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RESUMO

Clozapina (CLZ) é um antipsicotico de segunda geracao, indicada no tratamento de
esquizofrenia refrataria (ER). Apesar de ser o farmaco de escolha nestes pacientes, 30%
deles ndo respondem satisfatoriamente a terapia com CLZ, constituindo o grupo de
individuos portadores de esquizofrenia super-refrataria (ESR). A variabilidade na
resposta ao tratamento com CLZ pode estar relacionada a altera¢des na farmacocinética
da CLZ influenciadas pelos polimorfismos 1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T do gene
ABCB1. ABCB1 é uma proteina transportadora de membrana, que promove a passagem
de farmacos do meio intra ao extracelular. Os polimorfismos de ABCB1 podem causar
mudancas estruturais ou na expressao proteica, influenciando nas concentracoes
intracelulares de CLZ e contribuindo para o sucesso ou o fracasso da terapia. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a associagédo entre os polimorfismos 1236C>T,
2677G>T/A e 3435C>T de ABCB1 com a resposta ao tratamento a CLZ. Um total de 68
pacientes em uso de CLZ, 34 portadores de ER e 34 de ESR, foram incluidos no estudo.
Os testes de genotipagem foram realizados através da extracdo do DNA genémico, PCR
e sequenciamento. N&o foi observada diferenca na distribuicao alélica e genotipica dos
polimorfismos de ABCB1, entre os grupos ER e ESR, assim mesmo néo foi observada
relacdo entre os polimorfismos estudados com a dosagem de CLZ e a gravidade
psicopatologica avaliados pela escala BPRS. Fatores como consumo de café, cigarro,
idade e etnia ndo influenciam na resposta ao tratamento com a CLZ. Foi evidenciada
maior presenca de pacientes do género feminino no grupo ESR em relacéo ao grupo ER
e maior presenca de individuos do género masculino no grupo ER quando comparado
com o grupo ESR. O conjunto dos resultados aqui obtidos demonstram que ndo ha
associacao entre os polimorfismos 1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T do gene ABCB1
com a refratariedade ao tratamento com CLZ.

Palavras chaves: Farmacogenética, ABCB1, polimorfismos, clozapina, refratario, super

refratario
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ABSTRACT

Clozapine (CLZ) is the antipsychotic drug of choice in treatment refractory schizophrenia
(TRS), however 30% of the patients with TRS don’t have full response to treatment with
CLZ, these patients are considered to have super refractory schizophrenia (SRS). The
response variability to treatment with CLZ may be associated with alterations of the CLZ
plasma levels promoted by 1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T ABCB1 gene
polymorphisms. ABCBL1 is a transmembrane glycoprotein of transport, which export drugs
from the intracellular to the extracellular space. ABCB1 polymorphisms cause structurally
and functional protein changes that influence the intracellular CLZ levels and,
consequently, promoting therapy failure. This work had the aim to establish the relation
between the 1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T ABCBL1 polymorphisms and the CLZ
treatment response. This study included a total of 68 patients, 34 of whom were classified
as TRS (CLZ responders) and 34 as SRS (CLZ non-responders). All patients were in use
of CLZ for at least one year. For the genotype test was extracted genomic DNA, following
for PCR and sequencing technigues. It was not observed any differences in allelic and
genotype distribution between 1236C>T, 2677G>T/A and 3435C>T polymorphisms
between RS and SRS groups. The polymorphisms not influenced the CLZ dose level, and
percentage of BPRS change. In the same way, the results not showed relation between
age, coffee intake, smoking behaviors and ethnicity and the CLZ treatment response,
however, was evidenced a higher proportion of female patients in the SRS group when
compared with the TRS group. In opposite, a lower proportion of male patients was
observed in the SRS than the TRS group. Taken together, the results here obtained
showed no association between 12361236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T polymorphisms
of ABCB1 gene and failure to CLZ treatment.

Key Words: Pharmacogenetics, ABCB1, polymorphisms, clozapine, refractory, super-

refractory



1. Introducéao

1.1. Esquizofrenia

A esquizofrenia (SQZ) € um transtorno mental que atinge igualmente homens e
mulheres, afeta cerca de 27 milhdes de pessoas, apresentando prevaléncia mundial de
1% (1). E uma doenca cronica, caracterizada por alteracéo de personalidade, diminuic&o
da capacidade cognitiva, isolamento e disfuncéo social e laboral, maior risco de padecer
outras doencas, como doencas cardiovasculares, maior tendéncia ao suicidio, motivos
pelos quais os individuos com esquizofrenia possuem expectativa de vida reduzida de 12
a 15 anos em comparacdo com a média geral da populagéo (1, 2).

A etiologia da doenca, ainda ndo estd esclarecida, no entanto sabe-se que
individuos com SQZ apresentam uma taxa de 15% de probabilidade de transmiti-la a
seus filhos (3), sendo assim evidente a participacao genética na esquizofrenia. Nao sédo
conhecidos os genes envolvidos, mas estima-se que a enfermidade pode ser devida a
uma alteracdo multigenética (3),e inclusive epigenética (4). Por outro lado, a exposicdo a
fatores exdgenos como infeccdes virais, hipdxia e méa nutricdo durante o desenvolvimento
fetal, também parecem influenciar no surgimento da doenca (5).

Os sintomas da enfermidade s&o classificados como sintomas positivos, negativos
e cognitivos (2). Os positivos séo caracterizados por delirios, alucinacdes, linguagem e
comportamento desorganizado, onde pode ser observado a repeticido continua de
movimentos ou entdo a diminuicdo dos mesmos. Os sintomas negativos sao facilmente
confundidos com a depressdo e se apresentam como embotamento afetivo, falta de
motivacédo, dificuldade para fazer atividades de rotina, falta de cuidados com a higiene
pessoal, anedonia, dificuldades em manter uma conversa e comunicar-se. Os sintomas
cognitivos sd@o caracterizados pela deficiéncia na compreensdo, concentracéo,
memorizacao e para a execucao de tarefas (6).

A fisiopatologia da esquizofrenia é caracterizada por um desequilibrio de
neurotransmissores a nivel cerebral envolvendo dopamina, glutamato, GABA e
serotonina que, junto a seus receptores, parecem estar implicados na complexidade da
doenca, a partir dessas observagcdes originaram-se varias hipoteses para explicar a

etiologia da esquizofrenia.



A hipotese dopaminérgica e mais antiga, foi proposta por Carlson em 1970 e
fundamenta-se na observacéo de que substancias psicoativas, agonistas de receptores
dopaminérgicos, como a cocaina e as anfetaminas, geram comportamento semelhante
aos sintomas positivos da esquizofrenia (7). O esclarecimento de que antipsicoticos tem
como alvo o receptor de dopamina D2, demonstrou que esse neurotransmissor possui
participacéo na fisiopatologia da esquizofrenia (8). Laurelle et al. (2003) (9), ratificaram a
hiperfuncdo dopaminérgica na via mesolimbica e que a interagcdo com os receptores D2
seriam 0s responsaveis pelos sintomas positivos. Além disso, explicaram que 0s
sintomas negativos podem ser ocasionados pela hipofuncdo dopaminérgica na via
mesocortical, o qual conduziria a uma ativagédo ineficiente dos receptores D1, que
cumprem uma funcéo excitatoria.

Na SQZ, além do desequilibrio dopaminérgico, também coexistem alteracdes em
outros sistemas de neurotransmissores. Ha pelo menos outras trés hipéteses que tentam
explicar a sintomatologia da doenca: glutaminérgica, gabaminérgica e serotoninérgica. A
hipétese glutaminérgica fundamenta-se no fato de que algumas substancias como a
fenciclidina (PCP), um antagonista de glutamato, sdo capazes de interagir com o receptor
N-methyl D- aspartate (NMDA) e gerar sintomas semelhantes aos da SQZ (10). A
hipétese gabaminérgica fundamenta-se em estudos realizados em cérebros de
individuos esquizofrénicos post mortem, onde foi observado que o0s neurbnios
relacionados com a neurotransmissdo do acido gama-aminobutirico (GABA) estavam
reduzidos, sugerindo assim uma diminui¢do da transmissdo do GABA na SQZ (11). Outra
hip6tese relacionada é a serotoninérgica, a qual fundamenta-se no fato de que a maioria
dos antipsicoticos atipicos tem como alvo o receptor de serotonina 5SHT2A (do inglés 5-
hydroxytryptamine) e de que cérebros de pacientes esquizofrénicos analisados post-
mortem apresentam diminui¢do de receptores 5SHT2A (12).

1.2. Antipsicoticos e Clozapina
Os antipsicoticos sdo o tratamento de escolha para a esquizofrenia e séo
classificados como tipicos ou de primeira geracdo (APGs) e atipicos ou de segunda

geracdo (ASGs). Os APGs foram descobertos em 1950, sendo a clorpromazina e o



haloperidol os farmacos mais conhecidos desse grupo. O principal alvo dos APGs é o
receptor D2 de dopamina.

Os APGs estao associados com a producéo de sintomas extrapiramidais (SEP)
(13). Os SEP surgem da desregulacdo do sistema extrapiramidal, que € uma rede
neuronal que faz o controle dos movimentos musculares voluntérios (14). Uma ocupacao
entre 70% e 80% dos receptores alvos por parte dos antipsicéticos geram boas repostas
terapéuticas , uma ocupacao em mais de 80% dos receptores gera efeitos caracteristicos
do SEP (15). Os SEP mais comuns sao:

Sindrome parkinsoniana (ou pseudoparkinsonismo): Apresenta similaridade com
0s sintomas da doencga de Parkinson, caracteriza-se por diminui¢cdo da expresséao facial,
rigidez articular, salivacao, escritura pequena (micrografia) e tremores;

Acinesia: caracteriza-se pela diminuicdo motora, parecendo que 0s pacientes
ficam imoveis, assemelhando-se aos sintomas negativos da esquizofrenia;

Discinesia: refere-se a um amplo grupo de movimentos anormais involuntarios
gue inclui coreia, atetose, distonia, acatisia, movimentos compulsivos, tics, entre outros.
As discinesias dividem-se em agudas e tardias, dependendo do tempo de inicio dos
sintomas. As agudas aparecem depois da administracdo do neuroléptico (2-24 h), e a
discinesia tardia surge no tratamento cronico, sendo que 75% dos pacientes medicados
com APGs apresentam SEP (13).

Os ASGs surgiram em 1970 com a introducdo da clozapina (CLZ) (16) e
atualmente sdo conhecidos ao redor de 15 diferentes ASGs, entre 0s quais sobressaem
a olanzapina, quetiapina, ziprasidona, aripiprazol e risperidona. CLZ foi retirada do
mercado em 1975 por ser associada com agranulocitose e a morte de 8 pacientes na
Finlandia. Posteriormente, em 1989, foi demostrado que a CLZ é o tratamento mais
efetivo da SQZ, motivo pelo qual a Food and Drug Administration (FDA) aprovou seu
reingresso no mercado para o uso exclusivo em casos de esquizofrenia refrataria (ER) e,
em 2002, aprovou também seu uso em pacientes esquizofrénicos com tendéncias
suicidas, persisténcia de hostilidade e agressividade (16).

CLZ é uma benzodiazepina triciclica de baixo peso molecular (326,82 g/mol), a
qual apresenta taxa de absorcéo entre 90-95% e alcanca o pico maximo no plasma duas
horas apds a administragéo. Possui vida média de 12 horas e 50 % dos metabdlitos sao



excretados na urina e 30% nas fezes (17). Seu metabolismo é realizado primariamente
pelo sistema enzimético do citocromo oxidase P450 (CYP450), sendo as principais
isoenzimas metabolizadoras CYP1A2, CYP3A4, CYP2C19 e CYP2D6. Além disso,
agentes capazes de induzir ou inibir a CYP450 podem influenciar no metabolismo da CLZ
(16)

Os principais metabdlitos da CLZ sado a N-desmetil clozapina (norclozapina),
produto da N- desmetilacédo realizada pela CYP1A2, e o N-Oxido de clozapina, produto
da N- oxidacao realizada pela CYP3A4. A norclozapina € o metabolito mais importante,
sendo o Unico metabdlito que mostra atividade significativa, exibindo um perfil
semelhante ao da CLZ (16).

Farmacodinamicamente, a CLZ é capaz de se unir a receptores tanto inibitérios
como excitatorios de varios neurotransmissores, sendo que sua acado pode ser do tipo
agonista ou antagonista e seus principais alvos sdo o0s receptores de dopamina e
serotonina. A CLZ é antagonista parcial do receptor D2 (inibitério), apresentando menor
afinidade a estes receptores quando comparada aos APGs, o que poderia explicar a
reduzida quantidade de SEP gerados pela CLZ em comparacédo com 0os APGs. Além dos
receptores D2, a CLZ é agonista parcial do receptor dopaminérgico D1 (excitatorio),
antagonista dos receptores de serotonina 5SHT2A/2C (excitatorios), agonista parcial do
receptor 5HT1A de serotonina (receptor auto-inibitério), agonista dos receptores
colinérgicos muscarinicos M1 e M3 (excitatérios), agonista parcial dos receptores M2 e
M4 (inibitorios), antagonista dos receptores adrenérgicos a-1 (excitatério) e a-2
(inibit6rio), e € um forte antagonista do receptor de histamina H1 (excitat6rio) (11). A CLZ
também ¢é inibidora do sistema de transporte de aminoacidos SNAT1, permitindo que
varios aminoacidos fiquem livres no espaco cerebral, sendo que a glicina apresenta a
maior biodisponibilidade, potencializando a ativacdo do NMDA (18). A hipoatividade do
NMDA faz parte da teoria glutaminérgica envolvida com o surgimento da SQZ (18). O
perfil de ligacdo da CLZ aos diferentes receptores e o grau de afinidade é representado

na figura 1.
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Figura 1.Representacdo esquematica dos receptores de ligacdo a CLZ, mecanismo de
acao (agonismo/antagonismo/agonismo parcial) e afinidade de ligacdo aos receptores.
William T. O'Connor e Sean D. O'Shea (2015). (11)

Fatores genéticos e ndo genéticos (19) podem interferir no metabolismo e na
biodisponibilidade e, portanto, na acao farmacolégica da CLZ. Entre os fatores genéticos
gue afetam o metabolismo de CLZ, estdo os polimorfismos de nucleotideo simples
(SNPs, do inglés single single nucleotide polymorphisms) presentes nos genes que
codificam proteinas de receptores alvo da CLZ, ou em genes que intervém no
metabolismo ou no transporte da CLZ. Na area da farmacogenética, diversos estudos
tem procurado estabelecer a relacao entre os polimorfismos genéticos e a resposta ao
tratamento. No caso da CLZ, os estudos baseiam-se nos polimorfismos presentes nos
genes dos receptores de dopamina, serotonina, das enzimas CYP1A2 e CYP3A4 (20) e,
mais recentemente, no gene da proteina transportadora ABCBL1 (21). Por outro lado, tem-

se os fatores ndo genéticos que podem interferir na resposta ao tratamento, tais como:

e Presenca de outra doenca que afete érgaos vitais como os rins ou figado.

e |dade e género: Apesar de controverso, Lane et al. (1999) (22),demonstraram que
individuos idosos apresentam resposta diminuida a CLZ enquanto Tang et al.
(2007) (23), observaram maiores concentracdes de CLZ em mulheres do que em

homens



InteragGes medicamentosas: Diferentes medicamentos sao capazes de diminuir
ou aumentar a atividade da CYP e, portanto, capazes de interferir na concentracéo
plasmatica de CLZ: fluvoxamina inibe a acdo de CYP1A2 e CYP3A4, fluoxetina e
paroxetina inibem a CYP2D6, macrolideos como a eritromicina inibem a CYP3A4,
ciprofloxacina inibe a sintese de CYP3A4, fenobarbital, carbamazepina e
rifampicina induzem a CYP3A4, omeprazol induz a atividade de CYP1A2 (24). A
tabela 1 apresenta exemplos de farmacos que podem interferir na concentracao

plasmatica da CLZ ao influenciarem a atividade enzimatica da CYP1A2.

Tabela 1. Farmacos que potencializam ou interferem no metabolismo da CYP1A2.

Farmacos que inibem o Farmacos que estimulam o
metabolismo da CYP/ Aumento da metabolismo da CYP/ Diminui¢céo da
concentracdo da CLZ concentracdo de CLZ

Fluvoxamina
Fluoxetina

Norfluoxetina

Nefazodona Fenobarbital
Eritromicina Carbamazepina
Ciprofloxacina Rifampicina
Cetoconazol Omeprazol
Quinidina Fenitoina
Varfarina

Ritonavir

Isoniazida

Cafeina: A cafeina, semelhante a CLZ, é substrato da CYP1A2, e atua competindo
pelo sitio de clivagem da enzima. Hagg et al. (2000) (25), reportaram que a
ingestao diaria de cafeina em doses de 400 a 1000 mg, inibem o metabolismo e a
eliminacao de CLZ. Essa relacéo entre cafeina e metabolismo de CLZ foi também
encontrada no trabalho de Spina et al.,(2007) (24). Por outro lado, autores como



Djordjevic et al. (2008) (26), encontraram que o consumo de café influencia no
aumento do metabolismo da CLZ.

e Nicotina: E um indutor de CYP1A2. Hasegawa et al. (1993) (27) descreveram a
presenca de maiores concentracdes de CLZ plasmética em pacientes nao
fumantes em comparacdo com pacientes fumantes. Meyer et al. (2001) (28)
relataram o aumento da concentracdo de CLZ em pacientes fumantes que
deixaram de fumar e com o surgimento de efeitos colaterais sendo, por essa razao,
aconselhado ajustar a dosagem de CLZ dependendo do perfil do paciente
(fumante crénico, fumante esporadico, paciente que esta deixando de fumar) (29).

1.2.1. Efeitos colaterais da CLZ

CLZ esté associada com efeitos colaterais como agranulocitose (motivo pelo qual
é indispensavel o controle periédico dos niveis de leucdcitos), com o desenvolvimento de
sindrome metabodlica (ganho de peso, diabetes, problemas cardiovasculares) (30)
também esta relacionada com sedacao e prolongamento do intervalo QT (31). Fatores
genéticos e ndo genéticos interferem na concentracao plasméatica de CLZ e influenciam
diretamente na incidéncia dos efeitos colaterais, sendo, portanto, importante a
identificacdo desses fatores para auxiliar no ajuste de doses e evitar a ocorréncia de

efeitos adversos.

1.2.2. Resisténcia ao tratamento com CLZ

A resisténcia ao tratamento se caracteriza pela ndo reducéo dos sintomas com o
tratamento medicamentoso, no entanto, antes deve-se distinguir entre a resisténcia
verdadeira e a pseudo-resisténcia. Teoricamente, considera-se resisténcia verdadeira a
falta de acdo do medicamento em seu alvo ou a baixa sensibilidade do receptor ao
farmaco (15), enquanto a pseudo-resisténcia € definida como a ndo reposta ao
tratamento por fatores néo relacionados com o receptor do farmaco (15). Alguns dos

fatores associados a pseudo-resisténcia sao:

e Enfermidades do figado, rins ou outra doenca que afete algum orgao que

esta relacionado com o metabolismo de farmacos.



e NAao aderéncia ao tratamento: € quando o paciente ndo administra 0s
antipsicoticos na dosagem e nos intervalos de tempo recomendados.

e Dosagem insuficiente: a dosagem de antipsicotico ndo é suficiente para
promover o efeito terapéutico no paciente.

e Aumento do metabolismo ou de qualquer outro sistema fisiolégico que gere

diminuicdo da concentragdo sanguinea do farmaco.

A distincdo entre resisténcia e pseudo-resisténcia pode ser determinada pela
avaliacdo das concentracdes plasmaticas do farmaco, esperando-se valores normais na
resisténcia e valores diminuidos ou alterados no caso da pseudo-resisténcia, embora
esta condi¢ao ndo seja totalmente segura, uma vez que fatores fisiolégicos como a idade,
0 sexo e o consumo de certos alimentos podem alterar também as concentracdes
sanguineas da substancia e dificultar a distingdo entre resisténcia verdadeira e pseudo-
resisténcia. Por esse motivo e em termos praticos, a pseudo-resisténcia e a resisténcia
verdadeira sdo definidas de maneira geral como resisténcia ao tratamento.(15).

Antes de diagnosticar um individuo com SQZ refrataria (ER), deve-se avaliar
alguns fatores que podem influenciar no diagnéstico errado como, por exemplo, se o
paciente realmente tem SQZ ou outra doenca psiquiatrica, se 0 paciente apresenta
aderéncia ao tratamento, se a dosagem é adequada, se existe outra doenca
concomitante, se ha a presenca de fatores externos como o cigarro e outros que
influenciam negativamente na resposta ao tratamento (32). Segundo a Schizophrenia
Algorithm da International Psychopharmacology Algorithm Project, paciente ER é definido
como aquele que nao responde a dois ensaios clinicos de quatro a seis semanas de
duracdo em monoterapia com dois diferentes ASGs ou a dois ensaios com APGs, se hao
estiverem disponiveis ASGs (33) Pacientes que atendem aos critérios de ER sao tratados
com CLZ em dosagens que variam entre 300- 900 mg/dia.

A super-refratariedade (ESR) é definida como a auséncia de reposta a
monoterapia com CLZ por um periodo de 6 meses (33) sendo que 30% dos pacientes
com ER néo respondem satisfatoriamente ao tratamento em monoterapia com CLZ (34).
Nesses casos sao utilizadas estratégias de combinagdo com outros farmacos, como 0s

ASGs risperidona, aripiprazol e amilsupirida, entre outros, ou a combinagcdo com APGs,



como haloperidol e clorpromazina. Outra estratégia terapéutica é a combinacdo com
farmacos de outras classes, como o litio, acido valpréico, benzodiazepinicos, inibidores
da recaptacdo de serotonina (IRS), ou com anticonvulsivantes como a lamotrigina e o
topiramato. A terapia eletroconvulsiva (ECT) e a estimulagcdo magnética transcraniana
repetitiva, sdo terapias que também sdo usadas como coadjuvantes no tratamento da
ESR (34, 35).

1.3. ABCB1
1.3.1. Generalidades

ABCBL é o transportador mais estudado e caracterizado até o momento, devido a
importancia clinica que Ihe é atribuida. Foi descoberto em 1970 por Biedler et al. (36),
gue observaram a presenca de uma proteina de membrana que era capaz de conferir
resisténcia a actinomicina em células de hamsters. Em 1976, Juliano et al. (37), isolaram
a P-gp de células de ovéario de hamster resistentes a colchicina. Em 1987, Fojo et al. (38)
codificaram o cDNA da proteina a partir de células de tumor que apresentavam
resisténcia a multiplos agentes antineoplasicos, sendo posteriormente identificada a
presenca da proteina em tecidos normais também (39). A P-gp exerce funcao protetora,
excretando xenobidticos do meio intracelular para o extracelular, sendo sua importancia
demonstrada em experimentos com animais, onde a mesma reduziu os efeitos toxicos
de medicamentos (39).

A P-gp encontra-se localizada em tecidos e 6rgaos onde € vital estar livre de
toxicos, como o epitélio da barreira hematoencefalica, placenta, ovarios, testiculos, e em
orgdos que cumprem funcdo de excrecao, como a superficie canicular dos hepatdcitos,
a superficie apical das células tubulares dos rins e a superficie dos enterdcitos. Também
esta presente em macrofagos, células natural killer, células dendriticas e linfocitos T e B
(40). A localizacao da P-gp permite inferir sua importancia na protecéo contra a toxicidade
de moléculas endogenas e exogenas, cumprindo funcdo excretora e defensiva e
influenciando também na distribuicdo e eliminacdo de farmacos.

P-gp € um membro da superfamilia que liga-se ao trifosfato de adenosina (ATP),
chamada de familia ABC (do inglés ATP-binding cassette - cassete que liga ATP).

Pertence a subfamilia B e é considerada o membro nimero 1 dessa familia, do qual
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origina a designacdo ABCB1 (41). E uma proteina transmembrana de 170 Dalton que
possui dois dominios transmembranais (TMD do inglés transmembranal domain) e dois
intracelulares conhecidos como dominios de ligagdo ao ATP (NBD do inglés nucleotide
binding domain). Os dominios extracelulares cumprem a fung¢édo de reconhecimento do
substrato e os intracelulares geram energia a partir da defosforilagcdo do ATP a ADP (42),
permitindo que a proteina se abra e libere o substrato unido aos TMD (40, 42). A estrutura

da proteina esta representada na figura 2.

Extracellular

Figura 2.Representacdo esquematica da proteina ABCBL1.

1.3.2. Substratos, inibidores e indutores de ABCB1

Ainda ndo esta esclarecida a estrutura dos substratos de ABCB1, mas sabe-se
que a natureza lipofilica e a quantidade de pontes de hidrogénio tem uma participacao
importante para o reconhecimento do substrato. Entre os varios substratos da P-gp
destacam-se a digoxina, talinolol, inibidores de protease como o lopinavir e atazanavir,
anti-hipertensivo como a losartana, antidepressivo como a amitriptilina, antibiéticos como
eritromicina e doxiciclina, entre outros (41, 43). Também sao conhecidas drogas que sao
capazes de potencializar ou inibir a fungcéo da P-gp, algumas delas séo apresentadas na
tabela 2 (40). Dentre os antipsicéticos, sabe-se que a quetiapina, a olanzapina, a CLZ e

o metabdlito norclozapina sao substratos de ABCB1 (44).
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Tabela 2.Farmacos que inibem ou induzem a acdo de ABCB1.(40)

Farmaco Inibidores Indutores  Farmaco Inibidores Indutores
Antihipertensivos Antimicéticos

Carvedilol X Itraconazol

Nicardipina X Ketokonazol

Reserpina X Inmunossupresores

Antihistaminicos Ciclosporina

Amiadorona X Antidepressivos

Profanona X Fluoxetina

Quinidina X Paroxetina

Verapamil X Neurolépticos

Glucorticoides Clorpromazina

Dexametasona X Flupentizol

Antivirales Fenotiazina X
Amprenavir X Opioides

Ritonavir X X Metadona

Antibioticos Morfina X
Claritromicina X Outros

Eritromicina

Rifampicina

Acido retinoico

Progesterona

1.3.3. Polimorfismos e farmaco resisténcia

O gene que codifica para a proteina € conhecido como gene de resisténcia a
multiplas drogas (MDR1) (ResSeq accesion NT_007933), que estéa localizado no braco

longo do cromossomo 7 (7921.12). O gene tem um comprimento de 209.6 Kb, contém 29
exons, 0 RNA mensageiro (MRNA) tem 4872 pb (ResSeq accesion NM_000927.3) (45)

e codifica para uma proteina de 1280 aminoacidos (46). Até a presente data sdo descritos

em torno de 1279 SNPs em todo o gene de ABCBI1, entre estes 63 estdo na regido

codificante, 22 sao sinbnimos e 41 ndo sinbnimos (46). Algumas dessas variantes podem

afetar a funcionalidade da proteina, enquanto outras parecem nao ter relacdo. Alguns

dos SNPs identificados no gene MDR1 estdo representados na figura 3.
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Figura 3.Representacdo esquematica do gene MDR1. Adaptado de Meletiadis et al.
(2006) (47).Na parte superior da figura se observa os 29 exons do gene, o intervalo de
nucleotideos e aminoacidos de cada exon, e na parte inferior a localizagéo dos principais

polimorfismos do gen.

Os principais polimorfismos que tem relevancia clinica sdo os polimorfismos 1236
C>T (exon 12, rs1128503, Gly412Gly), 2677 G>A/T (exon 21, rs2032582, Ala893Ser/Thr)
e 3435 C>T (exon 26, rs1045642, lle1145lle). Varios estudos destes polimorfismos foram
realizados para determinar a associacdo dos mesmos com a distribuicdo, concentracao
e reposta ao tratamento de diferentes farmacos substratos desta proteina (48).

N&o ha um consenso sobre a influéncia dos polimorfismos sobre a expressao
proteica. Hoffymeyer et al. (1999) (49), encontraram que o polimorfismo 3435 TT estava

associado a uma maior concentracdo plasmatica de digoxina e a uma diminuicdo da
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expressdo proteica da P-gp no duodeno. Por sua vez, Moriya et al.,, (2002) (50)
evidenciaram uma quantidade aumentada de mRNA da P-gp no duodeno de pacientes
com genotipo TT quando comparados a outros genétipos. Contrariamente, Siegmund et
al. (2002) (51), ndo encontraram associacao entre a presenca do polimorfismo e o nivel
de mRNA da P-gp no duodeno e entre o polimorfismo e a biodisponibilidade plasmatica
do talinolol.

A superexpressao da P-gp esta associada a resisténcia ao tratamento de doencas
como o cancer (52). Também tem-se demonstrado que a superexpressdo de ABCB1
prediz a resisténcia para antiepiléticos (53), tendo sido observado que o alelo C (3435C)
€ 0 mais frequente em pacientes com epilepsia e resistentes ao tratamento, quando
comparados com grupo de pacientes respondedores (48).

A resposta ao tratamento na esquizofrenia e a relacdo com os polimorfismos de
ABCB1 séao controversos. Em 2011, um estudo piloto com pacientes esquizofrénicos em
tratamento com quetiapina mostrou que individuos com o genétipo 2677TT e 3435TT
relacionavam-se com menores concentracdes plasmaticas do farmaco em comparacao
com outros gendtipos (54). Por outro lado, foi demonstrada a correlacéo entre o haplotipo
1236T/2677T/3435T com maiores niveis de olanzapina no plasma e no liquido
cefalorraquidiano (55) e o alelo 2677T foi correlacionado com maiores concentragdes
plasméticas de olanzapina em mulheres diagnosticadas com esquizofrenia (56). Dois
estudos visando estabelecer a associacdo entre concentracdo plasmatica de CLZ e
ABCB1 foram realizados, o primeiro deles publicado em 2009 por Consolli et al. (57) e
que observaram a associa¢ao entre altas concentracdes de CLZ plasmética e a presenca
dos alelos 3435 (T) e 2677 (T) e também que os pacientes portadores dos dois alelos
precisaram de uma dosagem menor de CLZ em comparag¢ao com outros pacientes. Outro
estudo, realizado por Jaquenoud et al. (2009) (58), mostrou que pacientes com o genotipo
3435 TT tinham maiores concentragdes plasmaticas de CLZ em comparag¢ao com outros
genatipos. Contraditoriamente, Mouaffak et al., (2011) (59) ndo encontraram associacao
entre o polimorfismo 3435 e a super-refratariedade a CLZ. Semelhantemente, Takao et
al., (2006) nao encontraram relacao entre a refratariedade ao tratamento com CLZ e os
polimorfismos 2677 e 3435 de ABCBL (60).
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1.3.4. Variacao étnica das frequéncias polimorficas

O isolamento geogréfico, a migracdo, a introducdo de novas mutacdes, a
velocidade de crescimento de uma populacdo, até mesmo uma catastrofe ou qualquer
outro fenbmeno que conduza a variabilidade genética, geram diferencas nas distribuicdes
alélicas e genotipicas dos polimorfismos nas diferentes populacdes. Assim sendo, a
determinacdo das frequéncias alélicas e genotipicas € uma ferramenta 0til na
farmacogenética, pois a identificacdo da associacdo entre um alelo ou um polimorfismo
com a reposta a um medicamento e a identificacdo de maior presenca dessa variante
num grupo étnico, pode servir para predizer a resposta ao tratamento nessa populacgéao,
contribuindo para a escolha mais assertiva dos farmacos e das doses a serem prescritas
naquela populacao.

Na tabela 3, € apresentado um compilado das frequéncias alélicas e genotipicas
descritas para as populacdes da América, Africa, Asia e Europa para os polimorfismos
1236C>T, 2677G>T/A e 3435C>T, obtidas do banco de dados HapMap consorcium.

O polimorfismo 1236C>T apresenta uma maior frequéncia do genétipo homozigoto
selvagem na populacdo africana, enquanto o gendétipo homozigoto mutado é mais
frequente na populacdo asiatica. Um estudo realizado na populacdo da india (61)
demostrou frequéncia expressiva do alelo polimorfico em homozigoze, sendo este o
gendtipo mais frequente naquela populacdo (48,3%). Por sua vez, o gendtipo em
heterozigoze € o mais frequente nas populacfes europeias e americanas.

O polimorfismo 2677G>T/A tem trés variantes alélicas, a variante A € a mais nova
delas e por isso se encontra em baixa frequéncia na populagédo. O genétipo homozigoto
selvagem tem uma frequéncia quase que absoluta na populagéo africana (96,2%) e na
populacdo asiatica o genétipo mais comum € o heterozigoto (G/A ou G/T), embora o
genotipo mutado (A/A, T/T ou A/T), apresente frequéncia significativa nesta populacao
(23,3%).

Em relacdo ao polimorfismo 3435, o gendtipo homozigoto selvagem apresenta
frequéncia de 72,3% nas populacdes africanas. O gendtipo heterozigoto € o mais comum
nas popula¢gdes americanas, europeias e na maioria das populagdes asiaticas. Algumas
populacdes asiaticas, entretanto, apresentam o genétipo mutado (T/T) com uma elevada
frequéncia, chegando a ser o genotipo mais comum (22).
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No Brasil tem sido realizado estudos com diferentes populacdes (62)60-62),

(tabela 4), e a maioria deles concluem que os alelos selvagens sé&o os mais frequentes e

gue o0s gendtipos heterozigotos para cada um dos trés polimorfismos sdo os mais

frequentes na populacéo brasileira.

Diante das informacdes apresentadas, torna-se notério que a caracterizacao dos

polimorfismos do gene ABCB1 & um procedimento importante para o monitoramento das

frequéncias alélicas e genotipicas desses polimorfismos nas populagdes, aprimorando o

conhecimento da dinamica evolucionista e,

especificamente para a area da

farmacogenética, estabelecendo associacdes entre os polimorfismos e a reposta ao

tratamento que visem a terapia direcionada aos individuos e as popula¢cdes especificas.

Tabela 3.Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos 1236C>T, 2677G>A/T e
3435C/T em diferentes popula¢gées do mundo.

Africanos Americanos Leste Europa Sudeste
(661) (347) asiatico(504) (503) asiatico(489)
1236C>T C 0,136 0,597 0,373 0,584 0,413
T 0,864 0,403 0,627 0,416 0,587
CC 0,744 0,346 0,157 0,334 0,172
CT 0,239 0,501 0,433 0,501 0,483
TT 0,017 0,153 0,411 0,165 0,346
2677G>A G 0,980 0,572 0,468 0,573 0,358
IT T 0,020 0,369 0,398 0,410 0,592
A 0,001 0,059 0,134 0,018 0,050
GG 0,962 0,317 0,220 0,316 0,133
GT 0,035 0,447 0,361 0,489 0,411
GA 0,00 0,063 0,135 0,024 0,039
TT 0,002 0,124 0,173 0,159 0,356
TA 0,002 0,043 0,089 0,012 0,061
AA 0,00 0,006 0,022 0,000 0,000
3435C>T C 0,850 0,572 0,602 0,482 0,425
T 0,150 0,428 0,398 0,518 0,575
CC 0,723 0,329 0,377 0,231 0,192
CT 0,254 0,487 0,450 0,503 0,466
TT 0,023 0,184 0,173 0,266 0,342

Dados obtidos do catalogo de variantes genéticas HapMap, (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/).
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Tabela 4.Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos 1236C>T, 2677G>A/T e

3435C/T, no Brasil.

Scheiner et  Santos et Estrela et Gonzalez, Cusinato et
Autor al, 2010, al, 2011, al, 2008, et al 2008, al, 2014,
(62). (63). (64). (65) (66)

N 278 1029 320 137 108
Localizagao Rio de Centro Rio de Porto Alegre Ribeiréo

Janeiro Oeste, Janeiro preto

Nordeste,
Sudeste,
Sul

Genotipo
1236
CcC 31 44 37,2 38
CT 60 40 50,4 47
TT 09 16 12,4 15
C 61 64 63 60
T 39 36 37 40
3435
CcC 24 36,8 41 27,7 38
CT 61 44.8 46 55,5 45
TT 15 18,3 13 16,8 17
C 55 63 55 60
T 45 37 45 40
2677
GG 51 38,7 44
GT 37 47,4 38
TT 9 8.8 13
G 70 62 65
T 30 36 33



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scheiner%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19437139
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2. Objetivos
2.1. Geral

e Determinar a associagéo entre os polimorfismos 1236C>T, 2677G>T/A e 3435 C>T
do gene ABCB1 e a resposta ao tratamento com CLZ em pacientes com

esquizofrenia refrataria e super refrataria.
2.2. Especificos

e Determinar as caracteristicas genéticas dos polimorfismos 1236C>T, 2677G>T/A
e 3435C>T do gene ABCB1 na populacdo em estudo.

e I|dentificar a associacdo entre os polimorfismos de 1236C>T, 2677G>T/A e
3435C>T do gene ABCB1 com dados clinicos e demograficos dos pacientes em

estudo.
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3. Metodologia
3.1. Pacientes

Este estudo incluiu 68 pacientes diagnosticados com esquizofrenia de acordo com
o Manual Diagnéstico e Estatistico de Desordens Mentais - quarta edicdo (DSM IV —TR),
os quais foram recrutados da Clinica psiquiétrica Brain Institute e Pax Clinica Psiquiatrica-
Instituto de Neurociéncias, na cidade Goiania-GO Brasil, sob responsabilidade do Dr.

Rodrigo Bernini de Brito.

Os critérios de incluséo foram:
e Maiores de 18 anos.
e Estar em tratamento com CLZ h& pelo menos um ano com dosagem estavel.
e Remissao da fase aguda da doenca.
¢ Reducao minima do 20% da pontuacdo inicial na escala de medicdo de sintomas
Brief Psychiatric Rating Scale (BPRS).

Os critérios de excluséo foram:

e Presenca de uma enfermidade grave.

¢ Incapacidade mental.

e Medicagdo concomitante com outros medicamentos que interferem no
metabolismo da CLZ, ou medicamentos que interferem com a funcao da proteina
ABCB1.

e Dependéncia ao alcool ou substancias psicoativas.

e Gravidez e lactagao.

As caracteristicas dos pacientes sdo apresentadas na tabela 5. Para avaliar a
reducd@o dos sintomas foi usada a escala breve de avaliacdo psiquiatrica (BPRS) de 18
itens, pontuados de 1 a 7 de forma crescente conforme a gravidade dos sintomas.

Segundo os critérios de classificacdo, 34 pacientes foram classificados como
refratarios e 34 como super refratarios. O antipsicético mais usado como co-medicacao
a clozapina no grupo dos super refratarios foi o haloperidol (17), seguido por risperidona

(3), quetiapina (3), olanzapina (2), e ampiprazol (1).
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Para as analises de associacdo com fatores socio- demograficos foram definidas
as seguintes variaveis:

e Sexo: feminino e masculino.

e Cigarro: Pacientes fumantes e pacientes ndo fumantes.

e Café: Pacientes consumidores e pacientes ndo consumidores.

e Etnia: Os pacientes foram classificados por auto identificacdo de acordo
com a raca/cor, conforme sistema adotado pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica para o ultimo Censo Oficial do Brasil
(www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/estimativa2012/)(67) em trés

grupos: branco, pardo e preto.

Tabela 5.Caracteristicas socio demograficas dos pacientes.

Caracteristicas socio demogréficas

Idade M + EP 39,20 £ 9,94
Sexo (F/IM) 21147
Tempo consumo CLZ (anos) 2,94+ 252
Consumo de café (Sim/N&o) 44/24
Consumo de cigarro (Sim/N&o) 27141
Grupo étnico (Branco/Pardo/Preto) 21/38/9

IMC inicial (Kg/m?) M+ SD 25,80 + 4,86
IMC final (Kg/m?) M+ SD 27,07 £ 4,99
ER/ESR 34/34

Os dados séo apresentados como a média + desvio padrdo da média (Idade, tempo de consumo, IMC
inicial e IMC final) ou em nimeros absolutos (Sexo, consumo de café, consumo de cigarro, grupo étnico e
pacientes ER e ESR).

3.2. Andlise farmacogenética
3.2.1. Extragc&do de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de amostras de sangue ou amostras de

células da mucosa bucal. Para a extragdo do DNA a partir do sangue total foi usado o kit
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Purelink Genomic DNA® (Invitrogen), seguindo as instrucdes do fabricante. Para a
extracdo de células da mucosa bucal foi usado o kit prepIT®L2P (DNA Genotek),

conforme as instrucdes do fabricante.

3.2.2. PCR

Para a identificagdo dos polimorfismos 1236C>T (rs1128503), 2677G>T/A
(rs2032582) e 3435C>T (rs1045642), foram construidos os nucleotideos iniciadores
(primers) com o auxilio do programa Primer3 (68). Os pares de nucleotideos iniciadores
(senso e anti-senso) para cada polimorfismo e o tamanho de fragmento esperado apos a
amplificacdo sao apresentados na tabela 6 e as condicdes de PCR sdo apresentados na

tabela 7.

Tabela 6.Iniciadores dos polimorfismos 1236C>T, 2677G>A/T, 3435C>T.

Polimorfismo Nucleotideo iniciador Nucleotideo iniciador Tamanho do
Senso Anti-senso fragmento (pb)
1236 C>T 5TAT CCT GTG TCT 5 CCT GAC TCA CCA 370
(rs1128503) GTGAATTGCCZJ CAC CAATG 3
2677 G>T/A 5' CAG GCT ATA GGT 5 AGTA AGC AGT AGG 290
(rs2032582) TCCAGGC3 GAG TAACAA 3
3435 C>T/A 5 CAA AGA AAT AAA 5 GGA GAC CAG CcCcC 279
(rs1045642) GCG ACT GA 3' CTT AT 3'

Tabela 7.Condi¢cbes da reacao de PCR para 0os 1236C>T, 2677G>A/T e 3435C>T.

Reagentes Concf?rr]];agao Volume Ciclagem
Buffer 10X 1X 5ul o~ _ omi
DNTPs 10 mM 200 UM 0.4yl gjog im!”
. — 1min
Primer 20 uM 1M 2 4l 60°C — 1min— 35 ciclos
MgClz; 50 mM 1,5mM 1.5 ul o :
72°C-1,5min
Agua 30.7 pl 720C — 3min
Taq Polimerase 5 unidades /ul 1 unidade em 50 ul 0.4 pl 4°C - o

DNA 5 ng /ul 10 pl
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3.2.3. Sequenciamento

Para a purificacdo das amostras foi utilizado o kit illustra GFX PCR DNA e Gel
Band Purification Kit (GE healthcare) seguindo as instru¢fes do fabricante. Para a reacao
de sequenciamento, foi usado o kit Big Dye® terminator 3.1 (Applied Byosistems,
California, USA) e, posteriormente, as amostras foram analisadas pelo sequenciador ABI
3500® Genetic Analyzer (Applied Byosistems, Califérnia, USA). As condicdes da reacéo

de sequenciamento sao apresentadas na tabela 8.

Tabela 8. Condicbes da reacdo de sequenciamento dos polimorfismos 1236C>T,
2677G>A/T, 3435C>T.

Reagentes Quantidade Ciclagem
BigDye terminator v3.1 1,5l
Buffer BigDye v.3.1 (5X) 1,25yl o~ _
Iniciador/Primer (5 uM) 1 ggog _ égs 25 ciclos
Produto de PCR purificado (50 ng/ 1 60°C — 4min
Hl) 4C - a
Agua ultrapura 5,25yl
TOTAL 10 pl

O produto da reacao de sequenciamento foi precipitado segundo a metodologia
de etanol gelado e EDTA 125 mM. As sequéncias obtidas foram analisadas com os
programas BioEdit Sequence Alignment Editor (versdo 7.2.5.0) e o programa ClustalX2
(versao 2.1). Os eletroferogramas para cada um dos polimorfismos sao apresentados nas

figuras 4,5 e 6.
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Figura 5.Eletroferograma do polimorfismo 2677G>A/T.Observa-se os genoétipos GG, GT, AT,GA
eTT.
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Figura 6.Eletroferograma do polimorfismo 3435C>T. Observa-se os genoétipos CC, CT e TT.
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3.3. Analise estatistica

O desequilibrio de ligacdo foi estimado pelo coeficiente de Lewontin (D’) e o
equilibrio de Hardy Weinberg (HW) pelo teste exato de Fisher. As analises foram
realizadas utilizando os programas Haploview versao 4.2 e Arlequin versado 3.5.1.2
respectivamente, sendo este ultimo também utilizado para determinar os haplotipos e as
frequéncias haplotipicas usando o método do algoritmo de maxima verossimilhanca.

Para a comparacao entre grupos foi realizado primeiro um teste de Kolmogorov —
smirnov como estabelecer a normalidade dos dados, apds, para determinar a associacao
entre variaveis foi usado o X? ou teste exato de Fisher para variaveis categoéricas, Kruskal
Wallis e teste de Mann Whitney U para variaveis ndo paramétricas continuas, teste T-
Student ou analise de variancia (ANOVA) foi usada para varidveis paramétricas
continuas. As diferencas foram consideradas significativas quando o valor de “p” foi
menor de 0,05 (p<0,05). As analises estatisticas foram feitas utilizando os pacotes

estatisticos SPSS versédo 21.0 (SPSS Inc., IL, EUA).
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4. Resultados

4.1. Frequéncias alélicas, genotipicas, equilibrio de HW e desequilibrio de ligagcéo

Foi observada uma maior frequéncia dos alelos e dos genoétipos homozigotos
selvagens para os trés polimorfismos (tabela 9). O polimorfismo 2677G>A/T encontra-se
em desequilibrio de Hardy Weinberg, nesse polimorfismo foi observada uma diferenca
entre a heterozigosidade observada (0,27) e a esperada (0,38), apresentando um menor
namero de heterozigotos do que o esperado. As analises mostraram um forte
desequilibrio de ligacdo entre os trés polimorfismos (p= 0,0001), e um valor de p
significativo quando comparados em grupos de dois polimorfismos, 1236C>T com
2677G>T/A (0,001), 2677G>T/A com 3435C>T (0,001), e 1236C>T com 3435C>T
(0,001).

O valor obtido pela analise do coeficiente de Lewontin (D’) foi para todas as
combina¢cBes perto de 100, valor que indica o grau de ligacdo maxima, conforme

demonstrado na figura 7.
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Tabela 9.Frequéncias alélicas e genotipicas e equilibrio de Hardy- Weinberg (EHW).

Polimorfismo n % EHW
1236
CcC 38 55,1
CT 23 33,3
TT 7 10,1 0,23
C 100 73,5
T 36 26,5
2677
GG 42 60,9
GT 17 24,6
TT 7 10,1
GA 1 1,4
TA 1 1,4 0,035
G 102 75,0
T 32 23,5
A 2 1,5
3435
CcC 31 44,6
CT 26 37,7
TT 11 15,9 0,18
C 88 64,7
T 48 35,3

Teste Exato de Fisher. p<0,05.
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Figura 7.Desequilibrio de ligacdo estimado pelo coeficiente de Lewontin (D’) entre os polimorfismos
1236C>T, 2677G>A/T, 3435C/T.
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4.2. Associacgao entre polimorfismos e aresposta terapéuticaa CLZ

Inicialmente foi avaliada a média da dose de CLZ administrada e sua associacao
com os alelos e gendtipos de cada um dos polimorfismos. Os resultados demonstraram
que ndo ha associacao diferenciada entre quantidade de dose de CLZ e os diferentes

genaotipos em cada um dos polimorfismos de ABCB1 analisados (Tabela 10).

Tabela 10.Relagao entre os polimorfismos de ABCB1 e a dosagem de CLZ (mg/dia).

Polimorfismo N Dosagem = DP p
1236
C/C 38 532,89 + 126,42 0,578
CIT 23 569,56 + 149,04
TIT 7 557,14 + 161,83
C 100 544,00 + 133,38 0,487
T 36 558,33 + 146,14
2677
GIG 42 541,66 + 135,21 0,864
GIT 17 552,94 + 141,94
TIT 7 571,42 + 170,43
G 102 544,11 + 134,47 0,717
T 32 559,37 + 147,79
3435
Ci/C 31 548,38 + 128,76 0,869
cIT 26 559,61 + 151,00
TIT 11 518,18 + 132,80
C 88 551,70 £134,21 0,694
T 48 540,62 + 141,66

Teste de Kruskal Wallis para os genétipos com a dosagem e teste de U de Mann Whitney para
0 analises entre alelos e dosagem. p<0,05. Os dados sao apresentados como a média + desvio-
padrdo das doses de CLZ.

Para determinar a influéncia dos polimorfismos na resposta ao tratamento também
foi analisada a porcentagem de diminuicdo da pontuacdo BRPS inicial (antes do
tratamento com CLZ) com a pontuagcédo da BPRS realizada no momento da coleta da
amostra para o teste farmacogenético. Essa medida foi realizada para determinar se
algum genotipo ou alelo apresentava associagdo com a resposta ao tratamento. Quanto
maior a diminuicdo da pontuagdo da BPRS inicial para a BPRS final, maior sera a

porcentagem de resposta ao tratamento, sendo isto indicativo de eficacia terapéutica. Os
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resultados encontrados, porém, ndo mostraram nenhuma associagdo mais significativa

para algum alelo ou para algum genotipo (Tabela 11).

Tabela 11.Relacdo entre os polimorfismos de ABCB1 com a porcentagem (%) de
variacdo da pontuacéo na escala BPRS.

Polimorfismo % BPRS p
1236
C 46,64 + 22,42 0,969
T 43,21 + 22,39
cC 46,27 + 21,57
CT 48,82 + 26,02 0,973
TT 4510+ 22,71
2677
G 45,74 + 22,25 0,716
T 51,05 + 24,90
GG 43,71+ 21,22
GT 54,64 + 26,31 0,552
TT 48,16 + 24,82
3435
C 44,79 + 22,43 0,147
T 51,08 + 23,29
cC 42,07 + 20,83
CT 51,29 + 25,44 0,362
TT 50,85 + 21,59

Teste U de Mann Withney para comparacdo entre alelos e Kruskal Wallis para
comparacao entre genotipos. Os dados sdo apresentados como média + desvio
padrdo da média. p<0,05.

Outro indicador avaliado para determinar a influéncia dos polimorfismos com a
qualidade da reposta foi a refratariedade ao tratamento (pacientes respondedores a CLZ
e ndo respondedores). Os resultados demonstraram que nao h& associacao de gendtipo
(s) ou de alelo (s) com a refratariedade ao tratamento, ndo sendo observada diferencas

entre os grupos refratario e super refratario (tabela 12)
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Tabela 12.Relacao entre os polimorfismos de ABCBL1 e grupos de pacientes refratario e
super refratario.

Polimorfismo ER ESR p
1236
C/IC 19 19
CIT 13 10 0,53
TIT 2 5
C 51 49
T 17 19 0,85
2677
G/IG 19 23
GIT 13 4 0,06
TIT 1 6
G 52 50
T 15 17 0,92
3435
C/IC 13 18
CIT 17 9 0,13
T/T 4 7
C 43 45
T 25 23 0,86

Teste Exato de Fisher e X2. p<0,05. Os dados sdo apresentados em numeros
absolutos (pacientes refratarios (ER)/pacientes super refratarios (ESR)).

4.3 Analise dos haplétipos

Foi determinada a presenca de 8 haplo6tipos por meio de analise com o algoritmo
de maxima verossimilhanca utilizando o software Arlequin. Os resultados demonstraram
que o haplétipo mais comum € aquele que apresenta os alelos selvagens (CGC) (Tabela
13). Também, foi analisada a possivel associacédo entre os haplétipos e a dosagem, a
porcentagem de diminuicdo da pontuacdo BPRS (avaliada antes do tratamento e no
momento da realizacdo do teste farmacogenético) e a associagdo com a refratariedade
ao tratamento com CLZ (Tabela 14). Os resultados encontrados ndo demonstraram
nenhuma relacdo significativa entre os diferentes haplotipos e as variaveis acima

mencionadas.
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Tabela 13.Frequéncias haplotipicas

Haplétipo n Frequéncia
CAC 2 0,014
CGC 81 0,591
CGT 27 0,098
CTT 17 0,023
TGC 18 0,024
TGT 7 0,035
TTC 14 0,015
TTT 27 0,196

EM: Algoritmo de maxima verossimilhanca.

Tabela 14.Relacédo entre o haplétipo e a dosagem de CLZ, % de variacdo da BPRS e a
refratariedade ao tratamento.

Dosagem

Haplotipo (mg/dia) p % BPRS p ER/ESR p
CAC 550,00 + 70,71 47,40 + 23,88 11

CGC 549,39 + 135,74 45,50 + 22,80 42/40

CGT 537,50 + 145,69 52,50 + 24,98 18/10

CTT 558,82+ 146,02 971 55,90 + 26,58 0,773 12/5 0,819
TGC 582,35+ 155,06 49,45 + 27,52 10/7

TGT 571,42 + 188,98 40,50 + 20,89 4/3

TTC 578,57 + 152,81 53,62 + 28,47 9/5

TTT 548,14 + 150,30 52,77 £ 25,87 14/13

Teste de Kruskal Wallis (dosagem e % de BPRS), e X2 para (ER e ESR). p<0,05. Os dados séo
apresentados como a média + desvio padrdo da média (dosagem da CLZ e % BPRS) ou em numeros
absolutos (ER/pacientes super refratarios ESR)
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4.4. Analise dos dados clinicos e socio-demogréaficos em pacientes refratarios e
super refratérios

Foram analisadas as caracteristicas clinicas e soOcio-demogréaficas entre os
pacientes que responderam ao tratamento com CLZ (refratarios) e o0s que néao
responderam (super refratarios). A dosagem de CLZ foi maior no grupo ESR em relacao
ao grupo ER (p<0,002) e a escala BPRS apresentou reducdo da pontuacao
significativamente maior no grupo ER em compragdo com ESR (p<0,001). Na
distribuicdo dos sexos entre os dois grupos, observou-se que o0 numero de individuos do
sexo feminino teve um aumento expressivo no grupo ESR em relagcédo ao ER (p=0,034),
assim mesmo foi observado uma disminuicao de individuos de sexo masculino no grupo
dos SER quando comparado com o grupo dos RE. Dados como o a diferenca do indice
de massa corporal (IMC) final (diferenca dos valores antes do tratamento e no momento
da coleta da amostra para a realizacdo do teste farmacogenético), consumo de café e de

cigarro e etnia nao foram diferentes entre os grupos (Tabela 15).

Tabela 15.Caracteristicas clinicas e socio demogréaficas dos pacientes portadores de
esquizofrenia refrataria (ER) e super refrataria (ESR).

Variavel ER ESR p

Dosagem (mg/dia, M = SD) 495,58 + 138,37 600,00 £ 115,47 0,002**
BPRS (% de variagao + SD) 59,30 + 24,28 34,73+ 12,85 0,001**
Diferenca entre IMC (Kg/m?)inicial e 1,082 + 2,23 1,47 + 2,33 0,539
final (M £ SD)

Idade (Anos, M £ SD) 40,38 £ 10,71 38,03+9,12 0,381
Sexo (Feminino/Masculino) 6/28 15*/19* 0,034*
Café (consumidor /n&o consumidor) 10/24 14/20 0,447
Cigarro (Fumante /Nao fumante) 19/15 22/12 0,310
Etnia (Branco/Pardo/Preto) 12/19/3 9/19/6 0,552

U de Mann Whitney (dosagem e % BPRS); T-student (IMC); Teste exato de Fisher (sexo, café e cigarro) e
X2 (etnia). p<0,05. Os dados séo apresentados como a média + desvio padrao da média (dosagem % de
cambio do BPRS, diferenca entre IMC inicial e final) e com valores absolutos (sexo, café, cigarro e etnia).
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Sabendo que fatores sociodemogréaficos como idade, sexo, etnia e fatores
ambientais como o consumo de café e cigarro podem influenciar na reposta ao tratamento
com antipsicoticos, procurou-se avaliar a associacao desses fatores com a resposta ao
tratamento com CLZ, utlizando como parametros a dosagem de CLZ utilizada pelos
pacientes e a porcentagem de variacdo da BPRS antes do tratamento e a ultima
avaliacdo obtida no momento da coleta da amostra para a analise genotipica. Os
resultados indicaram que apenas a dosagem de clozapina utilizada em individuos
classificados na etnia de cor preta foi maior em comparacéo as etnias branca e parda
(p=0,02). Os demais fatores analisados nao apresentaram diferencas significativas na

dosagem de clozapina administrada (Tabela 16).

Tabela 16.Associacdo das caracteristicas socio demograficas com a dosagem de CLZ
(mg/dia) e a % de variagao da BPRS.

Dosagem CLZ

n (mg/dia) p % BPRS p

Café Consumidor 44 553,40 + 137,83 0,71 46,56 + 22,47 0,75
Nao consumidor 24 571,42 + 110,19 43,49 + 21,022

Cigarro Fumante 27 531,48 £ 124,92 0,44 44,92+ 21,07 0,57
N&o fumante 41 558,53 + 144,87 48,84 £ 24,19

Sexo Feminino 21 566,66+ 111,05 0,41 41,41 + 22,17 0,27
Masculino 47 539,36 + 147,41 49,52 + 23,06

Etnia Branco 21 578,57 + 136,53 52,81 + 27,65
Pardo 38 573,68 + 120,09 0,02 42,69 + 19,88 0,33
Preto 9 600 + 158,11* 51,71 + 21,56

Teste de U de Mann Whitney (consumo de café e cigarro, sexo) e Kruskal Wallis (etnia). p< 0,05.0s valores
foram expressados como a media + erro padréo.

Considerando a diferengca encontrada na dosagem da CLZ entre 0S grupos

étnicos, buscou-se avaliar a distribuicdo alélica e genotipica dos trés polimorfismos de
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ABCBL1 entre os grupos étnicos, visando estabelecer se existe uma relacdo entre a
diferenca encontrada com o genétipo de ABCB1. Os resultados demonstraram uma
diferenca apenas para o alelo T no polimorfismo 3435, onde foi observada uma maior
frequéncia alélica na etnia preta, sendo que essa diferenca ndo se manteve quando

analisados os gendtipos desses individuos (Tabela 17).

Tabela 17.Distribuicéo alélica e genotipica nos grupos étnicos.

Polimorfismo Brancos Pardos Pretos p
1236

C 32 57 11 0,365
T 10 19 7

c/Cc 13 23 2

CIT 6 10 7 0.080
TIT 2 5 0

2677

G 33 56 13 0.853
T 8 19 5

G/IG 14 23 5

GIT 4 10 3 0.951
TT 2 4 1

3435

C 27 54 7* 0.040*
T 15 22 11*

c/C 9 20 2

CIT 9 14 3 0.192
TT 3 4 4

Teste estatistico utilizado: X?, p<0,05, os valores foram representados com
ndmeros absolutos.
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4.5. CLZ e ganho de peso

Considerando todos os pacientes do estudo (refratarios e super refratarios) e
comparando o IMC inicial (antes de tratamento) com o IMC final (na realizacao do teste
farmacogenético), foi observado um aumento significativo do IMC (p= 0,001), com uma
meédia * erro padrdo de 25,97 £ 5,02 para o IMC antes do tratamento e 27,37 + 5,13 para
IMC final. As analises de correlacdo e Spearman nao demonstraram relacdo entre o

tempo do uso de CLZ e o ganho de peso (p= 0,089).
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5. Discussao

No presente trabalho procurou-se determinar a possivel associacdo entre a
resposta ao tratamento com CLZ e os polimorfismos 1236C>T, 2677G>A/T e 3435C>T
do gene ABCBL1. Foram determinados indicadores de resposta ao tratamento, sendo o
primeiro deles a dosagem administrada aos pacientes, onde uma dosagem maior esta
associada com resposta terapéutica menos eficiente. O segundo indicador foi a % de
sucesso da terapia através da escala de medicdo dos sintomas (BPRS), onde uma
reducdo maior de 20% com referéncia a primeira avaliagdo antes da medicacdo é
indicativo de sucesso ha resposta ao tratamento, portanto, uma maior porcentagem de
reducdo da escala BPRS é indicador de melhor resposta. Por ultimo, foi realizada a
comparacao da distribuicdo alélica e genotipica entre os grupos ER (respondedores a
CLZ) e ESR (néo respondedores a CLZ). Aléem disso, foi determinada a influéncia de
outros fatores como a idade, o sexo, o consumo de café e cigarro na resposta ao
tratamento com CLZ e, adicionalmente, foram determinados alguns parametros genéticos
populacionais, como o equilibrio de HW, o desequilibrio de ligacdo e as frequéncias
haplotipicas, alélicas e genotipicas, visando caracterizar o grupo em estudo e compara-
lo com outras populacdes.

Ao serem determinadas as frequéncias alélicas dos polimorfismos, sem estratificar
por grupo étnico, foi encontrado que os alelos do tipo selvagem, para cada um dos
polimorfismos, apresentaram a maior frequéncia. Estes dados corroboram com os
obtidos por Cusinato et al. (2014) (66), onde verificaram que numa populacdo de 108
brasileiros de Ribeirdo Preto- Sdo Paulo, o alelo selvagem “C “para os polimorfismos
1236 e 3436, foi o mais frequente (60% para ambos polimorfismos) e o alelo “G” foi o
mais frequente para o polimorfismo 2677 (65%). Além disso, as frequéncias alélicas
coincidem também com os dados da Rede Nacional de Farmacogenética (REFARGEM),
onde foram genotipados 2062 individuos distribuidos em 4 regides do pais (nordeste,
norte, sudeste e sul) (69).

Apesar da semelhanca na frequéncia alélica, as frequéncias genotipicas nao foram
semelhantes as reportadas em outros trabalhos realizados no Brasil. De modo geral, a
populacdo deste estudo apresentou maior frequéncia dos genotipos homozigotos

selvagens, resultado que n&o coincide com o reportado por Sheiner et al. (2010) (62),
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que encontrou uma maior frequéncia do gendtipo heterozigoto para os polimorfismos
1236 e 3435 numa populagdo de 278 individuos do Rio de Janeiro. Também né&o coincide
com o estudo de Santos et al. (2008) (63), que demonstrou uma maior frequéncia do
genotipo heterozigoto para o polimorfismo 3435 nas populacdes descendentes de
amerindios, caucasianos e mulatos do Brasil. Por outro lado, eles sdo semelhantes as
frequéncias relatadas pelo estudo de Estrela et al. (2008) (64), onde os gendtipos
homozigotos selvagens para os alelos 2677 e 1236 foram os mais frequentes num grupo
de 320 individuos oriundos do estado do Rio de Janeiro.

A diferenca encontrada entre os varios estudos deve-se ao alto grau de
miscigenacgdo da populacéo brasileira, onde convergem os grupos étnicos amerindio,
europeu e africano, principalmente, sendo esse o provavel motivo de ndo encontrar
homogeneidade nos dados, até mesmo nas frequéncias dentro do proprio territorio
brasileiro. No caso especifico do presente estudo, parece se tratar do primeiro trabalho
relatando as frequéncias genotipicas desses trés polimorfismos numa populacdo da
regido Centro-Oeste brasileira. Por outro lado, deve-se ressaltar que o tamanho amostral
€ pequeno para representar a populacao geral da regido central do Brasil. Assim sendo,
€ importante que o estudo seja ampliado com um maior nimero de participantes, sendo
também recomendavel fazer o estudo com individuos saudaveis, para descartar qualquer
possivel influéncia da doenca, embora nédo tenha sido encontrado evidéncias entre a
presenca de polimorfismos de ABCBL1 e a esquizofrenia (56).

Quando foram analisadas as diferencas alélicas e genotipicas entre grupos étnicos
utilizando os dados de autoclassificacdo declarada pelos pacientes (brancos, pretos e
pardos), verificou-se que elas n&do sao diferentes entre si. No entanto, estudo realizado
por Pena et al. (2011) (68) recomendou a nao utilizacdo dessa metodologia de
classificacdo étnica na populacéo brasileira, uma vez que estes autores demonstraram
que em individuos brasileiros a cor da pele ndo apresenta relacéo significativa com a
estrutura genética.

Considerando os resultados obtidos para o equilibrio de Hardy Weinberg, foi
observado que somente o gendtipo 2677G>T/A apresentou desequilibrio, resultado esse
também descrito por Xiang et al. (2010) (70). Na tentativa de ajustar o resultado, esses

autores excluiram posteriormente o alelo A da analise, por ser considerado um alelo
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recentemente introduzido na populacdo, e passaram entdo a obter um valor ndo
significativo para o desequilibrio anteriormente encontrado. No presente estudo, porém,
ao excluir os dados do alelo A, ndo se alterou o nivel de significancia. Sugere-se que iSso
pode ser explicado pela baixa frequéncia de heterozigotos do grupo amostral para o
polimorfismo 2677, sendo esta (0,27) significativamente inferior a esperada (0,38).

Por outro lado, foi observado um grande desequilibrio de ligacdo entre os trés
polimorfismos, sendo esse resultado ja previamente observado em outros estudos (62,
71,72). A importancia do estudo dos haplétipos deve-se ao fato de ser demonstrado a
relagdo entre eles e a resposta a farmacos. Nesse sentido, Hung et al. (2005) (71),
encontrou a associacao entre os haplotipos CGC, TGC e TTT com a resisténcia ao
tratamento da epilepsia. Por sua vez, Johne et al. (2002) (72), demonstraram a
associacado do haplotipo GT dos polimorfismos 2677 e 3435 com altas concentracdes
plasmaticas da digoxina. No presente estudo, apesar do desequilibrio de ligacao entre os
trés polimorfismos, ndo foi estabelecida a relacdo entre um determinado haplétipo e a
resposta ao tratamento com clozapina.

Em outra vertente de analise e, como obijetivo principal desse estudo, verificou-se
a associacdo entre a resposta ao tratamento a CLZ e os polimorfismos 1236C>T,
2677G>A/T e 3435C>T da proteina de transporte ABCB1 ou, em outras palavras,
procurou-se identificar se existe diferenca na distribuicdo alélica e genotipica dos
polimorfismos entre os individuos que respondem (ER) e os que ndo respondem ao
tratamento com CLZ (ESR).

Na literatura cientifica ha estudos realizados visando determinar a associacao dos
polimorfismos ABCB1 com a concentracdo plasmatica dos farmacos e com a reposta ao
tratamento. Jaquenoud Sirot et al. (2009) (58), reportaram que individuos com o genétipo
3435TT apresentam maiores concentragdes plasmaticas de CLZ e que os polimorfismos
2677 e 1236 néo possuem relacdo com os niveis plasmaticos de CLZ. Consoli et al.
(2009) (57), demonstraram que os genotipos homozigotos selvagens 3435CC e 2677GG
estdo associados com menor concentracao plasmatica de CLZ e de que o alelo 1236 nédo
influencia nos niveis plasmaticos de CLZ. Considerando também a associacdo dos

polimorfismos com outros ASGs, foi demonstrado que o genoétipo homozigoto mutado
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3435TT estad associado com menores concentracfes plasméticas de quetiapina (60),
resultado contraditorio ao encontrado com a CLZ.

Nos estudos realizados com 0 objetivo de avaliar a associacdo entre 0s
polimorfismos de ABCB1 e a refratariedade ao tratamento na esquizofrenia, porém, nédo
foi demonstrada qualquer relagéo entre os mesmos (59,60). Corroborando com esses
estudos, os resultados do presente trabalho ndo mostraram associacdo entre 0s
polimorfismos 1236 C>T, 2677 G>A/T e 3435 G>A/T com a dosagem de CLZ, % de
reducdo da escala BPRS e a refratariedade ao tratamento. Sendo assim, apesar de ter
sido demonstrada a associacdo entre os polimorfismos do gene ABCBl1 com as
concentragbes plasméaticas de CLZ, eles ndo parecem influenciar na resposta ao
tratamento.

Reforcando os resultados aqui encontrados, € preciso considerar de que existem
estudos na literatura demonstrando a influéncia de ambos os genes ABCB1 e CYP1A2
nas concentracdes plasmaticas da CLZ (57, 58) e de que, estudo recente realizado com
a mesma amostra de pacientes do presente trabalho, mostrou a associacdo do
polimorfismo CYP1A2*1F com a super refratariedade ao tratamento na esquizofrenia(73).
Sendo assim, é notério sugerir de que a influéncia dos polimorfismos de ABCBI,
diferentemente do que foi observado para o gene CYP1A2, ndo sé&o significativos a ponto
de interferir na resposta ao tratamento.

Outro resultado do presente trabalho, foi o aumento da proporcédo de pacientes do
sexo feminino no grupo ESR em relagéo ao grupo ER, e a menor presenca de individuos
de sexo masculino no grupo de ESR quando comparada com o grupo ER. Trabalhos
anteriores indicam uma maior concentracao de CLZ sérica em pacientes do sexo feminino
guando comparadas com pacientes do sexo masculino (24, 25). Nielsen et al. (2012) (74),
por sua vez, relatou que pacientes do sexo feminino estavam associados com menor
resposta a CLZ quando comparados com pacientes do sexo masculino. De modo
sugestivo, porém ainda por ser confirmado, os dados do presente estudo apontam
evidéncias que corroboram com o reportado por Nielsen et al. (2012) (74).

No que concerne a dosagem de CLZ nos diferentes grupos étnicos, ndo foram
encontradas diferencas significativas na concentracdo plasmatica entre pacientes

esquizofrénicos das etnias preta, latina e branca residentes no estado da Florida -
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Estados Unidos da América (75). Por outro lado, Kelly et al. (2006) (76), encontraram que
pacientes afrodescendentes requerem menor dosagem de CLZ em comparagdo com
pacientes brancos. Diferentemente, neste estudo, os pacientes que se autodeclararam
de etnia preta, apresentaram uma maior quantidade de dose administrada de CLZ, no
entanto, os estudos seguiram metodologias diferentes, enquanto 0s anteriores
observaram as concentracdes plasméticas, o presente estudo analisou as doses de CLZ
administradas aos pacientes. Além disso, deve-se considerar o alto grau de
miscigenacdo na populacdo brasileira, sendo a classificacdo pela auto declaracdo um
fator que pode ter interferido, por exemplo, colocando individuos com maior componente
genético branco ou pardo no grupo preto. Além disso, embora estatisticamente diferente,
a diferenca da dose de CLZ entre os grupos étnicos ndo foi demasiadamente diferente,
nao sendo relevante do ponto de vista clinico.

Sabe-se que fatores como o consumo de café e cigarro apresentam uma maior
prevaléncia em individuos esquizofrénicos e que estes fatores também podem influenciar
na resposta ao tratamento com CLZ (25). Entretanto, os resultados aqui obtidos néo
evidenciaram a influéncia desses fatores na dose de CLZ utilizada nem na gravidade
sintomatoldgica nos diferentes grupos analisados, indicando que o consumo do café e de
cigarro sdo fatores que ndo estdo associados a faléncia da resposta ao tratamento com
CLZ.

Por fim, como resultados adicionais além dos objetivos do estudo, foi encontrado
o aumento do IMC nos pacientes apos o inicio do tratamento com CLZ. A associacéo do
uso da CLZ e o aumento de peso ja é bem estabelecido na literatura (30), sendo que 0s
mecanismos que ocasionam tal efeito ainda ndo sdo conhecidos. Assim sendo, 0
resultado aqui encontrado esta em consonancia com os estudos anteriores que indicam
a relacdo direta entre 0 aumento de peso em pacientes esquizofrénicos e o tratamento
com CLZ.
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6. Conclusodes

Os parametros genéticos mostraram a maior frequéncia dos alelos e dos gendétipos
homozigotos selvagens. Além disso, foi observado o desequilibrio de Hardy- Weinberg
para o polimorfismo 2677G>T/A e também a existéncia de desequilibrio de ligagédo entre
os trés polimorfismos. Esses resultados configuram como os primeiros dados a serem
relatados na populacdo goiana e indicam que os mesmos deverao ser melhor definidos

com a ampliacdo do tamanho amostral.

Em relacdo aos testes farmacogenéticos, os principais resultados evidenciaram
que:

v" Nao ha diferenca na distribuicao alélica e genotipica dos trés polimorfismos entre

0s grupos refratario e super refratario ao tratamento.

v Nao ha associacdo entre a distribuicdo alélica e genotipica de qualquer dos
polimorfismos com a dosagem de CLZ e a gravidade sintomatoldgica da

esquizofrenia.

v' Fatores como consumo de café e de cigarro, idade e etnia ndo influenciam na

resposta ao tratamento com CLZ.

Conclui-se de que ndo ha influéncia dos polimorfismos 1236C>T, 2677G>A/T e
3435C>T na resposta ao tratamento com CLZ e, portanto, que 0S mesmos nao séo

associados com a esquizofrenia super refrataria.
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