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RESUMO

A clozapina (CLZ) é um antipsicotico de escolha no tratamento de esquizofrenia
refrataria (ER). No entanto, cerca de 30% dos pacientes ndo respondem
adequadamente a este antipsicotico, sendo considerados super-refratarios ao
tratamento (ESR). Sabe-se que polimorfismos genéticos nas enzimas do citocromo
P450 podem influenciar o metabolismo das drogas, interferindo na variabilidade
individual de resposta terapéutica. Sendo a CYP2C19 uma enzima altamente
poliméfica e com a segunda maior participacdo no metabolismo da CLZ, o presente
estudo visou analisar as influéncias dos polimorfismos CYP2C19*2 e *17 na resposta
ao tratamento a este antipsicotico. O estudo incluiu 69 pacientes diagnosticados com
esquizofrenia e 137 individuos saudaveis como controle. Utilizou-se a técnica de
sequenciamento na genotipagem dos pacientes e a restricdo enzimatica (RFLP-
Restrition Fragment Length Polymorphism) para o controle. Os resultados mostraram
uma maior distribuicdo do polimorfismo CYP2C19*17 no grupo dos pacientes em
comparacdo ao grupo controle. O polimorfismo CYP2C19*2 teve uma maior
distribuicdo no grupo dos pacientes com ER em comparagéo aos pacientes com ESR.
O polimorfismo CYP2C19*17 em heterozigose (CYP2C19*1/*17) estava associado a
maior dose de CLZ em politerrapia e resposta terapéutica menos eficiente no grupo
dos pacientes com ESR, enquanto que a CYP2C19*2 em heterozigose estava
associado a menor dose de CLZ em monoterrapia e a boa resposta terapéutica nos
pacientes com ER. Notou-se também uma associacdo da média da dose diaria de
CLZ, da gravidade sintomatoldgica (BPRS) e dos individuos do sexo feminino a super-
refratariedade de resposta ao tratamento a clozapina tendo esses parametros uma
maior distribuicdo no grupo dos pacientes com esquizofrenia super-refrataria. Esses
achados sugerem que outras estratégias de tratamento sejam avaliadas para os
pacientes portadores do polimorfismo CYP2C19*17 diagnosticados com ESR,
sobretudo os do sexo feminino. Futuros estudos com amostras mais alargadas seriam

relevantes para dar uma maior consisténcia a esses achados.

Palavras-chave: Esquizofrenia, Clozapina, Polimorfismos, CYP2C19 e refratariedade
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ABSTRACT

Clozapine (CLZ) has been an antipsychotic of choice in treatment refractory
schizophrenia (TRS). However, around 30% of the patients do not respond
appropriately to this antipsychotic, being in this way, super-refractory schizophrenia
(SRS). Genetic polymorphisms from cytochrome P450 enzymes can influence the
metabolism of drugs and individual variability therapeutic response. Considering
CYP2C19 a polymorphic enzyme with second major participation in the metabolism of
CLZ, the aim of the present study was to analyse the influence of CYP2C19*2 and *17
polymorphisms in the response to the treatment to CLZ. The present study included
69 schizophrenic patients and 137 healthy individuals as a control group. Genotyping
test and analysis of polymorphisms was done using sequencing technique and
enzymatic restriction (RFLP) for patients and control’s group respectively. The results
showed a major distribution of CYP2C19*17 polymorphism in patients’s group in
comparison to control’s group. The CYP2C19*2 polymorphism was significantly higher
in patients with TRS than to patients with SRS. The CYP2C19*17 polymorphism in
heterozygous (CYP2C19*1/*17) was associated to higher clozapine’s doses in
polytherapy and less efficient therapeutic response in SRS patients’s group, while the
CYP2C19*2 was associated to lower clozapine’s doses in monotherapy and good
therapeutic response in TRS patients’s group. In addition, parameters like daily mean
clozapine dose, symptons severity according to Brief Psyquiatric Rating Scale (BPRS)
and female individuals were also associated to super-refractoriness response to CLZ
having a major distribution in SRS patients’s group. These findings suggest that new
treatment strategies must be evaluated for the patients carriers of CYP2C19*17
polymorphism with SRS, above all the female individuals. Future studies with larger
sample should be relevant to give more consistence to these findings.

Key words: Schizophrenia, Clozapine, Polymorphisms, CYP2C19 and Refractoriness



1. Introducéo

1.1- Esquizofrenia

A esquizofrenia (SQZ) é um transtorno mental grave com uma prevaléncia
mundial aproximada de 1%, atingindo cerca de 27 milh6es de pessoas nos Estados
Unidos da América. Ndo parece distinguir raca, sexo ou idade, mas manifesta-se
geralmente no final da fase da adolescéncia, caracterizada classicamente por um
conjunto de sintomas, subdivididas em dois grandes grupos: oS positivos como
alucinacbes (sobretudo auditivas e cenestésicas) e delirios (persecutérios e de
grandeza); e negativos, como diminui¢do de concentragéo e atencdo, embotamento
afetivo com perda de contato com a realidade, causando disfungéo social cronica[1].

No Brasil a prevaléncia da esquizofrenia estd na ordem dos 0,8%
correspondendo cerca de 1,6 milh&o de individuos. A maioria dos pacientes com este
transtorno (81,5%) é assistida em servigos publicos de saude, porém cerca de 71%
nao recebem um tratamento regular [2, 3].

O Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais — DSM V — TR
considera como sendo esquizofrenia, quando no minimo dois ou mais sintomas
positivos estdo presentes e persistentes, com duracado de pelo menos um més, e
também a presenca de pelo menos um sintoma negativo com uma persisténcia de
seis meses [4].

No que diz respeito a etiologia deste transtorno, ainda ndo completamente
esclarecida, sabe—se que individuos com SQZ apresentam uma taxa de 80% de
probabilidade de transmiti-la aos seus filhos, evidenciando, deste modo, a participacéo
da heranca genética [5]. A exposicdo a fatores exdgenos, como infeccdes virais,
hipoxia e mé& nutricdo durante o desenvolvimento fetal, parece também influenciar o
surgimento da doenca [6].

Todavia, a sua fisiopatologia é caraterizada por um conjunto de desequilibrios
de neurotransmissores presentes em diferentes regides do sistema nervoso central,
envolvendo a dopamina, a serotonina e seus respectivos receptores que parecem
estar implicados na complexidade da doenca quando presentes em niveis alterados.
Neste sentido, surgiram algumas hipéteses na tentativa de explicar a etiologia da
esquizofrenia, entre as quais, a dopaminérgica, uma das mais antigas, proposta por

Carlson em 1970 e fundamentada na ideia de que o aumento do nivel de dopamina e



da sua atividade na regido mesolimbica, estimulados pelos agonistas dos seus
receptores (substancias psicoativas como cocaina e anfetaminas) produzem sintomas
parecidos aos sintomas positivos da esquizofrenia [7].

Uma hiperfuncdo dopaminérgica na via mesolimbica e a interagdo com o0s
receptores D2 seriam 0s responsaveis pelos sintomas positivos; 0s sintomas
negativos estdo associados a uma hipofuncao dopaminérgica na via mesocortical com
uma ativagao ineficiente dos receptores D1 da dopamina [8].

Os antipsicéticos constituem a primeira linha de tratamento deste transtorno.
Todavia, estes ndo constituem o Unico suporte de tratamento, mas sédo o seu foco
principal, devido a eficacia na melhoria dos sintomas psicoticos. Outros tratamentos
como a psicoterapia e a terapia ocupacional sdo aconselhados, uma vez que a
farmacoterapia antipsicotica ndo cobre todo o espectro sintomatolégico da SQZ.
Profissionais de saude e familiares devem trabalhar em conjunto para aumentar a
qualidade de vida dos pacientes, desenvolvendo estratégias individualizadas e
baseadas na pratica clinica [9, 10].

1.2- Antipsicéticos

Os antipsicoticos constituem a opcao principal no tratamento da esquizofrenia.
Eles sado classificados de acordo com as suas carateristicas quimicas, melhoria de
sintomas psicoticos e efeitos adversos em dois grupos principais: 1-antipsicoticos
tipicos ou de primeira geracdo (APGSs) tais como a clorpromazina, o haloperidol; 2-
antipsicéticos atipicos ou de segunda geracdo (ASGs) tais como a clozapina, a
olanzapina, risperidona, quetiapina entre outros [11].

O uso de antipsicoticos no tratamento da esquizofrenia iniciou-se em 1952 com
a introducao de clorpromazina descoberta em 1950 [12]. No final da década de 50, foi
descoberto o haloperidol, um outro antipsicético tipico capaz de promover melhorias
dos sintomas positivos da esquizofrenia, & semelhanga de clorpromazina [13].

Embora os APGs apresentem melhorias dos sintomas positivos da SQZ, por
terem em sua grande parte alta afinidade com os receptores D2 de dopamina, acabam
ocupando um numero para além do necessario desses receptores resultando em
efeitos adversos. Estudos reportaram a associacdo desses antipsicoticos aos efeitos
extrapiramidais (EPS em inglés), tais como o parkinsonismo (rigidez articular,



salivacdo, tremores), a discinesia tardia (movimento orofacial persistente, distonia,
acatisia, tics) e acinesia (diminuicdo motora), entre outros [14].

Cerca de 20 - 30% dos pacientes diagnosticados corretamente com
esquizofrenia e tratados rigorosamente com APGs ou mesmo com ASGs, exceto
clozapina, em monoterrapia por pelo menos duas etapas de tratamento no minimo de
seis semanas ndo apresentam melhorias satisfatérias de sintomas, constituindo assim
grupo de pacientes com esquizofrenia refrataria (ER), suscitando novas estratégias
de tratamento para este grupo de individuos [15].

Neste sentido, no inicio da década de 70, foi descoberta a clozapina (CLZ) que,
diferentemente dos APGs, ndo promovia catalepsia, sintomas EPS e nem a elevacéo
de prolactina, apresentando efeitos benéficos sobre os sintomas positivos e negativos
da esquizofrenia, sendo considerado um antipsicético atipico ou de segunda geracdo
indicado no tratamento da esquizofrenia refrataria [16, 17].

1.2.1- Clozapina

A clozapina (Figura 1) é uma benzodiazepina triciclica de baixo peso molecular
(326,13q), indicado no tratamento de pacientes com esquizofrenia refrataria, ou que
esteja em risco de cometer suicidio ou que apresentam comportamentos agressivos.
Em termos farmacocinético ela constitui um antipsicético com uma taxa de absorcao
entre 90-95%, alcanca o pico maximo no plasma cerca de duas horas apo6s a sua
administracdo, com um tempo médio de 12 horas de dura¢do no organismo, cujos
metabdlitos resultantes da biotransformac¢éo N-desmetil clozapina (norclozapina) e o
N-Oxido podem ser excretados tanto através da urina como nas fezes [18].
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Figura 1. Estrutura molecular da Clozapina (C1oH1sN4Cl).

Fonte: https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=2239220




Em termos farmacodinamico a clozapina € capaz de se ligar tanto a receptores
inibitérios como excitatorios de varios neurotransmissores, podendo a sua acéo ser
de forma agonista ou antagonista, conforme o nivel de afinidade e de eficicia
demonstrada em cada ligagdo, tendo como principais alvos 0s receptores de
dopamina e de serotonina. A CLZ é antagonista parcial do receptor D2 da dopamina,
agonista parcial do receptor dopaminérgico D1 e do receptor 5HT1a de serotonina,
antagonista dos receptores de serotonina 5HT2a/c, agonista dos receptores
colinérgicos muscarinicos M1 e M3 (excitatérios), agonista parcial dos receptores M2
e M4 (inibitérios), antagonista dos receptores adrenérgicos a — 1(excitatorio) e a -2
(inibitério) e é antagonista do receptor de histamina H1 (excitatério), [19] Figura 2.
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Figura 2. Grau de afinidade e interacdo de clozapina com diferentes receptores, mecanismo
de acdo (agonismo/antagonismo/agonismo parcial). Observa-se uma interacdo agonista de
CLZ com os receptores D1 da dopamina e 5-HT1a da serotonina o que resulta na ligacéo e
ativacdo total desses receptores. Nota —se uma interacdo de agonismo parcial entre a CLZ e
0s receptores colinérgicos muscarinicos M2, M4 o que resulta numa ligagado e ativagéo parcial
desses receptores. Todavia, verifica-se uma interacdo antagonista entre a CLZ e os receptores
da familia D2 de dopamina, serotoninérgicos 5-HT2asc, histaminico H1 e alfa adrenérgicos a1 e
a2 0 que resulta na ligacéo e bloqueio desses receptores.

Fonte: O"Connor WT. O"Shea SD.(2015), adaptado [19]

O uso da CLZ na metade da década de 70 foi associado a agranulocitose,
tendo-se relatado a morte por agranulocitose de 8 pacientes na Finlandia, motivo pelo
qgual a sua utilizacdo foi interrompida [20]. No entanto, em 1988, Kane e seus



colaboradores demonstraram a superioridade da CLZ em relag&o a clorpromazina no
tratamento dos pacientes com esquizofrenia refrataria [21]. Esta superioridade foi
associada a capacidade da CLZ de bloquear os receptores D2 na regido mesolimbica,
reduzindo a hiperatividade dopaminérgica resultando na melhoria dos sintomas
positivos e pela capacidade de estimular a ativacado dos receptores D1 da dopamina
na regido mesocortical, aumentando a atividade dopaminérgica nesta regiao o que
resulta na melhoria dos sintomas negativos da esquizofrenia.

Por esta razdo, em 1990 ela foi aprovada nos Estados Unidos como o prototipo
da nova classe de antipsicéticos atipicos e, em 2002, a Food and Drug Administration
(FDA) aprovou seu reingresso no mercado para o uso exclusivo em casos de
esquizofrenia refrataria e em pacientes com altos riscos de cometerem suicidio,
persisténcia de hostilidade e agressividade [20]. Entretanto, verificou-se que cerca de
30% dos pacientes ndo respondem adequadamente ao tratamento a CLZ em
monoterapia apds um periodo de seis meses de tratamento, constituindo o grupo de
pacientes com esquizofrenia super-refrataria (ESR) [22, 23] levando ao
guestionamento sobre os possiveis fatores envolvidos nesta auséncia de resposta ou
resposta ineficiente a clozapina.

Multiplos fatores, incluindo estado de saude, influéncias ambientais e
caracteristicas genéticas podem influenciar a resposta a drogas. A farmacogenética é
uma é&rea da farmacologia que visa avaliar como as diferengcas genéticas entre
individuos podem afetar a resposta a drogas [24], visando auxiliar o profissional de
saude na selecao e melhor ajuste de doses de diferentes drogas no tratamento com
base no perfil genético do individuo. A pesquisa nesta area tem focado principalmente
em efeito dos genes isolados, buscando identificar genes que predisponham a
doencas; modulem respostas aos medicamentos; afetem a farmacocinética e
farmacodinamica dos medicamentos ou que estejam associados a reacdes adversas
a medicamentos [25].

As diferencas quanto as respostas terapéuticas entre os individuos geralmente
estdo associadas com polimorfismos genéticos presentes em genes que afetam a
farmacocinética ou a farmacodindmica [26]. Polimorfismo genético é conhecido como
um conjunto de alteracBes que ocorrem na sequéncia nucleotidica de DNA seja por
substituicdo de uma base Unica (SNPs- Single Nucleotide Polymorphism), por

repeticdes de determinada sequéncia especifica de nucleotideos, seja por delecdo ou



insercdo de uma base na sequéncia. No genoma humano ocorre cerca de 3.1 milhdes
de SNPs [27].

Tais polimorfismos podem alterar a expressao e/ou a atividade de sitios de
ligacdo de medicamentos [28], por afetarem a estabilidade do RNA mensageiro
correspondente, ou modificarem a estrutura conformacional da proteina
correspondente. Como consequéncia, essas alteracbes podem levar a reducao ou
aumento da atividade da proteina codificada [29]. Um numero consideravel de
evidéncias sugere que SNPs em genes que codificam transportadores de
medicamentos, enzimas metabolizadoras de medicamentos ou envolvidas na
biossintese e reparo do DNA, poderiam determinar a eficacia dos medicamentos e
sua toxicidade [30].

Muitos medicamentos clinicamente utilizados, s&o metabolizados
essencialmente pelas enzimas da familia do citocromo P450, cujos genes exibem
polimorfismos genéticos [31, 32]. As enzimas CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 e
CYP3A4 participam no metabolismo da CLZ [33].

Entre os estudos que visam avaliar a associacdo entre polimorfismos de
isoenzimas do CYP 450 e a resposta ao tratamento a clozapina, foi demonstrado
recentemente pelo grupo ao qual este estudo estd vinculado, a associacdo do
polimorfismo CYP1A2*1F com a esquizofrenia super-refrataria [34]. Sabendo-se que
posteriormente a CYP1A2, a isoenzima CYP2C19 apresenta a segunda maior
participacao no metabolismo deste antipsicotico [33], torna-se evidente a necessidade
de avaliar a influéncia de variantes polimérficas da CYP2C19 na resposta ao

tratamento a clozapina.

1.3. CYP2C19

1.3.1- Generalidades
A CYP2C19 foi originalmente descrita como gene hidroxilase de mefenitoina

por Kupfer [35] em 1979. Este nome foi escolhido, pois, a enzima produzida por este
gene, mostrava um papel importante e necessario na hidroxilagdo de mefenitoina.
Como esta enzima pertence também a familia das enzimas do citocromo P450, sofreu
uma alteracdo no nome, passando a ser referida como citocromo 2C19 (CYP2C19),
ou simplesmente enzima 2C19 [36]. A 2C19 constitui um gene da subfamilia CYP2C,
localizada no brago longo do cromossomo 10 (10g24.1-g24.3), composto por 90.209

nucleotideos ou 90.2 kilobases, contendo também na sua estrutura nove exons com



1.473 nucleotideos e codifica uma proteina composta por 490 aminoacidos (Figuras 3

e 4, respectivamente) [36].
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Figura 3. Localizacdo do gene CYP2C19 no braco longo do cromossomo 10, especificamente

na regido 2 banda 4 sub-banda 1 (10g24.1).

Fonte: Mrazek DA. (2010) [36].
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Figura 4. Estrutura do gene CYP2C19 constituido por 9 exons. Pode —se observar a localizagéo

do polimorfismo CYP2C19*2 (fragmento de 223 pares de bases (pb)), resultante da substituicdo

de uma guanina (g) por uma adenina (a) na posicao nucleotidica 19154 do exon 5. Observa-se
também o polimorfismo CYP2C19*17 (fragmento de 470pb), resultante da substituicdo de uma

citosina (c) por uma timina (t) na posicao nucleotidica -806 da regido flanqueadora ou promotora

do gene.

Fonte: Mrazek DA.(2010), adaptado [36].



Em termos metabdlicos, esta enzima tem um papel primario no metabolismo
de mais de 50 medicamentos disponiveis, incluindo antiplaquetarios (clopidogrel),
inibidores de bomba de prétons (omeprazol, lanzoprazol), ansioliticos (diazepam) e
antidepressivos triciclicos (amitriptalina, clomipramina) [36]. A CYP2C19 tem a
segunda maior participacdo no metabolismo de CLZ, juntamente com a CYP1A2 e
CYP2D6, sobretudo, na N-desmetilacdo da qual resulta a norclozapina, um metabdlito
terapeuticamente ativo que ira desencadear a sua acao farmacoldgica no sistema
nervoso central (Figura 5) [33].
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Figura 5. llustracdo da agéo da enzima CYP2C19 na reacéo da N-desmetilacdo da CLZ. Nesta
reacdo a clozapina perde um grupo metilico (CHs) resultando assim a norclozapina que € um
metabolito terapeuticamente ativo. Desta reacdo participam enzimas como CYP1A2,
CYP2C19, CYP3A4, CYP2C9 e CYP2D6 sendo a estimativa de contribuigdo distribuida em
30%, 24%, 22%, 12% e 6%, respectivamente, em relagdo a N-desmetilagdo de clozapina em
microssomas de figado humano. Outra reagdo por que passa a CLZ é a N-oxidagdo que é
catalisada pela CYP3A4, CYP1A2 e flavina contendo mono-oxigenase do tipo 3 (FMO3).

Fonte: Olesen Ole V. Linnet K. (2001), adaptado [33].

1.3.2 — Distribuic&o das frequéncias alélicas

A frequéncia alélica populacional da CYP2C19 apresenta variagdo étnica
bastante diversificada. Alguns estudos demonstram a presenca mais comum do alelo
mutado CYP2C19*2 em caucasianos e chineses na ordem de 9 a 37% [37,38,39,40].
O alelo mutado CYP2C19*3 tem a frequéncia de 10 % entre os chineses, porém, é
extremamente raro na populacdo nao- asiatica e entre os africanos [41,42].

Estudo desenvolvido por Xie e colaboradores reportou substancial variagao da

CYP2C19 em quatro grupos populacionais extensivamente estudados: 1- Norte



Europeia; 2- Etidpia; 3- Africa Sub-Sahariana e 4- China. Tal analise evidenciou uma
menor frequéncia dos alelos inativos CYP2C19*2 e CYP2C19*3 na populacdo Norte
Europeia do que na Chinesa. Apenas 2% dos pacientes Norte Europeus eram
metabolizadores lentos ou pobres e 26% eram metabolizadores intermediarios para
esta enzima sendo evidenciado que nesta populagéo, o tratamento psiquiatrico deve
reduzir a dose de medicamentos metabolizados por esta enzima para cerca de um
guarto dos seus pacientes [43].

Neste mesmo estudo, verificou-se também uma distribuicdo substancial e
similar do alelo CYP2C19*17 para cerca de 18% das populacdes Norte Europeia e da
Etidpia o que demonstra a necessidade de aumento de dose para esses grupos de
pacientes, a fim de alcancar a eficacia terapéutica. No entanto, uma frequéncia baixa
do alelo CYP2C19*17 (4%) foi observada na populacédo Chinesa, quando comparada
ao alelo CYP2C19*2 (31%). Cerca de 25% dos pacientes Chineses séo
metabolizadores lentos e, precisam de uma dose menor que a convencional para que
acumulacao sérica e efeitos adversos sejam evitados. Um ligeiro aumento dos alelos
inativos CYP2C19*2 e CYP2C19*3 foram também observados na populacéo da Africa
Sub-Sahariana quando comparados a Norte Europeia [43].

Um estudo na populacédo brasileira sobre a intervariagdo étnica da CYP2C19
desenvolvida por Santos e colaboradores entre os Amerindianos, descendentes
Caucasianos, Mulatos e descendentes Africanos relatou uma frequéncia de 10,4%,
16,9%, 16,5% e 20,2%, respectivamente para o alelo CYP2C19*2 e 15,8%; 18,0%;
21,3% e 26,3%, respectivamente para o alelo CYP2C19*17 sem no entanto, detectar
um unico alelo para CYP2C19*3. Esses resultados demonstraram uma presenca
substancial de ambos polimorfismos na populacdo brasileira, sendo o alelo
CYP2C19*17 ligeiramente maior, sobretudo nos mulatos e descendentes africanos
[44].

A variacdo na distribuicdo de frequéncias alélicas desta enzima entre as
populac@es tem influéncia direta na capacidade metabdlica dos pacientes no que diz
respeito as drogas metabolizadas por esta enzima, sendo a presenca do alelo inativo
CYP2C19*2 em homozigose associado ao metabolismo lento e em heterozigose ao
metabolismo intermediario e o alelo CYP2C19*17 ao metabolismo ultra-rapido. Sendo
assim, polimorfismos genéticos desta enzima devem ser considerados em
tratamentos psiquiatricos de forma a minimizar os efeitos adversos e alcancar a

eficacia terapéutica.
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1.3.3- Polimorfismos genéticos da CYP2C19

O gene CYP2C19 é altamente polimérfico, sendo que atualmente ja se
encontram descritos 35 allelos (disponivel em
http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c19.htm, acessado em 14.01.2017 ), Tabela 1 [45].

Polimorfismos genéticos deste gene permitem uma classificacdo fenotipica dos
individuos em quatro grupos de metabolizadores: (1) Metabolizadores normais ou
extensivos (ME) - aqueles portadores dos dois alelos ativos normais (CYP2C19*1/*1);
(2) Metabolizadres intermediarios (Ml) - os que carregam um alelo ativo normal e um
alelo inativo mutado (CYP2C19*1/*2); (3) Metabolizadores lentos ou pobres (ML) -
aqueles que tem dois alelos inativos mutados (CYP2C19*2/*2) e, (4) Metabolizadores
ultra-rapidos (MU) - os que possuem alelo ativo mutado CYP2C19*17 seja em
homozigose (CYP2C19*17/*17) ou em heterozigose com alelo ativo normal
(CYP2C19*1/*17) [36]. Todavia, os individuos portadores do gendtipo combinado
(CYP2C19*2/*17) por terem uma capacidade metabdlica superior ao do metabolizador
lento e inferior ao do extensivo foram incluidos no grupo dos metabolizadores
intermediarios MI, em conformidade com estudos de Sychev e colaboradores e de
Payan e colaboradores [46,47].

Individuos considerados ME demonstram boa reacdo a dose padrdo ou
convencional de droga e alcancam eficacia terapéutica sem uma observancia
significativa de efeitos adversos. Os ML demonstram uma capacidade metabdlica
reduzida, e em tais individuos uma dose menor que a convencional é aconselhada de
forma a evitar efeitos adversos por acumulacao sérica. Para os Ml aconselha-se uma
dose menor que a convencionalmente aplicada, porém maior que a dos ML para
alcancar a eficacia terapéutica. No entanto, os MU precisam de um aumento
controlado da dose, superior ao convencional a fim de evitar falha terapéutica [36].

Os alelos CYP2C19*2 e CYP2C19*3 estao associados a reducéo da atividade
enzimatica e ao metabolismo lento o que resulta na acumulacdo sérica e efeitos
colaterais [48,49]. O alelo CYP2C19*17 esta associado ao aumento da atividade
enzimatica e ao metabolismo ultra-rapido, pelo que a avaliacdo da falha terapéutica
deve ser considerada [50].

O polimorfismo CYP2C19*2 (G>A, rs4244285) resulta da substituicdo de uma
guanina (G) por uma adenina (A) na posi¢do nucleotidica 19154 no exon 5 e esta
associado a reducdo da atividade enziméatica da CYP2C19. Os individuos portadores



11

deste polimorfismo seja em homozigose (*2/*2) como em heterozigose (*1/*2 ou
*2/*17) apresentam uma reduzida atividade metabdlica, sendo neste caso
recomendado uma dose menor de medicamentos do que a convencionalmente
aplicada para evitar acumulacéo sérica e efeitos adversos [48,49].

O polimorfismo CYP2C19*17 (-806 C>T, rs12248560) ocorre em desequilibrio
de ligacdo com o polimorfismo -3402 C>T e resulta da substituicdo de uma citosina
(C) por uma timina (T) na posi¢cdo nucleotidica -806 da regido promotora do gene,
diretamente associado ao aumento da atividade enzimatica da CYP2C19, o que pode
levar a falha terapéutica. Os individuos portadores deste polimorfismo, em
heterozigose (*1/*17) ou homozigose (*17/*17) sao indicados a terem um aumento de
dose dos medicamentos objetivando o alcance da eficicia terapéutica [50].

Como ja referido a atividade enzimatica pode ser alterada devido aos
polimorfismos genéticos que ocorrem nas sua variantes alélicas, podendo assim
interferir na resposta terapéutica a determinados medicamentos. Todavia, alguns
estudos tem também demostrado a participacdo de outros fatores, tais como o
consumo de café e de cigarro na alteracéo da atividade de algumas enzimas da familia
do citocromo P450, podendo desta forma influenciar a resposta ao tratamento a
determinados farmacos cujos metabolismos dependem dessas enzimas. Hagg e
colaboradores reportaram que a ingestao diaria de cafeina em doses de 400 a 1000mg
interferem na atividade da enzima CYP1A2 inibindo o metabolismo e a eliminacdo da
clozapina [51]. Outros estudos desenvolvidos por Spina e colaboradores tem
reportado também esta relagédo da cafeina com o metabolismo da clozapina [52].

Meyer relatou no seu estudo o aumento da concentracdo de clozapina em
pacientes fumantes que haviam deixados de fumar, com ocorréncia de efeitos
colaterais, aconselhando deste modo um ajuste de dosagem tendo em conta o perfil
do paciente (fumante crénico, fumante esporadico ou se € um paciente que esta
deixando de fumar) [53]. Outros estudos reportaram a nicotina como um indutor da
CYP1A2 tendo observado presenca de maiores concentracfes plasmatica de
clozapina em pacientes nédo fumantes em comparacao aos pacientes fumantes [54].

Estudos tem reportado uma associacdo do polimorfismo CYP2C19*2 em
homozigose a alta taxa de mortalidade por infarte miocardico entre os pacientes nao
fumantes tratados com clopidogrel, em comparacdo aos pacientes fumantes,

demonstrando que o consumo de cigarro estaria debilitando a acdo deste
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polimorfismo e contribuiu para o0 aumento da capacidade metabdlica da enzima nos
fumantes, diminuindo assim a mortalidade neste grupo [55].

Alguns estudos tem reportado uma maior associacdo dos individuos do sexo
feminino & menor resposta a clozapina, aumentando assim a sua propor¢ao no grupo
dos pacientes com esquizofrenia super-refrataria [56].

Tendo em conta uma presenca substancial dos polimorfismos CYP2C19*2 e
CYP2C19*17 na populacéo brasileira e a segunda maior participacédo da CYP2C19
no metabolismo da clozapina, o presente estudo visou analisar as influéncias desses
polimorfismos na resposta ao tratamento a este antipsicético nos pacientes com
esquizofrenia refrataria e super-refrataria. Para além disso, avaliou - se também as
possiveis associacfes dos parametros: gravidade sintomatoldgica conforme a escala
BPRS, o tempo de uso de CLZ, o indice de massa corporal (IMCs) a idade e o sexo

com a refratariedade de resposta ao tratamento a este antipsicotico.

Tabela 1. Alelos identificados da CYP2C19

Mudanca de nucleotideo Atividade enzimética Referéncias
Alelos cDNA Gene InVivo  In Vitro
CYP2C19*1A | Nenhuma Nenhuma Normal Normal Romkes et al, 1991
. . Richardson et al
CYP2C19*1B | 99C>T; 991A>G | 99C>T,; 80161A>G Normal —1997 —
CYP2C19*1C | 991A>G 80161A>G Normal Blaisdell et al, 2002
99C>T,; 681G>A | 99C>T; 19154G>A; 80 de Morais et al
CYP2C19*2A | ;990C>T; 991A> | 160C>T;80161A>G Nenhuma 19942 —
G (12662A>G ==
oot sseoc | ST EISC 12
CYP2C19*2B | ;681G>A; 990C 161A>G’ "= | Nenhuma Ibeanu et al, 1998b
2L0IAG (12662A>G
98T>C; 99C>T; 12122
. G>A:12662A>G; 12834
CYP2C19*2C %% G>C; 19154G>A;19520 Fukushima-Uesaka et
m>G— A>G; 57740C>G; 7993 al., 2005
= 6T>A; 80160C>T; 8016
1A>G
sscor sicon | BECHOT 2
* . ) ; ;
CYP2C19*2D §9$§;;GSi1A> C>G: 80160C>T:80161 Lee et al., 2009
= A>G; 87275G>A
99C>T,; 681G>A | 99C>T; 19154G>A;
; 19286G>A;80160C>T;
* ’ e H ., 2012
CYP2C19*2E 813G>A: 990C> | 80161A5G Hu et al., 2012
T;991A>G (12662A>G
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99C>T; 681G>A

99C>T; 19154G>A; 80
160C>T;80161A>G;

* . .

CYP2C19*2F C?E?L%Czlz'é>£flA> 80191GSA Hu et al., 2012
= (12662A>G
VC>T; 881G>A 22(0);;189011564&?:@

CYP2C19*2G ;990C>T; 991A> ’ ! Hu et al., 2012
G:1079A>T 80249A>T
= (12662A>G
DC>T, 881G>A 22(0);;189011564&?:@

CYP2C19*2H ;990C>T; 991A> ’ ! Hu et al., 2012
G—'1186C>—G 87248C>G
= (12662A>G
C>T; 681G>A; 22(0);;189011564&?:@

CYP2C19*2J 990C>T; 991A> ’ ! Hu et al., 2012
G1261ASC 87323A>C
= (12662A>G
636G>A; 991A> | 17948G>A; 80161A>G; de Morais et al

* —_—— s

CYP2CI9'3A | 5 1251A5C 87313A>C Nenhuma 1994b

889T>G; 12013T>G; 1
636G>A; 991A 2122G>A;12306G>A; 1 .
* y ] = -
CYP2C19"3B | SG.1078G>A; 1 | 3166T>C; 17948G>A:1 | Nenhuma Zl“kggg'é"a Uesaka et
251A>C 8911A>G; 80161A>G _
80248G>A;87313A>C
407T>A; 636G>
= | 12760T>A; 17948G>A;

CYP2C19*3C | A;991A>G; e Hu et al., 2012
1951ASC 80161A>G;87313A>C E——
1A>G; 99C>T, 9 | 1A>G; 99C>T; 80161A

* i X2 i) (]
CYP2C19*4A 91ASG >G Nenhuma Ferguson et al, 1998
) -3402C>T; - Scott et al., 2011

CYP2C19*4B Elﬁ‘—;SGM 2 806C>T; 1A>G; 99C>T | Nenhuma Zackrisson et al.,
— :80161A>G 2010

CYP2C19*5A | 1297C>T 90033C>T Nenhuma | Nenhuma | 2120 etal, 1997
e _—— Ibeanu et al, 1998a
99C>T; 991A>G | 99C>T; 80161A>G; 90

* —_—

CYP2C19*5B 1297C>T 033C>T Nenhuma Ibeanu et al, 1998a

99C>T; 395G>A | 99C>T; 12748G>A; 80
* i t] ) ==

CYP2C19*6 -991ASG 161AC Nenhuma Nenhuma Ibeanu et al, 1998b

CYP2C19*7 19294T>A Nenhuma Ibeanu et al, 1999

CYP2C19*8 358T>C 12711T7>C Nenhuma Diminui Ibeanu et al, 1999

CYP2C19*9 99C>T; 431G>A | 99C>T; 12784G>A; 80 Diminui Blaisdell et al, 2002
:991A>G 161A>G

CYP2C19*10 | 99C>T; 680C>T; | 99C>T; 19153C>T,; 80 Diminui Blaisdell et al, 2002
991A>G 161A>G

CYP2C19*11 | 99C>T; 449G>A | 99C>T; 12802G>A; 80 Blaisdell et al, 2002

1991A>G

161A>G

R150H
(12802G>A) pode

Skierka and Black,
2014
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existir em ligacéo
com CYP2C19*2s’
-98T>C e 12662A>G

CYP2C19*12 | 99C>T; 991A>G | 99C>T; 80161A>G; 90 Instavel Blaisdell et al, 2002
;1473A>C 200A>C
CYP2C19*13 991A>G; 1228C | 80161A>G; 87290C>T Blaisdell et al, 2002
>T
CYP2C19*14 | 50T>C; 99C>T;9 | 50T>C; 99C>T, 80161 Blaisdell et al, 2002
91A>G A>G
CYP2C19*15 | 55A>C; 991A>G | 55A>C; 80161A>G Blaisdell et al, 2002
CYP2C19*16 | 1324C>T 90060C>T Morita et al, 2004
Existéncia de
polimorfismo
CYP2C19*2 681
G>A no mesmo
alelo ndo pode
ser excluido
CYP2C19*17 | 99C>T; 991A>G | -3402C>T; - Aumenta Aumento Sim et al., 2006
806C>T; 99C>T;80161 na Rudberg et al., 2007
A>G transcricdo | Sibbing et al., 2010
CYP2C19*18 | 99C>T; 986G>A | 99C>T; 80156G>A; 80 Fukushima-Uesaka et
1991A>G 161A>G;87106T>C al., 2005
CYP2C19*19 | 99C>T, 99C>T; Fukushima-Uesaka et
151A>G:991A> | 151A>G; 80161A>G;87 al., 2005
106T>C
G
CYP2C19*20
CYP2C19*21
CYP2C19*22 | 557G>C; 991A> | 17869G>C; 80161A>G Matimba et al., 2009
G
CYP2C19*23 | 99C>T; 271G>C | 99C>T; 12455G>C; 80 Zhou et al., 2009
1991A>G 161A>G
CYP2C19*24 | 99C>T; 991A>G | 99C>T; 80161A>G; 80 Zhou et al., 2009
;1004G>A,; 174G>A; 87259A>G
1197A>G
CYP2C19*25 | 99C>T; 991A>G | 99C>T; 80161A>G; 90 Zhou et al., 2009
;1344C>G 080C>G
CYP2C19*26 | 99C>T; 99C>T; Lee et al., 2009
766G>A;991A> | 19239G>A; 80161A>G
G
CYP2C19*27 991A>G -1041G>A; 80161A>G Diminui Drégemoller et al.,
expressao 2010
CYP2C19*28 | 55A>C; 991A>G | -2030C>T; -2020C>A,; - Drégemédller et al.,
(Preliminar) :1120G>A 1439T>C; 55A>C;8016 2010
1A>G; 80290G>A
CYP2C19*29 83A>T,; 99C>T;9 | 83A>T, 99C>T,; 80161A Hu et al., 2012

91A>G

>G
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CYP2C19*30 217C>T 12401C>T Hu et al., 2012

CYP2C19*31 | 99C>T; 99C>T; Hu et al., 2012
232C>T;991A> 12416C>T; 80161A>G
G

CYP2C19*32 | 99C>T; 99C>T; Hu et al., 2012
296A>G;991A> 12480A>G; 80161A>G
G

CYP2C19*33 | 99C>T: 99C>T; Hu et al., 2012
562G>A;991A> 17874G>A; 80161A>G
G

CYP2C19*34 -13G>A; 7C>T,; -13G>A; 7C>T; 10T>C Chua et al., 2013
10T>C

CYP2C19*35 | 99C>T; 99C>T; Nenhuma Chaudhry et al., 2015
562G>A,; 12662A>G;80161A>G
991A>G

De entre os 35 alelos descritos apenas a CYP2C19*1 constitui o alelo normal. Alguns alelos
polimorficos como a CYP2C19*2, *3, *4, *8, *9, *10, *27 estdo associados a diminuicdo da expresséo
enzimatica. O alelo CYP2C19*12 esta associado a instabilidade da atividade enzimatica, sem no
entanto, especificar se aumenta ou diminui a sua atividade. Apenas o alelo polimorfico CYP2C19*17
estad associado ao aumento da atividade enzimatica.

Fonte: http://www.cypalleles.ki.se/cyp2¢c19.htm
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2. Objetivos
2.1. Geral

e Analisar a influéncia dos polimorfismos CYP2C19*2 e CYP2C19*17 na
resposta ao tratamento a clozapina em pacientes esquizofrénicos refratarios e

super-refratarios.

2.2. Especificos

e Determinar as frequéncias genotipicas, alélicas e fenotipicas do grupo de

pacientes esquizofrénicos comparando-as com o0 grupo controle

e Verificar a relacdo dos dados clinicos e sociodemogréficos dos pacientes com

a refratariedade de resposta ao tratamento a clozapina.
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3- Material e Métodos
3.1- Sujeito de estudo

O presente estudo incluiu 69 pacientes diagnosticados com esquizofrenia de
acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais — quarta
edicdo (DSM IV — TR em inglés), na Clinica Psiquiatrica Brain Institute e Pax Clinica
Psiquiatrica — Instituto de Neurociéncias, na cidade de Goiania, GO — Brasil,
obedecendo os seguintes critérios:

a) Critérios de inclusao
e Maiores de 18 anos;
e Em tratamento com clozapina ha pelo menos um ano com dosagem estavel;
e Remissao da fase aguda da doenca;
e Reducdo minima de 20% na pontuacdo inicial na escala psiquiatrica de

medicdo de sintomas (BPRS- Brief Psychiatric Rating Scale em inglés).

b) Critérios de exclusao
e Presenca de uma doenca clinica grave;
e Medicagcdo concomitante com outros medicamentos que interferem no
metabolismo da CLZ;
e Incapacidade mental,
e Abuso ou dependéncia de bebidas alcodlicas ou substancias psicoativas;

e Gravidez e lactagao.

Como grupo controle foram utilizadas amostras sanguineas de 137 individuos
saudaveis naturais do estado de Goias e residentes na cidade de Goiania.

Os dados clinicos e sociodemograficos (dose, pontuacdes sintomaticas na
escala BPRS, idade, indice de massa corporal e sexo) dos pacientes foram obtidos a
partir dos respectivos prontuarios disponibilizados pelos centros clinicos donde foram
recrutados.

Todos os procedimentos experimentais assim como o termo de consentimento
livre e esclarecido dos individuos participantes do estudo, foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias sob parecer n°
1.483.734.



18

3.2- Genotipagem
3.2.1- Pacientes

A genotipagem do grupo dos pacientes foi feita através da técnica de
sequenciamento. Apds a coleta da amostra de sangue, procedeu-se a extracdo do
DNA gendmico, usando Kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen), seguindo as
instrucdes do fabricante. Um fragmento de 223 pares de base (pb) para o polimorfismo
CYP2C19*2 (G>A, rs4244285) foi amplificado através da reagdo de cadeia
polimerase (PCR em inglés) com primers especificamente desenhado para o presente
estudo sendo Forward: CAACCAGAGCTTGGCATATTGTATC e Reverse:
TAAAGTCCCGAGGGTTGTTG, (Figura 6).

caa cca gag ctt ggc ata ttg tat cta tac ctt tat taa atg ctt tta att taa taa
att att gtt ttc tct tag ata tgc aat aat ttt ccc act atc att gat tat ttc ccl
gga acc cat aac aaa tta ctt aaa aac ctt gct ttt atg gaa agt gat att ttg gag
aaa gta aaa gaa cac caa gaa tcg atg gac atCc aac aac cct cgg gac ttta

Forward: caa cca gag ctt ggc ata ttg tat
Reverse: caa caa ccc tcg gga ctt ta

Polimorfismo: §

Figura 6: Tamanho do fragmento de DNA utilizado no presente estudo referente ao polimorfismo
CYP2C19*2 (G>A, 223pb; rs4244285). O polimorfismo resulta da substituicio de guanina (g) por
adenina (a) na posicao nucleotidica 19154 no exon 5. Esta mutacgédo resulta de um splicing deficiente
gue conduz ao término precoce da sintese enzimatica. O alelo polimérfico resultante (CYP2C19*2) é
inativo e esté associado a perda da atividade enzimatica (Loss-Of-function) [36].

Um fragmento de 470 pb para o polimorfismo CYP2C19*17 (C>T, rs12248560)
foi amplificado de acordo com a metodologia descrita por Anichavezhi e colaboradores
(2012) [57], tendo como Forward: GCCCTTAGCACCAAATTC e Reverse:
ATTTAACCCCCTAAAAAAAACG, (Figura 7).
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ttc tca agc cct tag cac caa att ctc tga gat cag ctc ttc ctt cag tta cac tga
gcg ttt ccc ctc tgc agt gat gga gaa ggg aga act ctt att ttt tct cat gag cat
ctc tgg ggc tgt ttt cct tag ata aat aag tgg ttc tat tta atg tga agc ctg ttt
tat gaa cag gat gaa tgt ggt ata tat tca gaa taa cta atg ttt gga agt tgt ttt
gtt ttg cta aaa caa agt ttt agc aaa cga ttt ttt ttt tca aat ttg tgt ctt ctg
ttc tca aag Iat ctc tga tgt aag aga taa tgc gcc acg atg ggc atc aga aga cct
cag ctc aaa tcc cag ttc tgc cag cta tga gct gtg tgg cac caa cag gtg tcc tgt
tct ccc agg gtc tcc ctt ttc cca ttt gaa ata taa aaa ata aca att cct gcc ttc
acg tgt ttt ttt agg ggg tta aat ggt aaa ggt gtt tat atc tgc taa ggt aat tta
ctt gat ata tgt ttg gtt att gaa gat

Forward: gcc ctt agc acc aaa ttc tc

Reverse: cgt gtt ttt tta ggg ggt taa at
Polimorfismo:

Figura 7: Tamanho do fragmento de DNA utilizado no presente estudo referente ao polimorfismo
CYP2C19*17 (C>T, 470pb; rs12248560). O polimorfismo resulta da substituicdo de citosina (c) por
timina (t) na posicéo nucleotidica -806 na regido promotora do gene. O alelo polimérfico resultante
(CYP2C19*17) € ativo e esta associado ao ganho da funcéo enzimatica (Gain-Of-Function) [36].

As condi¢des PCR para os dois polimorfismos estéo descritas nas Tabelas 2 e
3, respectivamente.
Tabela 2. Condi¢des de PCR para o polimorfismo CYP2C19*2

Reagentes [Final] | Volume Ciclagem
Buffer (10X) 1X 5.0ul 95°C — 2min
DNTPs (10mM) 0.4mM |2.0ul 95°C — 1min
Primer (20uM) 0.6uM | 1.3ul 56°C — 1min 35X
MgCL; (50mM) 2.0mM | 2.0pl 72°C —1.5min
Agua (H20) *xkxk 1374y | 72°C—-3min
Taq polimerase 5U/ul | 0.03u 0.3ul 40C - oo
DNA (amostra) 5ng/ul |2.0ul

Tabela 3. Condi¢cdes de PCR para o polimorfismo CYP2C19*17

Reagentes [Final] | Volume Ciclagem
Buffer (10X) 1X 5.0ul 949C — 1min
DNTPs (10mM) 0.12mM | 0.6ul 94°C — 30sec
Primer (20uM) 0.6uM | 1.1ul 52°C — 30sec 35x
MgCL2 (50mM) 2.5mM | 2.5yl 72°C — 30sec
Agua (H20) *xkxk 1374y | 72°C—7min
Taq polimerase 5U/ul | 0.04u 0.4ul 40C - oo
DNA (amostra) 5ng/ul |3.0ul
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Os produtos de PCR de ambos os polimorfismos foram purificados, usando o
kit ilustra GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit (GE healthcare). Em seguida, foi
feita a reacdo de sequenciamento através do Kit Big Dye terminator 3.1 (Applied
Byosistems, Califérnia, USA), conforme as condi¢cbes descritas na Tabela 4. As
amostras foram analisadas pelo sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied

Byosistems, Califérnia, USA).

Tabela 4. Condi¢des da reacdo de sequenciamento

Reagentes Volume Ciclagem

BigDye terminator v3.1 1.5ul 96°C — 1min

Buffer BigDye v.3.1 (5X) 1.25pl 96°C — 10sec
Iniciador/Primer (5uM) 1.0ul 56°C — 5sec 25x
DNA purificado (50ng/ul) 1.5ul 60°C — 4min

Agua ultrapura 4.75ul 40C -

TOTAL 10ul




21

O produto da reacéo de sequenciamento foi precipitado segundo a metodologia
de etanol gelado e Acido Etileno Diamino Tetra-Acético (EDTA- ethylene diamine
tetra-acetic acid em inglés) 125mM. As sequéncias resultantes foram analisadas
através do programa BioEdit Sequence Alignement Editor (versao 7.2.5.0 ). Alguns
exemplos de eletroesferogramas representados nas figuras 8 e 9.

TCCCRGG AAC C GYATCT
80

Figura 8. Eletroesferograma ilustrando o Figura 9. Eletroesferograma ilustrando

(o]

polimorfismo CYP2C19*2 em heterozigose polimorfismo CYP2C19*17 em heterozigose
representado pela letra R indicando neste caso as representado pela letra Y indicando as bases
bases guanina (g) e adenina (a) sendo esta a base citosina (c) e timina (t) sendo esta a base mutada.

mutada.

3.2.2- Controle

A genotipagem dos individuos do grupo controle foi feita mediante a técnica de
restricdo enzimética — RFLP (do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism).
O produto de DNA obtido da reacéo de cadeia de polimerase (PCR) do polimorfismo
CYP2C19*2 (fragmento de 223 pb), conforme as condi¢des descritas na Tabela 2 foi
digerido com a enzima Smal a 30°C (1-16 horas) em um mix de 20ul contendo: 1ul
de produto de PCR, 2ul de tampéo 10X Buffer Tango, 1ul da enzima Smal) e 16ul de
H2O (mili-Q), seguindo as instru¢des do fabricante (ThermoScientific?). A seguir, 10ul
dos produtos da reacao foram corridos no gel de agarose a 1,5% corado com brometo
de etidio e posteriormente visualizado no fotodocumentador, ChemiDoc MP imaging
system (BIO-RAD Laboratories), conforme ilustrada na Figura 10.
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Para o polimorfismo CYP2C19*17, além da primeira PCR de um fragmento de
470pb, conforme as condi¢des descritas na Tabela 3, foi feita uma segunda reacgéo
de PCR, nested (fragmento de 143 pb) a fim de adicionar o sitio especifico de restricdo
(ATG-CA HT) para a enzima Nsil (New England Biolabs) em condi¢des néo
polimérficas, tendo como sequéncias especificas de primers: Forward-
AAATTTGTGTCTTCTGTTCTCAATG e Reverse- AGACCCTGGGAGAACAGGAC e
posteriormente digerida, seguindo as instru¢es do fabricante (ThermoScientific®).

As condicdes de amplificacdo do fragmento da segunda PCR para a
CYP2C19*17 foram: 1 yl de produto da PCR I; 10mM de DNTPs; 1,5 mM de MgCly;
0,6 pM de primers; tampéao Buffer 1X e 0,1 U da enzima taq DNA polymerase (New
England Biolabs). A ciclagem usada foi: 1min — 95°C; 25 ciclos de 30 s — 95°C, 30 s
—53°C e 30 s — 72°C; 7 min — 72°C.

Os produtos resultantes da segunda PCR foram submetidos a restricdo
enzimatica com a enzima Nsil a 37°C por 8 horas em um mix de 20ul contendo: 8ul
de produto de PCR, 2ul de tampéo de reacdo NEB 10X e 1,5ul (1U) da enzima Nsil.
Para este caso, 10ul dos produtos da reacao foram aplicados em Gel de Poliacrilamida
a 12% e submetidos a eletroforese (100 mV; 2 horas) utilizando o sistema de
eletroforese em vertical Vert-10 (LOCCUS). A seguir, o gél foi visualizado em
fotodocumentador, ChemiDoc MP imaging system (BIO-RAD Laboratories), conforme

ilustrado na Figura 11.

A caracterizacdo genotipica foi feita mediante os fragmentos de DNA
observados no gel de agarose e de poliacrilamida, (Tabela 5) e Figuras 10 e 11
respectivamente. As classificacdes fenotipicas de ambos os grupos foram feitas a
partir dos genétipos observados, conforme estudos anteriores [46, 47].

Tabela 5. Caracteristicas dos produtos de PCR ap06s a digestao

Alelos Fragmento PCR (pb) | Enzimas HS HM HT
CYP2C19*2 223 Smal 113-110 223 223-113-110
CYP2C19*17 143 Nsil 116-27 143 143-116-27

HS — Homozigoto selvagem; HM — Homozigoto mutado; HT — Heterozigoto. Individuos HS
apresentam dois fragmentos de 113-110pb e/ou 116-27pb, HM apresentam um fragmento de
223pb efou 143pb e HT apresentam trés fragmentos de 113-110-223pb e/ou 116-27-143pb
para os polimorfismos CYP2C19*2 e CYP2C19*17, respectivamente.
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M GG AG GG GG AG AA AA
—

150 pb —— &=

— 100 pb —— o

300ph— fae

200pb — . -
100ph — i - e 0B -

S0ph — B

25pb —

e

Figura 10. Fragmentos de DNA observados no  Figura 11. Fragmentos de DNA observados no
ge| de agarose apés a digestéo para o QE| de poliacrilamida apés a digestéo para o
polimorfismo CYP2C19*2. A letra M indica o  polimorfismo  CYP2C19*17. A letra M
marcador molecular utilizado. Homozigotos representa o marcador molecular utilizado.
selvagens (GG) detetados no tamanho 110 — Homozigoto selvagem (CC) detetado no
113pb; Heterozigotos (AG) observados nos tamanho 116-27pb. Heterozigotos (TC)
tamanhos 110-113 e 223pb e Homozigotos Observado nos tamanhos 116-27 e 143pb.

mutados (AA) detetados no tamanho 223 pb. Homozigoto mutado (TT) detetado no tamanho
143pb.

3.3- Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através dos programas SPSS, versao
21.0 (Statistical Package for Social Sciences) e GraphPad Prism versdo 5.0 (San
Diego, CA, USA). Um intervalo de confianca (IC) de 95% foi estabelecido na
determinacdo das frequéncias genotipicas, alélicas e fenotipicas. Foi usado o teste
exato de Fisher na comparacéao da distribuicdo das frequéncias entre 0s grupos e na
distribuicdo do sexo com a refratariedade. Analise de variancia (ANOVA em inglés) de
duas vias foi utilizada para analisar a relacdo dos gendétipos e fenotipos com a
refratariedade, a média da dose diaria de CLZ entre os fenétipos, a média da dose
diaria de CLZ, gravidade sintomatoldgica (BPRS), tempo médio de uso de CLZ, indice
de massa corporal (IMCs) e a idade com a refratariedade de resposta ao tratamento.

A significancia estatistica foi fixada em valor de P<0,05.
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4.1- Dados clinicos e sociodemogréaficos dos pacientes em estudo

Dos 69 pacientes esquizofrénicos classificados de acordo com o Manual

Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais — quarta edicdo (DSM IV — TR em

inglés) incluidos no presente estudo, 34 eram portadores de esquizofrenia refrataria

(ER), ou seja, ndo respondiam a outros antipsicéticos, porém respondem ao

tratamento a clozapina em monoterapia e 35 portadores de esquizofrenia super-

refrataria (ESR), ou seja, ndo respondem a clozapina em politerapia. Demais dados

sobre esses pacientes estéo indicados na Tabela 6.

Tabela 6. Dados clinicos e sociodemograficos dos pacientes em estudo

Dados clinicos e sociodemogréaficos dos pacientes

ER/ESR

IMC inicial (Kg/m?) M+EP
IMC final (Kg/m?) M+EP
Idade (M £EP)

Sexo (M/F)

34/35
26+0,5
27+0,6
39+1,0
47122

Os dados estdo apresentados em numero absoluto para os parametros esquizofrenia
refrataria (ER), esquizofrenia super-refrataria (ESR) e Sexo e em médiaterro padréo da
média (M+EP) para os parametros Indice de Massa Corporal (IMCs) e a idade.
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4.2- Frequéncias do grupo dos pacientes esquizofrénicos e o Controle

Uma distribuicéo significativamente diferente foi observada na distribuicdo dos
genotipos CYP2C19*1/*1 e CYP2C19*1/*17 (P=0,0053 e P=0,0005, respectivamente)
sendo o homozigoto selvagem CYP2C19*1/*1 significativamente maior no grupo
controle enquanto o heterozigoto CYP2C19*1/*17 maior no grupo dos pacientes
esquizofrénicos. Nenhum homozigoto mutado (CYP2C19*2/*2 e CYP2C19*17/*17) foi
observado no grupo dos pacientes esquizofrénicos. O alelo polimérfico CYP2C19*17
foi maior no grupo dos pacientes esquizofrénicos (P=0,0193). Verificou-se uma maior
distribuicdo do fenétipo ME no grupo controle (P=0,0053) enquanto MU foi maior no
grupo dos pacientes esquizofrénicos sendo P=0,0038. Nenhum individuo portador do
ML foi detectado no grupo dos pacientes esquizofrénicos, porém no grupo controle
2,9% dos individuos eram portadores deste fenétipo.

Tabela 7. Frequéncias do grupo dos Pacientes esquizofrénicos e o Controle

Pacientes (69) Controle (137)
Genaotipos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
CYP2C19*1/*1 24 (34,8) 25,8-46,4 76 (55,5) 47,1 -63,5 0,0053
CYP2C19*1/*2 8 (11,6) 58-21,7 16 (11,7) 58-175 1,0000
CYP2C19*1/*17 31 (44,9) 33,3-54,2 28 (20,4) 13,5-27,0 0,0005
CYP2C19*2/*17 6 (8,7) 1,2-15,9 8 (5,8) 1,8-10,9 0,5584
CYP2C19*2/*2 -- -- 4 (2,9) 0,7-5,8
CYP2C19*17/*17 - - 5 (3,6) 0,7-6,9

Pacientes Controle
Alelos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
CYP2C19*1 87 (63,0) 543-72,8 196 (71,5) 66,1 — 77,7 0,0914
CYP2C19*2 14 (10,1) 51-15,2 32 (11,7) 8,4-153 0,7412
CYP2C19*17 37 (26,8) 18,8 -34,1 46 (16,8) 12,4-215 0,0193

Pacientes Controle
Fenotipos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
ME 24 (34,8) 20,3-484 76 (55,5) 48,1 - 62,0 0,0053
Ml 14 (20,3) 8,7-31,0 24 (17,5) 11,7-24,1 0,7041
MU 31(44,9) 30,1 -62,6 33 (24,1) 171-314 0,0038
ML - - 4 (2,9) 0,7-6,6

IC — Intervalo de Confianga; ME- metabolismo extensivo (portadores do genétipo CYP2C19*1/*1); MI-
metabolismo intermediario (portadores dos genétipos CYP2C19*1/*2 e CYP2C19*2/*17); MU-
metabolismo  ultra-rapido (portadores dos genoétipos CYP2C19*1/*17 e CYP2C19*17/*17) e ML-
metabolismo lento (portadores do genétipo CYP2C19*2/*2). Foi utilizado o teste exacto de Fisher para
a comparacao entre os grupos. Diferencas estatisticamente significativas observadas para valores de
P<0,05.
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4.3- Relagédo de frequéncias entre o grupo dos pacientes com ER e ESR

A distribuicdo das frequéncias entre os pacientes com ER e ESR esta descrita
na Tabela 8. Foi observada uma distribuicdo significativamente maior do genétipo
heterozigoto CYP2C19*1/*2 no grupo dos pacientes com ER (P=0,0275). No entanto,
0s gendtipos homozigoto selvagem CYP2C19*1/*1; heterozigotos CYP2C19*1/*17 e
CYP2C19*2/*17 nao foram diferentemente distribuidos entre os grupos (P=0,6183;
P=0,0534 e P=1,000, respectivamente). Os alelos selvagem CYP2C19*1 e os
polimoérficos CYP2C19*2 e CYP2C19*17 ndo foram diferentemente distribuidos entre
0s grupos sendo P=0,7267; P=0,0961 e P=0,1256, respectivamente. Também o0s
fenétipos ME, Ml e MU néo foram diferentemente distribuidos entre os grupos sendo
P=0,6183, P=0,0784 e P=0,0534, respectivamente.

Tabela 8. Frequéncias entre os pacientes com ER e ESR

ER (34) ESR (35)
Genaotipos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
CYP2C19*1/*1 13 (38,2) 23,5-56,5 11 (31,4) 14,3-54,9 0,6183
CYP2C19*1/*2 7 (20,6) 53-353 1(2,9) 0,0-12,0 0,0275
CYP2C19*1/*17 11 (32,4) 20,0 -47,7 20 (57,1) 33,1-76,0 0,0534
CYP2C19*2/*17 3(8.,8) 0,0- 20,6 3(8,6) 0,0 -20,0 1,000
ER ESR
Alelos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
CYP2C19*1 44 (64,7) 54,4 -76,5 43 (61,4) 48,6 — 74,3 0,7267
CYP2C19*2 10 (14,7) 6,6 — 23,5 4 (5,7) 1,4-12,1 0,0961
CYP2C19*17 14 (20,6) 10,3-29,4 23 (32,9) 18,6 — 45,0 0,1256
ER ESR
Fenotipos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
ME 13 (38,2) 22,9 -60,0 11 (31,4) 17,1 - 45,7 0,6183
Ml 10 (29,4) 141 -44,1 4 (11,4) 2,9-234 0,0784
MU 11(32,4) 171-47,1 20 (57,1) 38,3-72,0 0,0534
ML -- -- —-

IC — Intervalo de Confiangca; ME- metabolismo extensivo; MI- metabolismo intermediario; MU-
metabolismo ultra-rapido e ML- metabolismo lento. Foi utilizado o teste exacto de Fisher para a
comparacgao entre os grupos. Diferengas estatisticamente significativas observadas para valores de
P<0,05.



4.4- Relacédo de frequéncias dos pacientes com ER e o grupo Controle

Na tabela 9, estéo descritos os resultados referentes a distribuicdo comparativa
das frequéncias dos dois polimorfismos entre 0s pacientes com a esquizofrenia
refrataria e o grupo controle. Nenhum homozigoto mutado foi observado no grupo dos
pacientes com ER enquanto no grupo controle 2,9% e 3,6% dos individuos eram
homozigotos mutados para CYP2C19*2/*2 e CYP2C19*17/*17, respectivamente. No

entanto, pode se observar que os dois polimorfismos ndo se distribuem de forma

diferentes entre 0s grupos.

Tabela 9. Frequéncias dos pacientes com ER e o grupo Controle

ER (34) Controle (137)

Genotipos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
CYP2C19*1/*1 13 (38,2) 23,5-56,5 76 (55,5) 47,1-63,5 | 0,0855
CYP2C19*1/*2 7 (20,6) 53-35,3 16 (11,7) 58-17,5 0,1720
CYP2C19*1/*17 11 (32,4) 20,0 - 47,7 28 (20,4) 135-27,0 | 0,1704
CYP2C19*2/*17 3(8,8) 0,0- 20,6 8 (5,8) 1,8-10,9 0,4588
CYP2C19*2/*2 -- -- 4 (2,9) 0,7-5,8 --
CYP2C19*17/*17 - - 5 (3,6) 0,7-6,9 -

ER Controle
Alelos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
CYP2C19*1 44 (64,7) 54,4 - 76,5 196 (71,5) 66,1 —-77,7 | 0,3006
CYP2C19*2 10 (14,7) 6,6 — 23,5 32 (11,7) 8,4-15.3 0,5359
CYP2C19*17 14 (20,6) 10,3-29,4 46 (16,8) 12,4-215 | 0,4777

ER Controle
Fendtipos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
ME 13 (38,2) 22,9 -60,0 76 (55,5) 48,1 -62,0 | 0,0855
MI 10 (29,4) | 141-44.1 24(17,5) | 11,7-24,1 | 0,1491
MU 11(32,4) 17,1-47,1 33 (24,1) 17,1-31,4 0,3811
ML -- -- 4 (2,9) 0,7-6,6

IC — Intervalo de Confiangca; ME- metabolismo extensivo; MI- metabolismo intermediario; MU-

metabolismo

comparacao entre os grupos. Nenhuma Diferenca estatisticamente significativa foi observada (P>0,05).

ultra-rédpido e ML- metabolismo lento. Foi utilizado o teste exacto de Fisher para a
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4.5- Relagéo de frequéncias dos pacientes com ESR e o grupo Controle

Os resultados relativos a distribuicdo comparativa das frequéncias entre os
pacientes com esquizofrenia super-refrataria e o grupo controle estdo indicados na
Tabela 10. Pode se notar que o genétipo homozigoto selvagem CYP2C19*1/*1 foi
e 0 heterozigoto CYP2C19*1/*17 foi
significativamente maior nos pacientes com ESR sendo P<0,0001. Os alelos
CYP2C19*1 e CYP2C19*2 foram similarmente distribuidos,
CYP2C19*17 foi maior no grupo dos pacientes com ESR (P=0,0043). Os fenétipos

maior no grupo controle (P=0,0137)

porém o alelo

ME e MU foram diferentemente distribuidos, sendo ME maior no grupo controle e MU

maior no grupo dos pacientes com ESR (P=0,0137 e P=0,0004, respectivamente).

Tabela 10. Frequéncias dos pacientes com ESR e o grupo Controle

ESR (34) Controle (137)
Genaotipos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
CYP2C19*1/*1 11 (31,4) 14,3-54,9 76 (55,5) | 47,1-63,5 | 0,0137
CYP2C19*1/*2 1(2,9) 0,0-12,0 16 (11,7) 58-17,5 0,2011
CYP2C19*1/*17 20 (57,1) 33,1-76,0 28 (20,4) | 13,5-27,0 | <0,0001
CYP2C19*2/*17 3(8,6) 0,0-20,0 8 (5,8) 1,8-10,9 0,6974
CYP2C19*2/*2 -- -- 4(2,9) 0,7-5,8 --
CYP2C19*17/*17 - - 5 (3,6) 0,7-6,9 -

ESR Controle
Alelos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
CYP2C19*1 43 (61,4) 48,6 — 74,3 196 (71,5) |66,1-77,7 |0,1108
CYP2C19*2 4 (5,7) 1,4-121 32(11,7) |[84-153 |0,1899
CYP2C19*17 23(32,9) |18,6—-45,0 46 (16,8) 12,4-21,5 |0,0043

ESR Controle
Fenotipos n (%) IC: 95% n (%) IC: 95% P - valor
ME 11 (31,4) | 171-457 | 76(555) | 48,1-62,0 | 0,0137
MI 4 (11,4) 2,9-234 24 (17,5) | 11,7-24,1 | 0,4535
MU 20 (57,1) 38,3-72,0 33(24,1) | 17,1-31,4 | 0,0004
ML -- -- 4 (2,9) 0,7-6,6

IC — Intervalo de Confiangca; ME- metabolismo extensivo; MI- metabolismo intermediario; MU-
metabolismo ultra-rapido e ML- metabolismo lento. Foi utilizado o teste exacto de Fisher para a
comparacgao entre os grupos. Diferengas estatisticamente significativas observadas para valores de

P<0,05.
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4.6- Relacédo dos gendtipos e fen6tipos com a refratariedade

A relacdo dos genotipos e fenétipos observados incluindo a média da dose
diaria de clozapina com a refratariedade esta indicada na Tabela 11. Verificou-se que
0s genotipos heterozigotos CYP2C19*1/*17 e CYP2C19*2/*17 estdo associados a
super-refratariedade de resposta. Os pacientes portadores destes genoétipos do grupo
com ESR obtiveram uma resposta terapéutica menos eficientes mesmo tendo
recebidos médias de dose de CLZ significativamente maiores em combinacdo com
outros farmacos quando comparados aos pacientes do grupo com ER que em doses
significativamente menores de CLZ em monoterapia conseguiram desencadear boa
resposta terapéutica (P<0,001 e P<0,05, respectivamente). O fen6tipo MU também
esta associado a super-refratariedade tendo os pacientes portadores deste fenétipo
no grupo com ESR desencadeados uma resposta terapéutica menos eficiente mesmo
recebendo uma média da dose diaria de CLZ significativamente maior combinado
com outros farmacos em comparacao aos pacientes do grupo com ER (P<0,001).
Nenhum individuo portador do fenétipo ML foi observado entre os grupos.

Tabela 11. Relacdo dos gendtipos e fenotipos com a refratariedade

ER ESR

Gendtipos M+(EP; N) M+(EP; N) P-Valor
CYP2C19*1/*1 569,2 (28,9; 13) 600 (21,9; 11) > 0,05
CYP2C19*1/*2 457,1(35,5; 7) 500 (0,0; 1) >0,05
CYP2C19*1/*17 477,3 (29,4; 11) 610 (19,0; 20) <0,001
CYP2C19*2/*17 333,3(25,7; 3) 533,3 (51,3; 3) <0,05
Fendtipos Dose (EP) Dose (EP) P-valor
ME 569,2 (28,9; 13) 600 (21,9; 11) > 0,05
Ml 420 (27,8; 10) 525 (37,5; 4) > 0,05
MU 477,3(29,4; 11) 610 (19,0; 20) <0,001
ML

Os dados estao apresentados em média da dose diaria de clozapina * (erro padrdo da média;
nimero de pacientes) M+(EP; N). Foi utilizado o teste estatistico ANOVA de duas Vias na
comparacao entre os grupos.  Diferencas estisticamente significativas observadas (P<0,001
e P<0,05, respectivamente). ME — metabolismo extensivo; MI- metabolismo intermediario; MU-
metabolismo ultra-rapido; ML — metabolismo lento. ER- esquizofrenia refrataria; ESR-
esquizofrenia super-refratéria
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4.7- Média da dose diaria de clozapina entre os fendtipos

Na Tabela 12 estdo descritos os resultados referentes a média diaria de
clozapina entre os fenétipos. Verificou-se que a média da dose diaria de clozapina
entre os individuos com ME foi significativamente maior que os com Ml e MU no grupo
dos pacientes com ER sendo P < 0,001 e P < 0,05, respectivamente. No entanto, a
média da dose diaria de clozapina entre os individuos portadores dos fenétipos Ml e
MU néo foram significativamente diferentes nos pacientes com ER (P>0,05). Nao se
observou nenhuma diferenca na distribuicdo da média da dose diaria de clozapina

entre os fen6tipos nos pacientes com ESR (P>0,05).

Tabela 12. Média da dose diaria de clozapina entre os fenétipos

ME MI
Mz(EP; N) Mz(EP; N) P-valor
ER 569,2 (28,9; 13) | 420 (27,8; 10) < 0,001
ESR 600 (21,9; 11) 525 (37,5; 4) > 0,05
ME MU P-valor
ER 569,2 (28,9; 13) | 477,3 (29,4; 11) < 0,05
ESR 600 (21,9; 11) 610 (19,0; 20) > 0,05
Ml MU P-valor
ER 420 (27,8; 10) | 477,3 (29,4; 11) > 0,05
ESR 525 (37,5; 4) 610 (19,0; 20) > 0,05

Os dados estéo apresentados em média da dose diaria de clozapina + (erro padréo da média;
nimero de pacientes) (M+EP; N). Foi utilizado o teste estatistico ANOVA de duas Vias na
comparagao entre os grupos. Diferengas estisticamente significativas observadas (P<0,001 e
P<0,05, respectivamente). ME — metabolismo extensivo; MI- metabolismo intermediario; MU-
metabolismo ultra-rapido. ER- esquizofrenia refrataria; ESR- esquizofrenia super-refrataria
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4.8- Dados clinicos e sociodemogréaficos com a refratariedade

Uma associacdo a super-refratariedade de resposta foi observada na
distribuicdo da média da dose diaria de clozapina sendo neste caso significativamente
maior no grupo dos pacientes com ESR em comparacgéo aos pacientes do grupo com
ER (P<0,001). A gravidade sintomatologica mediante escala BPRS esta também
associada a super-refratariedade de resposta sendo significativamente maior no grupo
dos pacientes com ESR tanto antes como apds a medicacgdo a clozapina (P<0,001).
Verificou-se também uma associagdo dos individuos do sexo feminino a super-
refratariedade de resposta tendo uma maior distribuicdo no grupo dos pacientes com
ESR (P=0,0194). Nehuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre
0S grupos para os parametros tempo de uso de clozapina, IMCs e a idade (P>0,05).

Tabela 13. Dados clinicos e sociodemograficos com a refratariedade

ER ESR P-valor

Dose CLZ, mg/dia (EP) 495,6 (20,0) 597,1 (13,2) < 0,001
BPRS (inicial) (EP) 42,6 (2,2) 63,6 (2,1) < 0,001
BPRS (final) (EP) 30,4 (1,9) 48,6 (1,6) <0,001
Tempo de uso clz, anos (EP) 2,8(0,3) 3,0(0,3) > 0,05
IMCinicial (kg/m?) (EP) 26 (0,7) 26 (0,9) > 0,05
IMCiina (kg/m?) (EP) 27 (0,7) 28 (0,9) > 0,05
Idade (anos) (EP) 40 (1,4) 39 (1,3) > 0,05
Sexo Masc. N 28 19 0,0194
Fem. N 6 16 0,0194

Os dados estédo apresentados em médiaterro padrdo da média (M+EP) para os parametros Dose,
BPRS, Tempo de uso de clozapina, Indice de Massa Corporal (IMC) e a idade; e em ndimero absoluto
para o Sexo. Foi utiizado ANOVA de duas vias na comparagdo entre os grupos. Porém, para o
parametro sexo foi utilizado o teste exacto de Fisher. Significancia estatisticas observadas para valores
de P<0,001 e P=0,0194, respectivamente.
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5- Discussao

No presente trabalho, procurou-se analisar possiveis influéncias dos
polimorfismos CYP2C19*2 e CYP2C19*17 na resposta ao tratamento a clozapina nos
pacientes diagnosticados com ER e ESR, bem como, avaliar as possiveis associacdes
dos parametros como a gravidade sintomatolégica (BPRS), o tempo de uso de CLZ,
IMCs, a idade e 0 sexo com a refratariedade de resposta a clozapina. Para isso, 0
estudo incluiu 69 pacientes esquizofrénicos, sendo 34 com ER e 35 com ESR, 47 do
sexo masculino e 22 do sexo feminino, cuja média da idade + erro padrdo (M £EP) foi
de 39£1,0 anos. Incluiu-se também 137 individuos saudaveis nascidos e residentes
na cidade de goiania utilizados como grupo controle.

Os resultados relativos as frequéncias demostraram uma distribuicdo
significativamente maior do polimorfismo CYP2C19*17 no grupo dos pacientes
esquizofrénicos (ER+ESR) em comparacao ao grupo controle, abrindo a possibilidade
de uma possivel associacdo desse polimorfismo ao estado do individuo, ou seja, a
doenca. Embora, o foco principal do presente estudo esteja voltado a influéncia dos
polimorfismos a resposta ao tratamento, ndo se descarta também a possibilidade da
existéncia de genes contendo polimorfismos que predisponham a doenca, pois isto
constitui mais uma linha de investigacao no campo da farmacogenética como referido
por Mukherjee e colaboradores [25].

Verificou-se que tanto no grupo dos pacientes esquizofrénicos, como no grupo
controle havia uma presenca substancial do polimorfismo CYP2C19*17. Esses
resultados mostram evidéncias que corroboram a outros estudos feitos na populacéo
geral brasileira por Santos e colaboradores [44]. Estudos em diferentes populacdes
mundiais reportam também a presenca notavel deste polimorfismo, sendo de 21,1%
e 25,5% em mulheres aleméas diagnosticadas com cancer de mama e mulheres
saudaveis, respectivamente [58] e 22% no grupo dos pacientes noruegueses com
desordem psiquiatrica tratados com escitalopram [59].

Embora em menor escala e néo diferentemente distribuidos entre os pacientes
esquizofrénicos e controle, detectou se também a presenca do polimorfismo
CYP2C19*2 indo ao encontro de estudos anteriores das regides do Norte-Nordeste e
Sul-Sudeste Brasileira, conforme dados da Rede Nacional de Farmacogenética
(REFARGEN) (www.refargen.org.br) [60], bem como, na populagéo geral [44].
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A distribuicdo das frequéncias dos dois polimorfismos entre o grupo dos
pacientes com ER e o grupo controle demostrou ndo haver nehuma diferenca
estatisticamente significativas entre os grupos, minimizando a hip6tese da possivel
associacdo desses polimorfismos a doenca. No entanto, quando comparado esta
distribuicdo entre o grupo dos pacientes com ESR e 0 grupo controle, observou-se
gue o polimorfismo CYP2C19*17 foi signifcativamente maior no grupo dos pacientes
com ESR, sinalizando a possibilidade da predisposicdo de genes contendo este
polimorfismo ao estado dos pacientes diagnosticados com esquizofrenia super-
refrataria.

Na comparacao das frequéncias dos dois polimorfismos entre 0s pacientes com
ER e ESR, observou —se uma distribuicdo significativamente maior do polimorfismo
CYP2C19*2 em heterozigose (CYP2C19*1/*2) no grupo dos pacientes com ER,
sinalizando deste modo a associacdo deste polimorfismo a boa resposta a clozapina
neste grupo de pacientes. Tendo em conta que os individuos portadores deste
gendtipo (CYP2C19*1/*2) e do gendtipo CYP2C19*2/*17 foram classificados como
metabolizadores intermediarios MI, procedeu-se entdo a compara¢do da média da
dose diaria de clozapina recebida por esses individuos com a administrada aos
individuos metabolizadores extensivos ME dentro do grupo dos pacientes com ER e
ESR. Os resultados mostraram que os individuos MI receberam uma média da dose
diéria de clozapina (420mg/dia) significativamente menor que a dos ME (569,2mg/dia),
0 que justifica a boa resposta a clozapina neste grupo de individuos. Estudos
anteriores tém dado indicacbes para administracdo de dose menores de
medicamentos para individuos Ml em comparacdo a aplicada nos ME para que a
eficacia terapéutica seja alcancada [36].

A relacdo dos gendtipos dos pacientes com a refratariedade, demostrou uma
associacao dos genotipos CYP2C19*1/*17 e CYP2C19*2/*17 & uma maior dose de
clozapina nos pacientes com ESR, sinalizando deste modo, a associagdo do
polimorfismo CYP2C19*17 em heterozigose a super-refratariedade de resposta, uma
vez que esses grupos de pacientes tiveram respostas menos eficientes mesmo tendo
recebidos doses significativamente maiores de clozapina em combinacdo com outros
farmacos quando comparados ao grupo dos pacientes com ER que em doses
significativamente menores de clozapina em monoterrapia conseguiram desencadear
boa resposta terapéutica. Também o fenétipo MU esta associado a uma maior de dose
de clozapina no grupo dos pacientes com ESR, tendo este grupo desencadeado
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resposta terapéutica menos eficiente mesmo com doses significativamente maiores
de CLZ em politerapia. Este achado sinaliza a associagdo do polimorfismo
CYP2C19*17 em heterozigose (CYP2C19*1/*17) a super-refratariedade de resposta
a CLZ, corroborando estudos anteriores que tém reportados implicacdes clinicas
deste polimorfismo a falhas terapéuticas a varios medicamentos.

Hunfeld e colaboradores reportaram a associacdo deste polimorfismo a falha
terapéutica a doses aprovadas de inibidores de bomba de protons entre os
caucasianos [61]. Outro estudo reportou a associacdo deste polimorfismo a falha
terapéutica a voriconazol num caucasiano de 48 anos de idade diagnosticado com
uma infeccdo pulmonar grave causada por Aspergillus fumigatus [62]. Pedersen e
colaboradores reportaram a associacdo deste polimorfismo ao aumento da inibicéo
de segregacdo de plaquetas sanguineas mediada por clopidogrel entre sujeitos
dinamarqueses [63].

O presente estudo observou também uma associacao da média da dose diaria
de CLZ com a super-refratariedade de resposta tendo os individuos diagnosticados
com ESR recebidos doses significativamente maiores do que os com ER, o0 que
sinaliza ser o grupo com resposta terapéutica menos eficiente. Estudo sobre a
farmacoterapia de tratamento de esquizofrenia refrataria, sob uma perspectiva clinica
reportou a necessidade de uma maior dose de clozapina aos super-refratarios por
serem pacientes mais resistentes ao tratamento [64].

A relacao entre a gravidade sintomatolégica mediante a escala BPRS com a
refratariedade, demostrou também uma associacdo da gravidade sintomatolégica
com a super-refratariedade onde os individuos com ESR apresentaram uma maior
gravidade sintomatoldgica tanto antes como apds a medica¢do a CLZ. Este achado
mostra evidéncias similares a estudos anteriores que reportaram os individuos com
ESR como sendo mais graves e resistentes ao tratamento, precisando de outras
estratégias de tratamentos que inclui a combinacdo de CLZ com farmacos de outras
classes, como o litio, acido valproico, benzodiazepinicos, inibidores de recaptacéo de
serotonina (IRS), ou com anticonvulsivantes como a lamotrigina e o topiramato. A
terapia eletroconvulsiva (ECT) e a estimulagdo magnética transcraniana repetitiva sao
terapias do tipo fisico que também séo indicadas no tratamento deste grupo de
pacientes [65, 66].

Uma maior distribuicdo de individuos do sexo feminino foi observada no grupo

dos pacientes com ESR. Contrariamente, observou-se maior niumero de individuos do
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sexo masculino no grupo dos pacientes com ER. Resultados similares foram
reportados em estudos anteriores, nos quais uma maior resisténcia foi observada em
pacientes do sexo feminino em comparacao aos do sexo masculino [52, 67]. Estudo
conduzido por Nielsen e colaboradores reportaram associacao dos pacientes do sexo
feminino a uma menor resposta a CLZ e distribuidos na sua maioria no grupo dos
pacientes com ESR [56].

Nenhuma associac¢éo foi observada em relacdo aos parametros IMCs, a idade
e 0 tempo médio de uso da CLZ com a super-refratariedade de resposta ao
tratamento. Os pacientes com ER estiveram em tratamento monoterapéutico a CLZ e
0s pacientes com ESR receberam um tratamento politerapéutico, resultante da
combinacao de CLZ com risperidona na sua maioria.

A combinacdo farmacologica é uma estratégia muito utilizada, sobretudo, em
casos de ESR, porém os resultados nao tém sido muito promissores em termos de
eficacia terapéutica [68]. Uma meta-analise de 14 estudos randomizados, duplo-
cegos, placebo-controlados de combinacao de clozapina com ASGs demonstraram
uma superioridade do tratamento combinado apenas em comparacéao ao placebo [69].
Outra meta-andlise incluindo varios compostos combinados com CLZ, encontrou um
efeito positivo apenas para a sulpirida, mas nao para amisulprida, aripiprazol,
risperidona e haloperidol [66].

A combinacdo de CLZ com risperidona continua sendo a mais pesquisada
apesar dos resultados negativos ja reportados uma vez que esses antipsicoticos
apresentam afinidades diferentes para alguns receptores presentes no sistema
nervoso central. A CLZ apresenta uma propriedade antidopaminérgica mais baixa do
qgue a risperidona, sobretudo para receptores da familia D2 da dopamina que
constituem pricipais alvos dos mesmos. Os efeitos colaterais e metabdlicos e de
muitas causas que poderiam estar na base da interrup¢ao de tratamento aumentam
significativamente com a administracdo combinada de antipsicéticos [68], embora
alguns estudos tém mostrado a superioridade de terapia de combinacéo
farmacolégica em relagdo & monoterapia [70].
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6- Concluséo

De um modo geral, o presente estudo observou a presenca dos dois
polimorfismos nos grupos estudados tendo o polimorfismo CYP2C19*17 uma maior
distribuicdo no grupo dos pacientes em comparacao ao grupo controle. A maioria dos
pacientes com ER eram portadores do polimorfismo CYP2C19*2 em heterozigose e
portadores do fenétipo MI o que sinaliza a associacdo deste polimorfismo a boa
resposta neste grupo. Os individuos portadores do polimorfismo CYP2C19*17 em
heterozigose e através do seu fendtipo correspondente MU estdo associados a
maiores doses de CLZ e resposta terapéutica menos eficientes no grupo dos
pacientes com ESR. Os parametros como a média da dose diaria de CLZ, a gravidade
sintomatoldgica mediante escala BPRS e individuos do sexo feminino estdo também
associados a super-refratariedade de resposta ao tratamento tendo maiores
distribuicbes no grupo dos pacientes com esquizofrenia super-refrataria. Todavia,
parametros como o tempo médio do uso de CLZ, IMCs e a idade néo estdo
associados a super-refratariedade de resposta ao tratamento no presente estudo.
Outras estratégias de tratamento devem ser consideradas para 0s pacientes super-
refratarios, sobretudo os portadores do polimorfismo CYP2C19*17, porém o
polimorfismo CYP2C19*2 em heterozigose pode ser benéfico na resposta ao
tratamento & CLZ em doses significativamente menores que a convencionalmente
aplicadas. Futuros estudos com amostras mais alargadas seriam relevantes para dar

uma maior consisténcia a esses resultados.
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