:

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

VANTAGENS:

Eu entendo que obterei com minha participacdo no estudo a vantagem de
permitir gue o medicamento que utilizo em meu seguimento médico-psiquiatrico seja
pesquisado quanto a seu perfil de efeitos adversos potenciais, como obesidade,
hipertensao arterial, hipercolesterolemia e resisténcia insulinica, entre outros, os quais
podem estar associados a complicagbes 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 doenga cardiovascular, com o tratamento ou controle
destes achados.

SIGILO:

Eu entendo que toda informag&o médica, assim como os resultados desse
projeto de pesquisa, fardo parte de meu prontuario médico e serdo submetidos aos
regulamentos do Hospital, referentes ao sigilo da informag¢do médica. Se os resultados
ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicag¢éo cientifica, nenhum
nome sera mencionado.

FORNECIMENTO DE INFORMAGAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes 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 posSso 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 reconheco também que o médico Amilton dos
Santos Junior pode interromper minha participagéo nesse estudo a qualquer momento
que julgar apropriado.

Se vocé tiver alguma duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa da FCM - UNICAMP, e-mail: cep@fcm.unicamp.br
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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:
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