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LISTA DE ABREVIATURAS

A1R: Receptor adenosinérgico Al

A2AR: Receptor adenosinérgico A2A;

ADO: Adenosina,;

AMP: adenosina monofosfato;

AMPA: Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico;

ATP: Adenosina trifosfato;

CREB: cAMP-response-element-binding protein;

D1R: Receptor dopaminérgico D1;

D2R: Receptor dopaminérgico D2;

DARPP-32: Fosfoproteina de massa molecular relativa de 32,000 regulada por dopamina
e AMP ciclico;

df: graus de liberdade (degree of freedom);

DNA: Acido desoxirribonucléico;

dNTP: desoxirribonucleosideo trifosfato;

DP: Desvio padréo;

DSM IV: Manual diagndstico e estatistico de doencas mentais, 4° edicéo;
ECT: Eletroconvulsoterapia;

EEG: Eletroencefalograma;

GABA: Acido gama-aminobutirico;

HGPRT: Hipoxantina guanina fosforribosiltransferase;

INO: Inosina;



mGLU: receptor glutamatérgico metabotrépico;

MK-801: Dizocilpina;

PCR-RFLP: Polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo de produtos gerados
pela reagdo em cadeia da polimerase;

PET: Tomografia por emissdo de pésitrons;

PPI: Inibicdo pré-pulso;

NMDA: N-metil-D-aspartato;

NTPDases: Nucleosideos trifosfato difosfohidrolases;

RNAm: Acido ribonucléico mensageiro;

SCID I: Entrevista clinica estruturada para 0 DSM IV - transtornos do eixo I;
SHMT: Serina hidroximetil transferase;

Tins: Insercdo de base “T”;

TMS: Estimulacdo eletromagnética transcraniana;



RESUMO

A esquizofrenia é uma doenca psiquidtrica grave que afeta aproximadamente 1%
da populagdo mundial em que fatores genéticos exercem importante papel na
etiopatogenia. Nosso grupo sugeriu a participagdo do sistema adenosinérgico na
fisiopatologia desta doenca. Neste estudo genético de associagdo, uma amostra de 88
pacientes com esquizofrenia foi comparada a um grupo de 100 controles sem histérico
pessoal e familiar de doenca psiquidtrica, em relacdo aos polimorfismos 2592C>Tins e
263C>T do gene que codifica o receptor A2A de adenosina. O grupo total de pacientes
foi dividido nos seguintes subgrupos: pacientes com predominio de sintomas positivos,
pacientes com sintomas negativos, pacientes com sintomas desorganizados, pacientes
com sintomas negativos e desorganizados e pacientes com manifestacdes mais e menos
graves da doenca, conforme pardmetro farmacoldgico. Os grupos de pacientes foram
comparados entre si e ao grupo controle em relacéo aos polimorfismos em estudo. Nossos
resultados indicam uma associacdo do gendtipo 2592C/C com a doenca, em que
variacdes geneticamente determinadas do nivel de expressdo dos receptores A2A de
adenosina desempenhariam papel no seu desenvolvimento. Particularmente, a
sintomatologia negativa e desorganizada, relacionada a proposta da esquizotaxia, esteve
associada ao gendtipo 2592C/C. Nosso estudo reforca as evidéncias da participacdo do
sistema adenosinérgico na fisiopatologia da esquizofrenia, mais marcadamente na

esquizotaxia, fornecendo evidéncias genéticas preliminares para esta teoria.



ABSTRACT

Schizophrenia is a severe psychiatric disorder that affects approximately 1% of
the world’s population in which genetic factors exert an important role in the
etiopathogeny. Our group suggested the participation of adenosinergic system in the
pathophisiology of this illness. In this genetic study of association, a sample of 88
patients with schizophrenia was compared to a group of 100 controls without personal
and familiar history of psychiatric disorders, in relation to 2592C>Tins and 263C>T
polymorphisms of the adenosine A2A receptor gene. The whole group of patients was
divided in the following sub-groups: patients predominantly with positive symptoms,
patients with negative symptoms, patients with disorganized symptoms, patients with
negative and disorganized symptoms and patients with more and less serious
manifestations of the disorder, according to a pharmacological parameter. Patients were
compared among themselves according to the above characteristics and to the controls in
relation to the studied polymorphisms. Our results indicate an association of the 2592C/C
genotype with the disorder, in which genetically determined variations of the level of
adenosine A2A receptors expression would play a role in its development. Particularly
the negative and the disorganized symptoms, related with the proposal of schizotaxia,
were associated with the 2592C/C genotype. Our study strengthens the evidence for
adenosinergic system participation in the pathophysiology of schizophrenia, with more

distinction in schizotaxia, supplying preliminary genetic support to this theory.



INTRODUCAO

I - Epidemiologia, manifestacao clinica e progndstico da esquizofrenia:

A esquizofrenia é uma doenca neuropsiquidtrica grave que atinge
aproximadamente 1% da populagdo mundial [Busnello et al., 1993; Murray & Lopez,
1996]. Apresenta taxas de suicidio 20 vezes maiores e expectativa de vida
aproximadamente 20% menor que a populacdo em geral [Newman & Bland, 1991] e
acarreta um enorme custo social direto (hospitalizagOes, atendimentos, medicagdes) e
indireto (improdutividade, repercussdes familiares), demonstrado pelo fato de no Brasil:
ocupar 30% dos leitos psiquiatricos, ou 100 mil leitos/dia; representar o segundo lugar
das primeiras consultas psiquiatricas ambulatoriais (14%) e o 5° lugar na manutencéo de
auxilio-doenca [Lara & Abreu, 2000]. Nos EUA a esquizofrenia representa um custo
anual de $40 bilhdes de dolares [Carpenter & Buchanan, 1999].

Habitualmente, a esquizofrenia se manifesta durante a adolescéncia ou inicio da
idade adulta (15-35 anos), com um pico de incidéncia mais precoce em homens, primeira
admissdo hospitalar em média aos 25 anos, do que em mulheres, que em média séo
internadas pela primeira vez aos 30 anos. No entanto, naqueles com historia familiar
positiva para transtornos psicoticos em parentes de primeiro grau, a manifestacdo da
esquizofrenia € mais precoce e ndo ha diferenca entre os sexos quanto a idade de inicio
[Albus et al., 1994]. Sintomas comportamentais sutis e progressivos que determinam
dificuldades de adaptacdo familiar, social e ocupacional, acompanhados por uma maior

rigidez afetiva, geralmente precedem o primeiro episodio psicético, embora um inicio
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abrupto, com sintomas psicéticos proeminentes, possa Ocorrer em uma pessoa Sem
alteracOes adaptativas prévias [Carpenter & Buchanan, 1999].

Os sintomas caracteristicos da esquizofrenia podem ser divididos em trés

principais grupos:

- Sintomas positivos: delirios e alucinacdes;

- Sintomas negativos: embotamento afetivo, avoli¢do, anedonia e alogia;

- Sintomas desorganizados: pensamento e fala desorganizados, comportamento
desorganizado ou catatonico e afeto inadequado.

Para se confirmar o diagndstico, os sintomas devem provocar disfungéo
social/ocupacional e persistir por um minimo de 6 meses. Outras doencas psiquiatricas e
clinicas que possam causar sintomatologia semelhante, como transtornos do humor,
epilepsia, tumores cerebrais, etc, e o uso/efeito de substancias (drogas de abuso ou
medicamentos) devem ser excluidos.

Segundo o Manual Diagndstico e Estatistico de Doencas Mentais (DSM-1V),
1994, a esquizofrenia € classificada nos seguintes subtipos conforme a manifestacédo
sintomatica: paranodide, desorganizada, catatdnica, indiferenciada e residual. O curso
longitudinal da doenca € variado, com melhor prognostico entre as mulheres [Watt et al.,
1983].

A instituicdo de um tratamento farmacolégico adequado melhora
significativamente a sintomatologia de aproximadamente 70% dos pacientes [Lara &
Abreu, 2000]. A sintomatologia positiva tem melhora mais marcada, enquanto a negativa

mostra-se mais resistente aos farmacos atualmente disponiveis.
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O prejuizo no ajustamento social serve como bom parametro para se avaliar o
progndstico na esquizofrenia. Entre os portadores, 1/3 apresentam bom funcionamento
social, 1/3 funcionamento intermediério e o ultimo 1/3 desenvolvem incapacita¢éo social
grave [De Jong et al., 1985; Shepherd et al., 1989]. O prejuizo social é progressivo,
iniciando pelos contatos sociais periféricos até atingir as areas internas do funcionamento,
como o cuidado pessoal [De Jong et al., 1985].

O tratamento farmacoldgico disponivel atualmente se restringe a poucos sintomas
e com eficacia moderada, ou seja, mesmo 0s pacientes que respondem ao tratamento
persistem com sintomas residuais que prejudicam consideravelmente seu bem estar e
qualidade de vida, além de frequentemente representarem um peso para a familia. Como
0s modelos classicos para a esquizofrenia parecem ter chegado ao seu limite do ponto de
vista terapéutico, o estudo de novos modelos fisiopatoldgicos deve contribuir para a
compreensdo da doenca e para o desenvolvimento de tratamentos mais eficientes. E
provavel que o conhecimento das alteracBes genéticas relacionadas a esquizofrenia

possam nortear tratamentos mais eficazes em relacdo aos sintomas e ao curso da doenca.

Il — Neuroquimica:

As teorias neuroguimicas para a esquizofrenia baseiam-se em alteracbes em
sistemas de neurotransmissores, estando os principais achados relacionados a dopamina e
ao glutamato.

O sistema dopaminérgico pode estar envolvido na fisiopatologia da
esquizofrenia, pois o blogueio dos receptores D2 de dopamina (D2R) € o mecanismo pelo

qual agem os antipsicéticos. Também a evidéncia de que a exposicdo sustentada a
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anfetamina, a qual aumenta a liberacdo dopaminérgica, pode produzir sintomas psicéticos
[Laruelle & Abi-Dargham, 1999], reforgca esta teoria. Estudos com tomografia por
emissao de pdsitron (PET) demonstraram aumento do turnover de dopamina [Lindstrom
et al., 1999], aumento da liberacdo de dopamina induzida por anfetamina [Laruelle &
Abi-Dargham, 1999], assim como elevada ocupagdo basal dos D2R por dopamina em
pacientes esquizofrénicos. Com isto, torna-se razoavel supor que um estado
hiperdopaminérgico esteja presente em muitos pacientes, ao menos nos periodos de
exacerbacdo sintomatica [Laruelle, 2000]. Entretanto, a dopamina parece ndo responder
pela sindrome completa e pelos sintomas em cerca de 1/3 dos pacientes (baseado em
resposta clinica a antagonistas D2 e em estudos com PET).

O glutamato, principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central
(SNC), atua em receptores ionotropicos (NMDA, AMPA e kainato) e metabotrdpicos
(mGlu) [Olney & Farber, 1995; Krystal et al.,, 2002]. Além de seu papel bem
documentado em varios processos fisiologicos, como aprendizado e memoria, a
hiperativacdo do sistema glutamatérgico provoca excitotoxicidade, que se presume fazer
parte de condi¢cdes neurodegenerativas e isquémicas [Olney & Farber, 1995].
Relacionado a esquizofrenia, antagonistas dos receptores NMDA (fenciclidina,
quetamina e MK-801) sdo capazes de produzir tanto sintomas positivos quanto negativos
e cognitivos da doencga, ao invés de causar apenas sintomas positivos como a anfetamina
[Olney & Farber, 1995; Krystal et al., 2002]. No entanto, os antagonistas NMDA
raramente produzem alucinacdes auditivas e podem causar bradicinesia € um estado
dissociativo distinto da esquizofrenia [Krystal et al., 2002]. Relacionado a tratamento,

Heresco-Levy et al., 1999, encontraram que a associacdo de glicina, que estimula a
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atividade do receptor NMDA, ao tratamento, reduziu os sintomas negativos sem afetar os
positivos. A hipétese de disfuncdo NMDA, como proposta por Olney & Farber, 1995,
ainda oferece uma explicacdo neuroquimica para a idade de inicio da doenga, ja que a
suscetibilidade aos efeitos neurotdxicos dos antagonistas NMDA comega na puberdade,
aumentando gradualmente até a idade adulta, tanto em ratos como em humanos. Por isso,
0 anestésico quetamina induz sintomas tipo esquizofrenia em adultos, mas ndo em
criancas [Olney & Farber, 1995].

Moghaddam et al., 1997, detectaram que antagonistas NMDA também estimulam
a liberacdo de glutamato, o que levaria a uma hiper-estimulacdo de outros subtipos de
receptores deste neurotransmissor. De acordo com isto, 0s antagonistas de receptores
ndo-NMDA inibem a hiperlocomocdo e a neurotoxicidade induzida por antagonistas
NMDA [Hauber & Andersen, 1993; Olney & Farber, 1995], e um agonista de receptor
mGlu (subtipos I1/111), que inibe a liberacdo de glutamato, reverteu os efeitos locomotores
e cognitivos da fenciclidina sem afetar a aumentada liberacdo de dopamina [Moghaddam
& Adams, 1998]. Em humanos, a lamotrigina, que também inibe a liberacdo de
glutamato, atenuou os efeitos neuropsiquiatricos da quetamina em voluntarios normais
[Anand et al., 2000] e a alteracdo do PPI (inibicdo pré-pulso como parametro de filtro
sensorial) em camundongos [Brody et al., 2003]. A lamotrigina também apresentou boa
resposta em esquizofrénicos refratarios a clozapina como tratamento adjunto [Dursun &
Deakin, 2001]. Muitos efeitos dos antagonistas NMDA estdo possivelmente relacionados
ao aumento da liberacdo de glutamato, o que aumentaria a atividade dos receptores nao-
NMDA. Estes achados estdo de acordo com um estudo prévio indicando atividade

glutamatérgica aumentada em esquizofrenia [Deakin et al., 1989]. Entretanto, Adams &
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Moghaddam, 1998, alertaram que o periodo de aumento da locomocéo pela fenciclidina
em ratos era temporalmente dissociado do aumento dos niveis de dopamina e glutamato.

Um déficit inibitério em pacientes com esquizofrenia tem sido demonstrado em
diferentes protocolos, sendo normalmente atribuido a uma atividade GABAGérgica
reduzida. Ha evidéncias sugestivas de um reduzido numero de interneurdnios, de
reduzidos marcadores de atividade GABAGérgica e de uma expressdo aumentada de
receptores GABA-A no cérebro de portadores de esquizofrenia [Benes & Berretta, 2001].
Entretanto, um recente trabalho fracassou em encontrar diferencas significativas de acido
glutdmico descarboxilase 65 e 67 RNAmM positivos no hipocampo de esquizofrénicos
[Heckers et al., 2002].

Baseados na atividade neuromoduladora da adenosina, Lara & Souza, 2000,
desenvolveram hipoOtese sugerindo que muitos aspectos da esquizofrenia seriam
consistentes com um déficit na atividade adenosinérgica e alteragdes no sistema

purinérgico.

111 - Hipédtese da disfuncao adenosinérgica na esquizofrenia:

1) A adenosina e o sistema purinérgico:

O sistema purinérgico compreende dois efetores principais, o neuromodulador
adenosina, atuando nos receptores Al, A2A, A2B e A3, e o nucleotideo ATP, que atua
nos receptores P2X e P2Y [Ralevic & Burnstock, 1998]. No sistema nervoso central
(SNC) humano, os receptores Al (A1R) sdo densa e heterogeneamente expressos, sendo
particularmente abundantes no cértex temporal, frontal, parietal e occipital, no cingulado,

no hipocampo, nos ganglios basais e no tdlamo mediodorsal, e menos concentrados no
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cortex sensorio-motor e insular, no tdlamo lateral, no cerebelo, no mesencéfalo e no
tronco cerebral [Bauer et al., 2003]. Os receptores adenosinérgicos A2A (A2AR) sédo
predominantemente encontrados no estriado, co-localizados com os receptores D2 (D2R)
de dopamina [Ferre, 1997], mas expressdes mais baixas podem ser encontradas em outras
regides cerebrais. Os papéis dos receptores A2B e A3 sdo menos estabelecidos. Esses
podem ser ativados apenas em condi¢fes patoldgicas, quando os niveis de adenosina
aumentam significativamente, pois tém baixa afinidade pela adenosina [Dunwiddie &
Masino, 2001].

Como demonstrado na figura 1, apos o ATP ser liberado na fenda sinaptica pelas
vesiculas pré-sindpticas, ecto-nucleotidases como as ecto-NTPDases e a ecto-5’-
nucleotidase promovem sua hidrélise até adenosina, integrando ambos o sistema
purinérgico [Zimmermann, 1996]. Depois, a adenosina pode ser captada por
transportadores de nucleosideos, unidirecional (concentracdo) ou bidirecionalmente
(equilibrio). Os dltimos também liberam a adenosina quando sua concentracdo
intracelular estd aumentada, como na hipdxia cerebral. O AMP ciclico é outra fonte de
adenosina que pode ser utilizada menos rapidamente que a partir da quebra extracelular
de ATP ou liberacdo de adenosina e pode ser mais relevante como fonte de adenosina no
nicleo acumbens [Dunwiddie & Masino, 2001]. Posteriormente, a adenosina pode ser
metabolizada a inosina, hipoxantina, xantina e finalmente, a acido urico (figura 2), ou
pode ser fosforilada pela adenosina quinase (figura 1), a qual é sua rota preferencial sob
condicdes fisioldgicas [Dunwiddie & Masino, 2001]. Uma vez que os niveis de adenosina

sdo ~10,000 vezes menores que 0s de ATP, um minimo aumento na quebra de ATP pode
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produzir uma producdo e liberacdo massiva de adenosina em comparagao aos seus niveis

fisioldgicos basais [Cunha, 2001].

Figura 1 — Sinapse adenosinérgica

ATP
J NTPDase
ADP
J NTPDase
IMP - AMP
4 5"-nucleotidase
ADENOSINA
HGPRT  adenosina deaminase
INOSINA
J nucleosideo phosphorilase
HIPOXANTINA

J xantina oxidase
XANTINA

J xantina oxidase
ACIDO URICO

Figura 2 — Hidrdlise de ATP a &cido Urico
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O AI1R esta entre os mais abundantes e amplamente expressos receptores
inibitorios ligados a proteina G no cérebro [Rivkees et al., 1995]. Sua ativagdo inibe a
liberacdo de varios neurotransmissores, como glutamato, dopamina, serotonina e
acetilcolina e diminui a atividade neuronal através de hiperpolarizacdo poés-sinéptica
[Dunwiddie & Masino, 2001]. Essa a¢do neuromodulatdria sob condicdes fisioldgicas
pode ser diferenciada do papel da adenosina como um regulador homeostatico da
atividade cerebral em condigdes de estresse ou fisiopatoldgicas [Cunha, 2001], quando a
adenosina formada a partir da quebra intracelular de ATP é liberada para inibir a
atividade neuronal excitotoxica do glutamato. Por esta razdo, a adenosina é considerada
um agente anticonvulsivante e neuroprotetor enddgeno. De acordo com isso, estudos pré-
clinicos demonstram que a administracdo de agonistas ALR exerce acdo
anticonvulsivante, neuroprotetora, ansiolitica, sedativa [Ralevic & Burnstock, 1998;
Dunwiddie & Masino, 2001], antiagressiva [Ushijima et al., 1984] e acdo antipsicético-
like [Kafka & Corbett, 1996; Ferre, 1997; Sills et al., 1999]. Camundongos knockout para
0 A1R apresentam agressividade, ansiedade, instabilidade emocional, aprendizagem
normal, aumentada suscetibilidade a hipoxia na idade adulta e menores taxas de
sobrevivéncia [Johansson et al., 2001; Lang et al., 2003].

Os receptores A2A e D2 sdo co-localizados nos neurbnios GABAErgicos
estriadopalidais e formam complexos heteroméricos funcionais, com acdes opostas
[Ferre, 1997; Hillion et al., 2002]. A ativacdo dos A2AR diminui a afinidade dos D2R
pela dopamina, sem alterar sua afinidade por antagonistas do D2. Ambos os receptores
tém efeitos antagonistas sobre o acumulo de AMPc, regulacdo da DARPP-32,

fosforilacdo do CREB e expressdo de c-fos [Svenningsson & Fredholm, 2003]. Pré-
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clinicamente, os agonistas A2AR exercem efeitos semelhantes aos dos antiposicéticos e
cataléptico, enquanto o0s antagonistas aumentam a locomocdo e tém acdo
antiparkinsoniana [Ferre, 1997]. Camundongos knockout para o A2AR apresentam
agressividade aumentada, ansiedade e hipoalgesia [Ledent et al., 1997], além de
demonstrarem reducdo dos efeitos comportamentais apds a administracdo de anfetamina
e cocaina [Chen et al., 2000].

O efeito potencializador de um agonista A1R sobre a expressdo mediada por
A2AR de c-fos no estriado [Karcz-Kubicha et al., 2003], demonstra a interacdo entre os
receptores Al e A2A de adenosina. Em outras palavras, a ativagdo do AL1R promove a
acdo do A2AR e sua acdo conjunta diminui mais intensamente a expresséo de c-fos no
estriado do que quando agem separadamente. Adicionalmente, um antagonista seletivo de

A2AR inibe o efeito de um agonista A1R, refor¢cando sua interagdo ao menos no estriado.

2) A adenosina e a hipdtese dopaminérgica da esquizofrenia:

A regulacdo da atividade dopaminérgica pela adenosina envolve os receptores Al
e A2A, tanto na pré quanto na pés-sinapse. O A1R pré-sinaptico modula a liberacédo de
dopamina no estriado: antagonistas ALIR aumentam, enquanto agonistas A1R inibem a
liberagdo de dopamina [Okada et al., 1996; Solinas et al., 2002; Quarta et al., 2004].
Especificamente, a ativacdo de AI1R inibe a liberacdo de dopamina induzida por
metanfetamina [Golembiowska & Zylewska, 1998]. Os A2AR sdo co-localizados com 0s
D2R e reduzem sua afinidade por dopamina em ratos e humanos [Ferre, 1997; Diaz-
Cabiale et al., 2001]. Estes mecanismos provavelmente contribuam para: (1) o perfil
semelhante a antipsicotico dos agonistas dos receptores de adenosina [Kafka & Corbett,

1996; Ferre, 1997; Rimondini et al., 1998]; (2) a exacerbacdo induzida pela cafeina dos
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sintomas psicéticos em pacientes com esquizofrenia [Lucas et al., 1990]; (3) a
semelhanca da estimulagdo produzida pela cafeina com a induzida por anfetamina; (4) a
reversdo por antipsicoticos dos efeitos comportamentais induzidos pela cafeina [Ferre,
1997; Powell et al., 2001]. Vale mencionar que a modulagdo do sistema dopaminérgico
pela adenosina é mais pronunciada nas vias mesolimbicas do que nas nigroestriatais
[Stoner et al., 1988; Kafka & Corbett, 1996; Ferre, 1997; Karcz-Kubicha et al., 2003], o
que é coerente com 0s achados em esquizofrenia. Isso poderia ser relacionado com: i) o
aumento seletivo da liberacdo de dopamina e glutamato pela cafeina e um antagonista
A1R na superficie (relacionada com vias mesolimbicas), mas ndo no centro (relacionado
com vias nigroestriatais) do ndcleo acumbens [Solinas et al., 2002] e ii) a interagcdo pds-
sinaptica dos receptores A2A-D2, a qual é possivelmente mais proeminente onde a
concentracdo de dopamina extracelular é menor [Pinna et al., 1997], como o estriado
ventral comparado com o dorsal [Seeman & Tallerico, 1998]. De acordo, a cafeina e 0s
antagonistas seletivos de receptores de adenosina induzem locomoc¢do [Manzoni et al.,
1998], mas ndo estereotipias (relacionadas ao nigroestriado), em contraste com o efeito
da anfetamina em produzir estes dois comportamentos.

Achados envolvendo o sistema dopaminérgico em esquizofrenia sdo compativeis
com um déficit de adenosina. Na pré-sinapse, o turnover aumentado de dopamina
[Lindstrom et al., 1999] e o aumento da liberacdo de dopamina induzido por anfetamina
em esquizofrénicos [Laruelle, 2000] estdo de acordo com o efeito inibitério de um
agonista ALR na liberacdo de dopamina induzida por metanfetamina [Golembiowska &
Zylewska, 1998] e com a potencializagcdo por antagonistas A1R da locomocéo induzida

por anfetamina [Popoli et al., 1994] e da liberacdo de dopamina no ndcleo acumbens
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[Solinas et al., 2002]. A elevada ocupacgédo basal de D2R pela dopamina em pacientes
com esquizofrenia [Abi-Dargham et al., 2000] pode estar relacionada a uma diminuicéo
do efeito do A2AR sobre o D2R, levando a um aumento da afinidade dos D2R a
dopamina [Ferre et al., 1991]. Interessantemente, em situagdes de pouca atividade
dopaminérgica, como no estudo de Abi-Dargham et al., 2000, o efeito regulatério dos
A2AR na expressédo de c-fos pode ser mais explicitamente observada [Pinna et al., 1997].
Além disso, a afinidade inalterada dos D2R em pacientes com esquizofrenia, evidenciado
em um estudo com PET, utilizando um antagonista dopaminérgico para deslocar o
radioligante [Farde et al., 1990], é consistente com o fato de a adenosina somente alterar
a afinidade dos receptores de dopamina para agonistas, e ndo para antagonistas [Ferre et

al., 1991].

Um processo de sensibilizagdo neuroquimica, similar aquele induzido por
tratamento repetitivo com estimulantes dopaminérgicos, tem sido sugerido para a
fisiopatologia da esquizofrenia [Lieberman et al., 1997; Laruelle, 2000]. Neste sentido,
deveria ser considerado que o tratamento com cocaina, também um modelo de psicose,
reduz a sensibilidade das vias dopaminérgicas mesolimbicas a acdo inibitoria da
adenosina mediada por ALR [Manzoni et al., 1998; Toda et al., 2003], com resposta
inalterada a prépria dopamina e a agonistas de receptores metabotropicos do glutamato.
Esse efeito parece relacionado a um aumento da captacdo de adenosina [Manzoni et al.,
1998] ou a uma reducdo na externalizacdo de ALR [Toda et al., 2003], o que reduziria a
acdo adenosinérgica nestas vias. Esta hipofuncdo da adenosina, possivelmente
contribuiria para a aumentada sensibilizacdo dopaminérgica proposta para a esquizofrenia

[Laruelle, 2000], uma vez que nestas vias este neuromodulador inibe tanto a atividade
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dopaminérgica quanto a glutamatérgica [Fredholm et al., 1999]. De acordo, um agonista
A1R inibiu a expressdo da sensibilizacdo induzida por metanfetamina [Shimazoe et al.,
2000] e o blogueio A1R preveniu a extingdo do comportamento de busca da cocaina em
camundongos [Kuzmin et al., 1999]. Considerando a influéncia dos A1R sobre os A2AR,
uma alteragdo primaria da atividade relacionada a A1R poderia determinar um déficit

secundério da funcéo de A2AR.

Uma disfuncdo relacionada a adenosina poderia ainda ser um fator comum
responsavel pela correlacdo encontrada entre atividade frontal reduzida (devido a
conectividade alterada) e funcdo dopaminérgica estriatal elevada (devido a uma reduzida
inibicdo adenosinérgica na atividade dopaminérgica) na esquizofrenia [Meyer-
Lindenberg et al., 2002]. Interessantemente, a inibi¢cdo da atividade do ndcleo acumbens
pela adenosina, via A1R, foi demonstrada ser local, mas é aumentada quando s&o

removidos 0s mecanismos corticais de controle [Buckby & Lacey, 2001].

Uma expressdo aumentada de D1R no cortex préfrontal foi descrita com
tratamento cronico com cafeina [Powell et al., 2001] assim como em esquizofrénicos
comparados a seus respectivos controles em um recente estudo com PET [Abi-Dargham
et al.,, 2002] e em um estudo post-mortem [Domyo et al., 2001]. Em resumo, a
hipofuncdo adenosinérgica é compativel tanto com alteracGes pré quanto pos-sinapticas

do sistema dopaminérgico na esquizofrenia.

3) A adenosina e a hipdtese glutamatérgica da esquizofrenia:

A adenosina esta bem caracterizada como um modulador enddgeno da atividade
glutamatérgica, inibindo a liberacdo de glutamato e também a acdo pos-sinaptica de

neurotransmissores excitatorios através da hiperpolarizacdo neuronal via AILR
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[Dunwiddie & Masino, 2001]. Em modelos animais de esquizofrenia, tem sido
repetidamente demonstrado que agonistas AlR e A2AR previnem alteracdes
comportamentais e neurofisiologicas (EEG e inibicdo pré-pulso) induzidas por
antagonistas NMDA [Browne & Welch, 1982; Kafka & Corbett, 1996; Popoli et al.,
1997; Rimondini et al., 1997; Sills et al.,, 1999], indicando um potencial efeito
antipsicético em humanos. Para se analisar o paradoxo de agonistas A1R inibirem as
acOes tanto de antagonistas de receptores NMDA quanto do glutamato, deve-se
considerar a evidéncia de que antagonistas NMDA também provocam aumento da
liberagédo de glutamato. Assim como agonistas dos receptores mGlu Il/111 e a lamotrigina
[Moghaddam & Adams, 1998; Anand et al., 2000], agonistas A1R provavelmente
revertam os efeitos dos antagonistas dos receptores NMDA através da inibicdo da
liberagdo de glutamato. E importante mencionar que a ativagdo de receptores NMDA
promove a liberacdo de adenosina no estriado e no hipocampo [Craig & White, 1993;
Manzoni et al., 1994; Melani et al., 1999], mas o efeito dos antagonistas do receptor
NMDA na liberacdo de adenosina basal, em doses que aumentam a locomocdo, ainda
estd por ser determinado. Recentemente, foi demonstrado que o tratamento crdénico com
cafeina, que produz tolerdncia a seus proprios efeitos locomotores, provocou tolerancia
cruzada quase completa para a estimulacao induzida pelo MK-801 em camundongos, sem
alterar o comportamento exploratério normal [Dall'lgna et al., 2003]. Este efeito é dose e
tempo dependente e inclui alteracdes cognitivas, mas ndo ataxia quando a minima dose
efetiva de MK-801 é usada em cada tarefa (observacbes ndo publicadas). Em outras
palavras, em camundongos adaptados a funcionar com um menor ténus adenosinérgico

[Dall'lgna et al., 2003], o antagonismo de receptores NMDA produz menos efeitos
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comportamentais. Interessantemente, a liberagcdo de dopamina e de glutamato induzida
por um antagonista A1R no ndcleo acumbens foi abolida ap6s o tratamento crdénico com
cafeina em ratos [Quarta et al., 2004], o que pode estar relacionado com a tolerancia
cruzada em relagdo ao comportamento entre a cafeina e 0 MK-801. Embora altamente
especulativa, uma comparagdo entre o efeito locomotor da fenciclidina [Adams &
Moghaddam, 1998] e o efeito de um antagonista A1R na liberacdo de dopamina no
nacleo acumbens [Quarta et al., 2004] permite uma robusta correla¢do (r=0.99 — ambos

os estudos foram conduzidos em ratos adultos masculinos Sprague-Dawley).

Finalmente, um recente estudo demonstrou que a ativagdo de A1R preveniu
completamente a neurotoxicidade, o aumento da expressdo de c-fos e a liberagéo de
acetilcolina induzida por um antagonista de receptor NMDA em ratos [Okamura et al.,
2004]. Baseados nestes achados, propomos que 0 modelo de hipofungcdo NMDA também
produz hipofuncdo adenosinérgica, provavelmente por provocar reducdo na liberacdo de
adenosina e prejuizo da atividade de A1R, e este mecanismo pode contribuir para muitos
efeitos dos antagonistas de receptores NMDA. Desta forma, a adenosina pode ser uma
ligacdo entre as hipoteses glutamatérgica e dopaminérgica da esquizofrenia, por exemplo,
mediando o efeito estimulante da quetamina sobre a liberacdo de dopamina induzida por

anfetamina em voluntarios normais [Kegeles et al., 2000].

Krystal et al., 2002, pontuaram que antagonistas do receptor NMDA
preferencialmente inibem a atividade de interneurdnios inibitérios no hipocampo,
levando a hiperexcitabilidade dos neurénios piramidais. De acordo, Olney & Farber,
1995, sugeriram que a atividade prejudicada dos interneurdnios inibitorios estimulada por

receptores NMDA seria equivalente ao estado produzido pelo blogueio dos receptores
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NMDA. Manzoni et al., 1994, demonstraram que a aplicagdo de NMDA no hipocampo
produziu uma inibig&o sinaptica mediada mais por adenosina do que por GABA ou 6xido
nitrico, provavelmente a partir de interneurdnios inibitorios. Este estudo confirma
achados prévios sobre a liberacdo de adenosina estimulada por NMDA [Chen et al.,
1992; Craig & White, 1993]. Associado a estes resultados, a administracdo de baixas
doses de NMDA reduz de maneira reversivel a locomogdo por teofilina e por um
antagonista de A1R, mas ndo por anfetamina [Von Lubitz et al., 1993; Gimenez-Llort et
al., 1995], e aumenta a liberagdo de adenosina no estriado in vivo [Melani et al., 1999].
Estes efeitos da estimulagéo de receptores NMDA sobre a liberagdo de adenosina podem
também estar relacionados ao efeito terapéutico do co-agonista NMDA glicina em

pacientes com esquizofrenia [Heresco-Levy et al., 1999].

4) A adenosina e o sistema GABAérgico:

Como anteriormente referido, um déficit inibitério em pacientes com
esquizofrenia tem sido demonstrado em diferentes protocolos, sendo normalmente
atribuido a uma atividade GABAGérgica reduzida. Entretanto, a adenosina também pode
estar relacionada a este déficit inibitério. Apesar de opinido contraria [Wassef et al.,
1999], as varias drogas GABAEérgicas (benzodiazepinicos, barbitdricos, valproato,
baclofen) testadas em esquizofrenia, em sua maioria ndo apresentaram resposta
satisfatoria para a sintomatologia nuclear da doenca [Hesslinger et al., 1999] ou apenas
foram eficazes para ansiedade e agitacdo psicomotora [Winterer & Hermann, 2000], por
isso, ndo sdo consideradas um tratamento efetivo para a esquizofrenia na pratica clinica
atual. Se a proposta reducao do tbnus GABAérgico fosse uma alteracao primaria, levando

a expressdo aumentada dos receptores GABA-A na esquizofrenia [Benes & Berretta,
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2001], os pacientes deveriam responder e ser particularmente sensiveis ao tratamento
com agonistas GABAérgicos, 0 que ndo parece ocorrer [Lara, 2002]. Uma interpretacao
alternativa seria a de que o sistema GABAérgico é assim regulado como uma resposta
compensatdria a falta de ténus inibitorio de outra natureza, como por exemplo, um deéficit
adenosinérgico. O aumento de receptores GABAErgicos em ratos cronicamente tratados
com cafeina esta de acordo com essa hipotese [Shi et al., 1993]. A a¢do anticonvulsivante
enddgena da adenosina também poderia estar associada com a elevada comorbidade entre
esquizofrenia e epilepsia [Makikyro et al., 1998].

5) Déficit inibitério e filtro sensorial:

A adenosina também tem demonstrado influenciar respostas neuropsicoldgicas de
filtro sensorial classicamente alteradas na esquizofrenia, como o potencial evocado P50 e
a inibicdo pré-pulso [Lara, 2002], que estdo relacionados a habilidade de se filtrar
estimulos irrelevantes.

Déficits no filtro sensorial em pacientes com esquizofrenia sugerem deficiéncia da
atividade inibitéria cerebral [Adler et al., 1998]. No paradigma da supressdo do P50,
quando dois estimulos auditivos sdo apresentados com diferenca de 500 ms, a amplitude
da segunda resposta [Kurumaji & Toru, 1998], comparada com a da primeira (S1), é
marcadamente atenuada nos sujeitos sadios [Adler et al., 1998]. Recentemente, foi
observado que o antagonista adenosinérgico teofilina (6.6 mg/kg) prejudicou a
mensuracdo do filtro sensorial com o paradigma do P50 em voluntarios sadios,
assemelhando-se aos achados nos esquizofrénicos [Ghisolfi et al., 2002]. O tratamento
com teofilina aumentou significativamente a razdo do P50 (S2/S1) de 0.28 na linha de

base para 0.82, o qual ndo foi significativamente diferente do grupo com esquizofrenia
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(0.74). Esta caracteristica inibicdo atividade-dependente do paradigma do P50 €
compativel com as acdes inibitérias de curta duragdo da adenosina relatadas sobre
estimulacdo repetida em niveis fisiolégicos no hipocampo [Mitchell et al., 1993], uma
regido modulatéria fundamental para o desenvolvimento da resposta inibitoria do P50
[Adler et al., 1998; Ghisolfi et al., 2002]. Foi conduzido um experimento similar com
cafeina (0, 100, 200 e 400 mg) em voluntarios normais, que demonstrou efeito mais
marcado com 200mg [Ghisolfi et al., 2002]. Interessantemente, a razdo basal do P50 €
significativamente mais alta em usuarios regulares de cafeina, que ¢ a resposta que reflete
inibicdo determinada por estimulo condicionado. 1sso sugere que o ténus inibitdrio basal

pode estar relacionado a ingestdo espontanea de cafeina.

Na inibicdo pré-pulso (PPI), que € principalmente regulada por vias
dopaminérgicas mesolimbicas, um estimulo suave apresentado imediatamente antes de
um estimulo alarmante atenua a resposta ao Ultimo. Embora ndo esteja demonstrado que
antagonistas adenosinérgicos provoguem alteracdo da inibicdo pré-pulso por si soO, a
administracdo combinada de teofilina e do agonista dopaminérgico apomorfina, em doses
desprovidas de efeitos significativos individualmente, reduziu significativamente o PPI
[Koch & Hauber, 1998]. Além disso, camundongos knockout para A2AR apresentam PPI
reduzido e habituacdo ao alarme [Wang et al., 2003]. Analisados em conjunto, estes
resultados sugerem um papel modulatério da adenosina no filtro sensorial normal e,
possivelmente, nas alteracbes em pacientes com esquizofrenia. Em um sentido mais
amplo, o prejuizo da neuromodulacao inibitéria da adenosina pode levar a uma disfuncéo
sinaptica generalizada, afetando a acdo de varios neurotransmissores. Considerando-se

que a acdo neuromodulatéria da adenosina através de A1R € predominantemente pré-
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sinaptica, isso também é consistente com propostas recentes de disfungdo pré-sinéptica e

neuromodulagéo alterada em esquizofrenia [Frankle et al., 2003].

6)_Antagonistas de receptores de adenosina como um modelo farmacoldgico da

esquizofrenia:

Se um reduzido ténus adenosinérgico estiver presente na esquizofrenia, é
esperado que os antagonistas da adenosina reproduzam certos achados da doenca (tabela
1). A cafeina e a teofilina ou antagonistas seletivos A1R, como modelos farmacoldgicos
da esquizofrenia, produzem hipofuncdo adenosinérgica transitoria e, por isso, ndo é
esperado que reflitam as alteracGes resultantes da perda cerebral devido a déficit
inibitério prolongado. Do mesmo modo, para psicoses ha a evidéncia de que uma
alteracdo neuroquimica duradoura desencadearia sintomas positivos [Kapur, 2003] e a
ruptura repetitiva e transitéria deste estado (p.ex. com a quetiapina) é efetiva como

tratamento antipsicotico [Kapur et al., 2000].

Semelhantemente a anfetamina e aos antagonistas do receptor NMDA, a cafeina e
a teofilina provocam hiperlocomocdo em roedores, 0 que € revertido por antipsicoticos
[Ferre, 1997]. Importa salientar que o efeito da cafeina sobre a dopamina, em contraste ao
da anfetamina, € seletivo para vias dopaminérgicas do sistema limbico [Stoner et al.,
1988; Solinas et al., 2002], provendo um modelo mais especifico para o estado
hiperdopaminérgico da esquizofrenia. Em humanos, altas doses de antagonistas de
adenosina podem produzir psicose [McManamy & Schube, 1936; Mansheim, 1989;
Mackay & Rollins, 1989; Hughes et al., 1998] e outros sintomas comumente observados

na esquizofrenia, como ansiedade, inquietude e insbnia, além de piorar a psicose e 0S
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sintomas cognitivos em pacientes com a doenca [Mikkelsen, 1978; De Freitas &
Schwartz, 1979; Lucas et al., 1990].

Relacionado a déficits neuropsicolégicos, altas doses de cafeina determinam uma
performance prejudicada no Stroop task em voluntarios saudaveis [Foreman et al., 1989],
achado replicado em esquizofrénicos. Outro estudo, usando um teste de reconhecimento
de letras apresentadas separadamente ao olho esquerdo e ao direito, encontrou que a
cafeina (2mg/kg) reverteu a assimetria funcional de voluntarios normais, 0 que se torna
interessante desde a proposta de alteragdes da assimetria em pacientes com esquizofrenia
[Crow, 2000]. Em estudo com cafeina e o filtro sensorial P50, também observamos uma
inversdo dose dependente da taxa de lateralizacdo relacionada ao tempo do P50
(resultados nao publicados).

O tabagismo aumentado, tanto em prevaléncia quanto em nimero de cigarros, é
frequentemente observado na esquizofrenia, tendo sido proposto ser decorrente de
alteracdes no sistema colinérgico, as quais seriam transitoriamente corrigidas pela
nicotina [Adler et al., 1998]. No entanto, a hipofuncdo da adenosina é uma explicacédo
alternativa, desde que ratos cronicamente tratados com cafeina duplicaram a auto-
administracdo de nicotina e desenvolveram este comportamento mais rapidamente que
animais controle [Shoaib et al., 1999]. Além disso, ingestdo combinada de nicotina e
cafeina é freqlientemente observada em humanos [Shoaib et al., 1999].

A insbnia é uma queixa recorrente entre 0s pacientes com esquizofrenia,
frequentemente requerendo altas doses de antipsicoticos sedativos e de hipnoticos.
Keshavan et al., 1998, relataram que 0s pacientes com esquizofrenia apresentam uma

reduzida duracdo do sono, mais despertar noturno e uma diminuida atividade delta,
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particularmente a 1-2Hz. Este é o mesmo perfil induzido por uma baixa dose de cafeina
(100mg) ingerida antes de dormir em voluntarios normais [Landolt et al., 1995], embora
na esquizofrenia as mudancas sejam mais intensas.

7) Adenosina e purinas no tratamento da esquizofrenia:

A eficacia de todos os tratamentos farmacoldgicos e ndo-farmacoldgicos para a
esquizofrenia é compativel com a hipdtese adenosinérgica. Primeiramente, 0s
antipsicoticos revertem a hiperlocomogdo (um pardmetro comportamental que se pensa
representar os sintomas positivos) induzida pela cafeina. Segundo, que o efeito
terapéutico da glicina e andlogos em sintomas negativos é baseado em aumentar a
atividade NMDA, enquanto o tratamento com baixas doses de NMDA induz liberagéo de
adenosina [Melani et al., 1999] e sedacdo reversivel por teofilina e por um antagonista
A1R, mas ndo por anfetamina [Gimenez-Llort et al., 1995; Karcz-Kubicha et al., 2003].
Em terceiro lugar, a eletroconvulsoterapia (ECT), a estimulacdo eletromagnética
transcraniana (TMS), a hipoglicemia induzida por insulina e a febre (p.ex. induzida por
maldria), apesar de variados graus de evidéncia em termos de eficacia, melhoram
sintomas assim como aumentam a liberacdo de adenosina [Dunwiddie & Masino, 2001].
Finalmente, a clozapina segue como o melhor tratamento farmacoldgico para sintomas
positivos refratarios da esquizofrenia e é o antipsicético com os efeitos mais
pronunciados em reduzir o limiar convulsivo, como evidenciado pela incidéncia de 4%
de convulsdes durante o tratamento. Por definicdo, este efeito pode ser devido ao
aumento da excitacdo ou a mecanismos inibitdrios reduzidos. Considerando que a glicina
ndo foi efetiva para os sintomas negativos em pacientes tratados com clozapina,

sugerimos que isso possa ser devido a um incremento sobreposto da atividade excitatoria,
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a qual, por conseguinte, estimularia a atividade anticonvulsivante endégena da adenosina.
Interessantemente, VVainer & Chouinard, 1994, relataram reversao dos efeitos terapéuticos
da clozapina pela cafeina em um paciente, 0 que corrobora com esta especulagao.
Também, ao contrario do haloperidol, o tratamento crénico com clozapina em ratos
estimulou modestamente a atividade da ecto-5’-nucleotidase em estriado, 0 passo

limitante na formacdo extracelular de adenosina a partir de ATP [Lara et al., 2001a].

Infelizmente, agonistas diretos ou indiretos de adenosina, com claros efeitos sobre
0 cérebro, ainda ndo estdo disponiveis para uso em humanos. Entretanto, tratamento
adjunto com o inibidor do transportador de adenosina, dipiridamol, a 20 mg/dia de
haloperidol foi benéfico para os sintomas positivos em pacientes com esquizofrenia, o
que se sugeriu derivar da interagdo adenosina-dopamina [Akhondzadeh et al., 2000].
Propusemos que a interacdo da adenosina, através dos ALR com outros sistemas de
neurotransmissores (p.ex. glutamatérgico) seria mais possivelmente relacionado a este
beneficio, uma vez que a atividade dopaminérgica é praticamente abolida por 20 mg/dia
de haloperidol [Brunstein et al., 2001]. Uma limitacdo do dipiridamol é a incerteza
quanto a sua penetracdo no SNC. Até onde sabemos, ainda ndo foi demonstrado que sua
administracao periférica aumente os niveis centrais de adenosina.

O alopurinol € um inibidor da xantina oxidase, passo final no metabolismo de
purinas, convertendo hipoxantina em xantina e xantina em acido urico (figura 2). O
acumulo de hipoxantina e xantina pode favorecer a acdo da enzima HGPRT, a qual é
responsavel por resgatar purinas [Nyhan, 1997], possivelmente aumentando seus niveis
[Mateos et al., 1987; Lara et al., 2000]. Testamos o efeito do alopurinol, classicamente

utilizado para hiperuricemia e gota, como tratamento adjunto em pacientes previamente
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refratarios a antipsicéticos tipicos. Observamos melhora clinica relevante em cerca da
metade dos pacientes [Lara et al., 2001b], o que foi recentemente confirmado em um
ensaio clinico cruzado, randomizado, controlado por placebo com alopurinol em
combinagdo ao regime antipsicotico (média equivalente a 550 mg/dia de clorpromazina)
em uso pelo paciente [Brunstein et al., 2004]. Nove dos 23 pacientes que completaram 0s
dois bragos do estudo (total de 12 semanas) responderam ao alopurinol, comparado com
nenhum durante a fase do placebo. A resposta foi mais pronunciada para os sintomas
positivos e os respondedores tinham um menor tempo de duracdo da doenca. A despeito
destes resultados encorajadores, o alopurinol deve ser considerado como um tratamento
que interfere no metabolismo de purinas, mais do que diretamente aumentando a
adenosina. Ademais, a xantina oxidase promove a formagdo de espécies reativas de
oxigénio e inibe a producdo de acido Urico, o qual foi recentemente reconhecido como
um sinal endégeno de morte celular para o sistema imune [Shi et al., 2003]. Em outras
palavras, se 0 ATP € a molécula da vida, seu produto final, o acido drico, representa
sofrimento e morte celular. Ainda, provavelmente em conjunto com o resgate de purinas,
o alopurinol preserva o pool de nucleotideos, incluindo o ATP [Harrison, 2002]. Algum
ou todos esses efeitos podem contribuir para o perfil neuroprotetor do alopurinol
observado em varios modelos de dano cerebral [Harrison, 2002], o que o torna
interessante para estudos adicionais na esquizofrenia. Adicionalmente, observamos um
efeito antiagressivo do alopurinol em pacientes com agressividade refrataria devido a

condicdes neurologicas [Lara et al., 2000] e deméncia [Lara et al., 2003].
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8) Achados diretos envolvendo a adenosina e 0 sistema purinérgico na

esquizofrenia:

Estudos sobre a adenosina e o sistema purinérgico na esquizofrenia sdo escassos.
Um estudo pds-mortem relatou um aumento de densidade dos A2AR no estriado de
pacientes com esquizofrenia [Kurumaji & Toru, 1998], sem diferencas entre os que
tomavam ou ndo medicagdo antes de morrer. Embora os autores tenham interpretado
esses achados como uma expressdo aumentada compensatéria dos receptores A2A devido
a hiperfuncdo dopaminérgica, propomos que uma explicacdo mais adequada poderia ser a
de um classico aumento na expressdo compensatorio a reduzida atividade adenosinérgica,
a qual poderia produzir ou contribuir para o estado hiperdopaminérgico [Lara & Souza,
2000]. Utilizando o mesmo radioligante para AZ2AR, Johansson et al., 1997,
demonstraram uma expressdao aumentada desses receptores em estriado de ratos
cronicamente tratados com altas doses de cafeina. Deckert et al., 2003, confirmou o
aumento na expressao de A2AR, mas encontrou uma correlacdo com doses prévias de
antipsicoéticos, o que vai de encontro com dados de roedores cronicamente tratados com
antipsicoticos [Parsons et al., 1995].

Uma enzima que pode influenciar indiretamente a producdo de adenosina, a serina
hidroximetil transferase (SHMT), estava com reduzida afinidade para este substrato nos

lobos temporais de pacientes com esquizofrenia [Waziri et al., 1993].

9) Resumo do modelo da disfuncéo adenosinérgica na esquizofrenia:

Os principais argumentos que sustentam um modelo de disfuncdo adenosinérgica
na esquizofrenia estdo resumidos na tabela 1, onde os achados em esquizofrenia e 0s

papéis fisioldgicos da adenosina sdo comparados.
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Tabela 1. Comparacao entre achados da esquizofrenia e papéis da adenosina

ACHADOS RELACIONADOS A
ESQUIZOFRENIA

PAPEIS DA ADENOSINA OU EFEITOS DOS
ANTAGONISTAS DA ADENOSINA (CAFEINA E
TEOFILINA)

Atividade dopaminérgica aumentada
Anfetamina produz sintomas psicoticos

Todos antipsicéticos sdo antagonistas D2R

Sensibilizagcdo neuroquimica da atividade
dopaminérgica

Antagonistas NMDA produzem sintomas
imitando a esquizofrenia, possivelmente
relacionados a aumento na liberacdo de
glutamato

Componente Neurodesenvolvimental

Curso deteriorante e perda cerebral
progressiva.

Idade de inicio — final da adolescéncia e
inicio da idade adulta

Infeccdo materna durante a gestacdo
como fator de risco.

Comorbidade com epilepsia

Insbnia global em pacientes com
esquizofrenia, particularmentey  da
atividade delta em 1-2 Hz.

Déficit de filtro sensorial, como
mensurado com o potencial evocado P50
(relacdo aumentada do P50)

Adenosina inibe atividade dopaminérgica.

Agonistas de adenosina revertem efeitos comportamentais
da anfetamina em modelos animais.

Hiperlocomoc¢do induzida por cafeina é blogueada por
antagonistas D2R.

Sensibilizacdo a dopamina envolve acdo diminuida da
adenosina através de AI1R pré-sinapticos no ndcleo
acumbens.

Agonistas adenosinérgicos (especialmente para AlR)
revertem efeitos comportamentais e no EEG induzidos por
antagonistas NMDA

Agonistas ALR inibem a liberacéo de glutamato

Baixa dose de NMDA (o agonista) induz liberacdo de
adenosina e seda¢do mediada por adenosina

Adenosina é neurotdxica pela ativacdo de A1R no cérebro
imaturo e o mediador da neurotoxicidade induzida por
hipdxia. Qualquer fator produzindo desequilibrio energético
cerebral fetal pode promover liberagdo de adenosina e
neurotoxicidade (adenosina como a suposta “via final
comum” das complicacbes na gestacdo, nascimento e
periodo neonatal).

Adenosina é neuroprotetora em varios modelos animais.
Camundongos knockout A1R sdo mais suscetiveis a hipoxia,
0 que envolve excitotoxicidade.

Efeitos pré-sinapticos da adenosina na
neurotransmissores  torna-se  importante
sinapses maduras.

Alteragdes comportamentais mais pronunciadas na
adolescéncia comparada a infancia na deficiéncia de
adenosina deaminase tratada.

liberagdo de
somente em

Virus induzem a producdo de interleucina-1beta, a qual em
concentragcdes patolégicas induz inibicdo neuronal via
ativacdo de A1R.

Adenosina é um anticonvulsivante endégeno

Adenosina é um promotor do sono
Cafeina induz ins6nia global em voluntéarios saudaveis, com
{ da atividade delta em 1-2 Hz.

Teofilina reproduz o déficit do filtro sensorial em
voluntarios saudaveis; adenosina é um modulador inibitério
atividade-dependente, com efeito de curta duracdo (<1 seg)
sob estimulacéo neuronal fisioldgica.
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Perda ou inversdo da lateralizacdo normal

Performance prejudicada em testes

neuropsicolégicos

Tabagismo mais prevalente

Esquizofrenia como uma doenga inerente
da humanidade

Superioridade terapéutica da clozapina

Eficacia de ECT, TMS, febre, hipoglicemia

Cafeina exacerba sintomas; dipiridamol e
alopurinol  podem ser (teis na
esquizofrenia.

Cafeina reverte a lateralizacdo normal em uma tarefa
cognitiva

Doses moderadas de cafeina prejudicam a performance no
Stroop test

Tratamento crbénico com cafeina dobra o consumo de
nicotina e facilita o desenvolvimento do comportamento de
auto-administracdo de nicotina em ratos

O metabolismo de purinas sofreu alteracdes evolucionarias
significativas, possivelmente levando a reduzida excregéo de
purinas, principalmente no cérebro. A deficiéncia de
HGPRT, prejudicando o resgate de purinas, produz dano
cerebral em humanos, mas ndo em camundongos.

Clozapina estimula levemente a atividade da ecto-5’-
nucleotidase;

Clozapina reduz o limiar
estimulando a liberagdo de
anticonvulsivante endégeno.

convulsivo,
adenosina

possivelmente
como um

Todos promovem substancial liberagdo de adenosina

Cafeina blogueia ALR e A2AR; dipiridamol aumenta a
adenosina extracelular e o alopurinol inibe a degradacdo de
purinas.

1V - Genética

A esquizofrenia é uma doenca de causa multifatorial, tendo a genética um

importante papel como demonstrado por varios estudos desde o inicio do século passado.

Os estudos em familias, que se iniciaram através de Ernst Ridin, na Alemanha,

inicialmente esbarravam na imprecisdo diagndstica, problema que vem gradativamente

diminuindo desde o surgimento dos critérios diagndsticos operacionais. Um diagndstico

mais preciso, associado a um maior refinamento metodoldgico, possibilitou o surgimento

de estudos que demonstram haver uma ocorréncia familiar da esquizofrenia [Gottesman,

1991; Kendler & Gardner, 1997].
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Os achados de taxa de concordancia em gémeos monozigoticos da ordem de 48%
comparativamente a 17% em dizigoticos [Gottesman, 1991], reforcados pelos estudos de
adogdo, Uteis para separar os efeitos genéticos dos ambientais, que sugerem ser a
agregacdo familiar decorrente de fatores genéticos comuns [Heston, 1966; Kety &
Ingraham, 1992], ratificam a genética como um dos fatores etioldgicos da esquizofrenia.
Estima-se que a herdabilidade da doenca varie entre 60 e 70% [Rao et al., 1981; McGue
et al., 1983] e a hipotese de uma herancga poligénica é a mais fortemente aceita [Carter &
Chung, 1980; McGue et al., 1983].

A partir de técnicas de genética molecular, foi iniciada a procura pelos genes de
suscetibilidade ou predisposicdo para a esquizofrenia. Estudos de ligagcdo identificaram
varias regibes cromossémicas sugestivas, entre elas locos nos cromossomos 22g12-q13
[Pulver et al., 1994], achado confirmado por outros pesquisadores [Coon et al., 1994;
Schwab et al., 1995; Vallada et al., 1995]. A esta regido estd relacionado o gene do
receptor A2A de adenosina [Deckert et al., 1997]. Comparativamente aos estudos de
ligacdo, estratégia para se localizar genes de grande magnitude, os estudos de associacao
se mostram vantajosos em patologias poligénicas e multifatoriais [Risch & Merikangas,
1996], pois possibilitam a deteccdo de genes com efeitos pequenos ou moderados na
etiologia de uma doenca. Visando achados em esquizofrenia, varios estudos de
associacdo relacionando polimorfismos de um grande numero de genes candidatos tém
sido realizados. Os resultados sdo controversos, mas meta-analises sugerem associacao da
doenca com o polimorfismo Ball no gene do receptor D3 de dopamina [Williams et al.,
1998], com o polimorfismo Cys311Ser no gene do receptor dopaminérgico D2 [Glatt et

al., 2003a], com o polimorfismo T102C no gene do receptor 5-HT2A de serotonina
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[Abdolmaleky et al., 2004] e com o polimorfismo Val158/108Met no gene da enzima
catecol O-metiltransferase [Glatt et al., 2003b]. No entanto, nenhum resultado definitivo
foi demonstrado até o momento.

De acordo com o modelo de disfuncdo adenosinérgica, em contraste com o
bloqueio intermitente e relativamente fraco dos receptores de adenosina induzido pelas
baixas doses de cafeina normalmente ingeridas por humanos, 0s pacientes
esquizofrénicos teriam uma atividade adenosinérgica persistentemente reduzida, talvez
por uma menor expressao de receptores de adenosina ou por expressao de receptores com
diferentes respostas a acdo da adenosina e antagonistas de receptores de adenosina, 0 que
pode ser geneticamente determinado.

As localizagbes cromossomicas dos genes dos receptores de adenosina Al, no
cromossomo 1g31-32.1 [Deckert et al., 1995]; A2A, no cromossomo 22911-13 [Deckert
et al., 1997]; A2B, no cromossomo 17p12 [Jacobson et al., 1995]; e A3, no cromossomo
1p [Monitto et al., 1995] estdo determinadas. O gene humano do A2AR contém um
modulo de leitura aberto de 1236 pares de bases e codifica uma proteina de 412
aminoacidos [Furlong et al., 1992]. A sequéncia codificadora do gene do A2AR é
interrompida por um intron de aproximadamente 6.4Kb localizado na regido do suposto
segundo dominio extracelular [Peterfreund et al., 1995; Le et al., 1996]. Em 1996,
Deckert et al. descreveram uma variacdo de ocorréncia natural rara no A2AR
(substituicdo Gly-340-Ser) e dois polimorfismos no gene do A2AR, o 405T>C e o
1083T>C (posteriormente renomeado 1976T>C). Posteriormente, outros dois
polimorfismos, 0 263C>T e o0 2592C>Tins, foram detectados neste gene [Alsene et al.,

2003].
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A partir da localizacdo do gene do A2AR e da detec¢do de seus polimorfismos,
iniciaram-se os estudos buscando a associa¢do entre esses e as doencas psiquiatricas.
Referentes ao gene do A2AR, os resultados tém sido mais promissores nos transtornos de
ansiedade [Deckert et al., 1998; Alsene et al., 2003; Hamilton et al., 2004]. Em
esquizofrenia, um estudo de associagdo ndo encontrou relacdo entre o polimorfismo
1083T>C (1976T>C) e a ocorréncia da patologia quando comparados portadores e um
grupo controle [Deckert et al., 1996].

Em relagdo aos polimorfismos 1976C>T e 2592C>Tins, Alsene et al., 2003,
identificaram que voluntarios saudaveis com o0s genotipos 1976T/T e 2592Tins/Tins
seriam mais suscetiveis ao efeito ansiogénico da cafeina, sugerindo que o polimorfismo
2592C>Tins tenha uma repercussdo funcional com relevancia comportamental. Ja
pacientes esquizofrénicos ndo desenvolveram ansiedade com a administragéo de altas
doses de cafeina [Lucas et al., 1990], o que poderia estar relacionado a estes

polimorfismos.

Meehl, 1962, propds o termo esquizotaxia para descrever o0s sintomas da doenca
que teriam determinacdo puramente genética, envolvendo um gene dominante, 0 que
quase sempre resultaria ou em esquizofrenia ou em esquizotipia. Em 2001, Faraone et al.
propuseram uma redefinicdo para a esquizotaxia, descrevendo-a como uma condi¢do
causada por uma combinacdo de multiplos genes e circuntancias ambientais adversas, a
qual em alguns, progrediria para doencas mais severas do espectro da esquizofrenia.
Relataram como centrais na esquizotaxia 0s sintomas negativos e os déficits cognitivos

(déficits neuropsicoldgicos). Como esta € uma sindrome proposta como central e com
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forte determinagdo genética da esquizofrenia, os achados de biologia molecular para a

doenca podem estar a ela relacionados.

V - Ojetivos do estudo:

Criar uma DNAteca de pacientes com esquizofrenia e de sujeitos sem doenga
psiquiatrica atual ou no passado e sem historia de doenca mental em familiares
em primeiro grau;

Investigar possiveis diferencgas entre pacientes com esquizofrenia e controles sem
doenca psiquiatrica em relacdo aos polimorfismos 263C>T e 2592C>Tins do
gene do receptor A2A de adenosina.

Investigar possiveis diferencas entre pacientes com predominio de sintomas
positivos da esquizofrenia (subtipo parandide da patologia conforme
classificacdo do DSM 1V) e controles sem doenca psiquiatrica em relacdo aos
polimorfismos 263C>T e 2592C>Tins do gene do receptor A2A de adenosina.
Determinar relacdo entre a presenca de sintomas negativos e desorganizados da
esquizofrenia e os polimorfismos 263C>T e 2592C>Tins do gene do receptor
A2A de adenosina.

Avaliar se ha relacdo entre o uso de clozapina, como parametro de gravidade da
doenca, e os polimorfismos 263C>T e 2592C>Tins do gene do receptor A2A de

adenosina.
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MATERIAL E METODOS

I - A -amostra

Foram selecionados 88 pacientes com o diagnostico de esquizofrenia ou
transtorno esquizoafetivo (74 com esquizofrenia e 14 com transtorno esquizoafetivo)
através de entrevista realizada por psiquiatra, utilizando a Entrevista Clinica Estruturada
para 0 DSM IV — Transtornos do Eixo | (SCID I). As informagdes foram fornecidas pelos
pacientes e seus familiares ou responsaveis. O grupo controle foi constituido de 100
voluntarios sem doenca psiquiatrica atual ou no passado e sem histéria de doenga mental
em familiares de primeiro grau, conforme questionario por nds elaborado (em anexo). Os
pacientes foram provenientes do banco de voluntarios em pesquisas prévias de nosso
grupo, da Associacdo Gaucha de Familiares e Pacientes com Esquizofrenia (AGAFAPE)
e de clinicas privadas da regido metropolitana de Porto Alegre, enquanto os controles
foram selecionados entre pessoas que coletavam sangue no Hospital Sdo Lucas da PUC-
RS. Todos os individuos eram brasileiros, tanto no grupo de pacientes quanto no grupo

controle.

Os pacientes ou seus responsaveis e 0s voluntarios controles assinaram
consentimento informado. O projeto foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em

Pesquisa (CONEP).

Il - Construcéo do Banco de DNAs (DNAteca)

Amostras de 4 ml de sangue venoso periférico dos pacientes e dos controles

foram coletadas em tubos com EDTA e armazenadas em freezer —20° C, no Centro de
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Biologia Gendmica e Molecular da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do
Sul (PUC-RS).

Os DNAs foram extraidos das amostras de sangue empregando o Kit de extracdo
“Perfect gDNA Blood Mini” (Eppendorf), seguindo as orientagdes do fabricante. Os
DNAs extraidos foram também catalogados e armazenados no referido laboratério da

PUC-RS.

I11 - Genotipagem

Foram investigados os polimorfismos 263C>T e 2592C>Tins do gene que
codifica o receptor A2A de adenosina. Os gendtipos foram determinados por meio da
andlise de polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo de produtos gerados pela
reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR-RFLP). Para o polimorfismo 263C>T, o par de
primers  utilizado  foi: 5’-TACCCAGAGGCAACCAGATAAA-3> e b5’-
CGAAAAGCCCATTTCTACCAAA-3’. Para o polimorfismo 2592C>Tins, o par de
primers  utilizado  foi:  5’-CAGAGGTGACATTTGACTTTCTT-3* e 5’-
CCTGGGACTGAGAAGTGGAT-3’.

Cada reagdo de PCR continha 0,6 ul MgCl, (50 mM), 2 ul dNTP-mix (2 mM), 2
ul de cada primer (2 uM) , 0,1 ul Taqg polimerase (5U/ul), 2 ul tampéo (10x) e 1 ul DNA
(200 ng) gendmico, totalizando um volume de 20 ul. A temperatura de anelamento foi de
58° C e, ao total, 35 ciclos foram realizados, precedidos por 1 minuto de desnaturagdo a
94° C e seguidos por 5 minutos de alongamento a 72° C. As condicles da analise de
PCR-RFLP e o comprimento dos fragmentos estdo resumidos na tabela 2. As clivagens

foram realizadas a 37° C durante uma hora, conforme orientacGes do fabricante. Os
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produtos da digestdo foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
(acrilamida:bisacrilamida = 49:1) a 15% em tampdo TBE 1x a 200V por 1 h para o
polimorfismo 263C>T e a 200V por 1h e 30min para o polimorfismo 2592C>Tins. Os
géis foram corados em agua e brometo de etideo (0,5 ug/ml) durante 10 min ao abrigo da

luz e visualizados em transluminador ultra-violeta (U.V.).

Tabela 2 - Condigoes da anélise de PCR-RFLP e comprimento dos fragmentos

Polimorfismo  Produto PCR Enzima de restri¢do Alelos Tamanho do fragmento
(pb) (pb)
263C>T 224 Nse NI 263 C 224
263 T 167 + 57
2592C>Tins 194 MBO Il 2592 C 182 + 12
2592 Tins 195

IV - Analise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando-se o teste qui-quadrado (x?) para
testar a hipotese nula de ndo haver diferenca entre pacientes e controles na freqiiéncia dos
alelos e na distribuicdo dos genotipos. Quando o numero de graus de liberdade foi 1 (df =
1), nas tabelas 2X2, foi aplicada a correcdo para continuidade de Yates. O nivel de
significancia utilizado foi P < 0.05.

O equilibrio das frequéncias genotipicas nos diferentes grupos para 0s

polimorfismos em estudo foi determinado através do céalculo de Hardy-Weinberg,
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utilizando um  progama online  fornecido pelo professor  Christensen

(http://www.kursus.kvl.dk/shares/vetgen/ Popagen/genetik/applets/kitest.htm),

considerando um grupo sem equilibrio de Hardy-Weinberg quando o valor do qui-

quadrado (x?) fosse igual ou maior a 3.84.
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RESULTADOS

I - Dados demograéficos

Entre os pacientes, 67.05% (59/88) eram do sexo masculino e 32.96% (29/88) do
feminino, enquanto o grupo controle foi constituido 44% (44/100) por homens e 56%
(56/100) por mulheres (y2vates = 9.127, df = 1, p = 0.003).

Como ndo ha uma proporcionalidade em relacdo ao sexo entre 0S NOSSOS grupos
de pacientes e de controles, haveria a possibilidade de as diferencas das freqiéncias
alélicas e genotipicas serem devido ao género e ndo a psicopatologia em estudo. Para
esclarecer esta questdo, comparamos se havia diferencas entre os sexos nas distribuicdes

alélica e genotipica em relagdo aos dois polimorfismos investigados.

Polimorfismo 263C>T: amostra total do estudo (genétipos: y2 = 2.408, df = 2, p

0.300; alelos: y’vaes = 0.711, df = 1, p = 0.399); grupo dos pacientes (genétipos: x>
2.102, df = 2, p = 0.349; alelos: y*vaes = 0.091, df = 1, p = 0.763); grupo dos controles
(gendtipos: y? = 1.492, df = 2, p = 0.474; alelos: y’vaes = 1.027, df = 1, p = 0.311). A
tabela 3 apresenta a distribuicdo entre sexos dos alelos e genotipos referentes ao

polimorfismo 263C>T.
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Tabela 3 — Distribuicdo entre géneros dos alelos e gen6tipos do polimorfismo 263C>T nos

grupos de pacientes e de controles e na amostra total do estudo

Alelos Gendtipos
263C  263Tins p 263C/C 263C/Tins 263Tins/Tins p
Amostra total
Homens 166 40 0.399 67 32 0.300
(n=103)
Mulheres 130 40 53 24
(n=85)
Pacientes
Homens 96 22 0.763 39 18 0.349
(n=59)
Mulheres 49 09 22 05
(n=29)
Controles
Homens 70 18 0.311 28 14 0.474
(n=44)
Mulheres 81 31 31 19
(n =56)

Polimorfismo 2592C>Tins: amostra total do estudo (genétipos: x? = 0.142, df = 2,

p = 0.931; alelos: y2vaes = 0.035, df = 1, p = 0.851); grupos dos pacientes (gendtipos: 2

=1.198, df = 2, p = 0.549; alelos: y2vates = 0.643, df = 1, p = 0.423); grupo dos controles

(gendtipos: y* = 0.282, df = 2, p = 0.868; alelos: y’vaes = 0.012, df = 1, p = 0.911). A

distribuicdo entre sexos dos alelos e gendtipos referentes ao polimorfismo 2592C>Tins é

apresentada na tabela 4.
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Tabela 4 — Distribuicdo entre géneros dos alelos e genédtipos do polimorfismo 2592C>Tins
nos grupos de pacientes e de controles e na amostra total do estudo

Alelos Gendtipos
2592C 2592Tins p 2592C/C 2592C/Tins 2592Tins/Tins p
Amostra total
Homens 89 117 0.851 25 39 39 0.931
(n=103)
Mulheres 76 94 21 34 30
(n=85)
Pacientes
Homens 56 62 0.423 18 20 21 0.549
(n=59)
Mulheres 32 26 10 12 7
(n=29)
Controles
Homens 33 55 0.911 7 19 18 0.868
(n=44)
Mulheres 44 68 11 22 23
(n =56)

Como resultado, ndo foi encontranda qualquer correlagéo entre os polimorfismos

263C>T e 2592C/Tins e género.

Quanto a etnia, no grupo de pacientes 80.68% eram brancos, 7.96% negros e

11.36% pardos, enquanto no grupo controle 79.59% eram brancos, 6.12% negros e

14.29% pardos (y* = 0.536, df = 2, p = 0.765).

A idade média dos pacientes foi de 36 anos (DP = 10.2) e dos controles de 47.7

anos (DP = 16.9).
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Il - Polimorfismo 2592C>Tins

Relacionado a esse polimorfismo, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa, comparando-se a distribuicdo de genotipos entre 0s pacientes e 0 grupo
controle (y* = 4.987, df = 2, p = 0.083). Porém, quando os genétipos 2592C/Tins e
Tins/Tins foram agrupados, encontramos uma representacdo significativamente
aumentada do gendtipo 2592C/C no grupo dos pacientes em relagdo aos controles
(xvates = 4.117, df = 1, p = 0.042). Verificando a freqiiéncia alélica deste polimorfismo
entre os dois grupos, observamos uma ocorréncia significativamente mais elevada da
variante 2592C nos pacientes (y’vaes = 4.571, df = 1, p = 0.033). A tabela 5 apresenta a
distribuicdo dos gendtipos e dos alelos em ambos 0s grupos.

Tabela 5 — Distribuicdo de alelos e genotipos do polimorfismo 2592C>Tins entre o grupo de
pacientes e o grupo controle

Alelos Genotipos

2592C 2592Tins p 2592C/C 2592C/Tins 2592Tins/Tins p
Pacientes 88 88 0.033 28 32 28 0.083
(n=88)
Controles 77 123 18 41 41
(n =100)

2592C/Tins + Tins/Tins

Pacientes 28 60 0.042
(n=88)
Controles 18 82
(n =100)

Quando excluimos do grupo dos pacientes aqueles com diagnoéstico de transtorno
esquizoafetivo e 0 comparamos com o grupo controle, a diferenca estatistica aproximou-

se da significancia entre as amostras em relacéo & distribuicdo genotipica (x* = 5.707, df
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= 2, p = 0.058). Também entre estes grupos houve diferenca significativa quando os
genotipos 2592C/Tins e Tins/Tins foram agrupados, com representacdo aumentada do
gendtipo 2592C/C nos pacientes em relacdo aos controles (y?vaes = 4.878, df = 1, p =
0.027). Confrontando-se a distribuicdo de alelos entre estes dois grupos, houve uma
ocorréncia significativamente maior da variante 2592C entre os pacientes (y*vates = 4.643,
df =1, p = 0.031). A tabela 6 demonstra a distribuicdo dos genotipos e dos alelos nestes

dois grupos.

Tabela 6 — Distribui¢do de alelos e gendtipos do polimorfismo 2592C>Tins entre o grupo de
pacientes, excluidos aqueles com transtorno esquizoafetivo e grupo controle.

Alelos Genotipos

2592C 2592Tins p 2592C/C 2592C/Tins 2592Tins/Tins  p
Pacientes 75 73 0.031 25 25 24 0.058
(n=74)
Controles 77 123 18 41 41
(n =100)

2592C/Tins + Tins/Tins

Pacientes 25 49 0.027
(n=74)
Controles 18 82
(n =100)

Ao selecionarmos para o grupo de pacientes apenas aqueles com predominio de
sintomas positivos em seu quadro clinico (subtipo paranoide da esquizofrenia conforme
os critérios do DSM 1V) e o compararmos aos controles, encontramos 0s seguintes
resultados: a distribuicdo dos genoétipos ndo apresentou diferenca estatistica significativa
(x? = 5.052, df = 2, p = 0.080); quando agrupados os gendtipos 2592C/Tins e Tins/Tins
houve maior representacio do genétipo 2592C/C entre os pacientes (y*vates = 4.186, df =

1, p = 0.041); a frequéncia alélica foi significativamente diferente entre os grupos, com
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uma maior manifestacdo da variante 2592C no pacientes (y2vates = 4.272, df = 1, p =
0.039). A distribuicdo dos genotipos e dos alelos nestes dois grupos esta apresentada na

tabela 7.

Tabela 7 — Distribuigdo de alelos e genotipos do polimorfismo 2592C>Tins entre o grupo de
pacientes com predominio de sintomas positivos e o grupo controle

Alelos Genotipos

2592C 2592Tins p 2592C/C 2592C/Tins 2592Tins/Tins P
Pacientes 64 62 0.039 21 22 20 0.080
(n=63)
Controles 77 123 18 41 41
(n =100)

2592C/Tins + Tins/Tins

Pacientes 21 42 0.041
(n=63)
Controles 18 82
(n=100)

Visando relacionar o polimorfismo 2592C>Tins aos sintomas negativos da
esquizofrenia, baseados nos resultados da SCID I, dividimos o grupo de pacientes em
dois, um constituido por aqueles com sintomas negativos e 0 outro por quem néo
manifestou estes sintomas ao longo do curso da doenga. Encontramos diferenca com
significancia estatistica ao compararmos estes dois grupos de pacientes, observando uma
representacdo aumentada do gendtipo 2592C/C e reduzida do gendtipo 2592C/Tins
naqueles com os sintomas negativos (alelos: y?vates = 0.614, df = 1, p = 0.433; gen6tipos:
¥? = 6.800, df = 2, p = 0.033). Quando o grupo de pacientes com sintomatologia negativa
foi comparado a amostra de controles, verificou-se neste grupo de pacientes uma

aumentada representacdo do gendtipo 2592C/C e da variante alélica 2592C (alelos: y*vates

=5.307, df = 1, p = 0.021; gendtipos: y2 = 8.830, df = 2, p = 0.012). Ao se confrontar as
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frequéncias alélicas e genotipicas do grupo de pacientes sem sintomas negativos as do
grupo controle, nenhuma diferenca significativa foi demonstrada (alelos: XZYates = 0.674,
df = 1, p = 0.412; genétipos: y2 = 1.880, df = 2, p = 0.391). Os achados referentes a isto

estdo na tabela 8.

Tabela 8 — Distribuicdo de alelos e gen6tipos do polimorfismo 2592C>Tins nos gupos de
pacientes com e sem sintomas negativos e no grupo controle

Alelos Genotipos
2592C 2592Tins p 2592C/C  2592C/Tins 2592Tins/Tins p
Pctes ¢/ sint. 59 53 0.433 22 15 19 0.033
negativos (n=56)
Pctes s/ sint. 29 35 6 17 9
negativos (n=32)
Analise de residuos do x? p<0.05 p<0.05
Pctes ¢/ sint. 59 53 0.021 22 15 19 0.012
negativos (n=56)
Controles 77 123 18 41 41
(n=100)
Analise de residuos do y? p<0.01
Pctes s/ sint. 29 35 0.412 6 17 9 0.391
negativos (n=32)
Controles 77 123 18 41 41
(n=100)

O mesmo procedimento de divisdo de grupos, conforme registros da SCID I,
realizado para os sintomas negativos, foi feito para relacionar o polimorfismo
2592C>Tins aos sintomas desorganizados da esquizofrenia. A comparagéo do grupo de
pacientes com sintomas desorganizados ao de pacientes sem esta sintomatologia nédo
demonstrou qualquer diferenca relevante em relacdo a freqiiéncia de alelos (y2vates =

0.579, df = 1, p = 0.447) e distribuicdo de genétipos (x> = 2.245, df = 2, p = 0.326).
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Porém, quando comparamos o grupo formado apenas pelos pacientes que apresentavam
sintomas desorganizados ao grupo controle, verificamos diferenga estatisticamente
significativa quanto a distribuicdo dos gendtipos, com uma maior representagdo do
2592C/C entre os pacientes (x> = 7.008, df = 2, p = 0.030) e quanto & freqiiéncia alélica,
em que a variante 2592C foi significativamente mais comum nos portadores da doenca
(yvates = 4.757, df = 1, p = 0.029). J4 quando o grupo dos pacientes sem a manifestacdo
de sintomas desorganizados ao longo do curso da doenca foi comparado ao grupo
controle, ndo houve significancia nem na distribuicio genotipica (x* = 1.751, df =2, p =
0.417) nem na alélica (y°vaes = 1.651, df = 1, p = 0.199). A tabela 9 demonstra a
distribuicdo dos alelos e dos gendtipos relacionados aos pacientes com e aos sem

sintomas desorganizados da esquizofrenia.

Tabela 9 — Distribuicdo de alelos e genotipos do polimorfismo 2592C>Tins nos grupos de
pacientes com e sem sintomas desorganizados e no grupo controle

Alelos Gendtipos

2592C 2592Tins p 2592C/C 2592C/Tins 2592Tins/Tins p
Pctes ¢/ sint. 41 35 0.447 15 11 12 0.326
desorg. (n=38)
Pctes s/ sint. 47 53 13 21 16
desorg. (n=50)
Pctes ¢/ sint. 41 35 0.029 15 11 12 0.030
desorg (n=38)
Controles 77 123 18 41 41
(n =100)
Analise de residuos do y? p<0.01
Pctes s/ sint. 47 53 0.199 13 21 16 0.417
desorg (n=50)
Controles 77 123 18 41 41
(n =100)
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De posse destes resultados, formamos um grupo constituido apenas pelos
pacientes com, ou com historia de, sintomas negativos e desorganizados da esquizofrenia
e 0 comparamos ao grupo controle e a um outro, formado pelos pacientes que jamais
apresentaram quaisquer destas manifestagfes. Da comparacdo entre os dois grupos de
pacientes, achamos diferencgas genotipicas, mas ndo alélicas, havendo uma representacdo
aumentada do gendtipo 2592C/C e diminuida do 2592C/Tins naqueles com sintomas
negativos e desorganizados (alelos: y?vates = 1.169, df = 1, p = 0.280; gendtipos: * =
7.547, df = 2, p = 0.023). Resultados semelhantes foram vistos na confrontacéo dos dados
do grupo de pacientes com sintomas negativos e desorganizados com 0s do grupo
controle, novamente ocorrendo aumento do genotipo 2592C/C e diminuicdo do
2592C/Tins neste grupo de pacientes (alelos: y2vates = 3.441, df = 1, p = 0.064; genétipos:
¥? = 9.344, df = 2, p = 0.009). Nenhuma diferenca significativa foi verificada na
comparacdo dos grupos de pacientes sem sintomatologia negativa e desorganizada e
controles (alelos: y2vaes = 0.004, df = 1, p = 0.948; gendtipos: y> = 0.918, df = 2, p =

0.632). As distribuicdes alélicas e genotipicas estdo na tabela 10.
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Tabela 10 — Distribuicdo de alelos e gen6tipos do polimorfismo 2592C>Tins nos grupos de
pacientes com e sem sintomas negativos e desorganizados e no grupo controle

Alelos Gendtipos
2592C 2592Tins p 2592C/C 2592C/Tins 2592Tins/Tins  p
Pctes c/ sint. 29 25 0.280 12 5 10 0.023
negativos e
desorg. (n=27)
Pctes s/ sint. 17 25 3 11 7
negativos e
desorg. (n=21)
Analise de residuos do y? p<0.05 p<0.05
Pctes ¢/ sint. 29 25 0.064 12 5 10 0.009
negativos e
desorg (n=27)
Controles 77 123 18 41 41
(n =100)
Anélise de residuos do x? p<0.01 p<0.05
Pctes s/ sint. 17 25 0.948 3 11 7 0.634
negativos e
desorg (n=21)
Controles 77 123 18 41 41
(n=100)

Com o objetivo de verificar se ha relacdo entre a gravidade da esquizofrenia e o
polimorfismo 2592C>Tins, utilizamos um pardmetro farmacoldgico para determinar a
gravidade da doenga. Como a clozapina € uma medicacdo habitualmente reservada para
pacientes com esquizofrenia refrataria as demais classes de antipsicoticos, consideramos
aqueles em uso desta droga como apresentando manifestacdo mais grave da doenga em
relacdo aos usuérios dos demais antipsicoticos.

A comparacdo do grupo de pacientes em uso de clozapina com o dos pacientes
recebendo outro antipsicético, ndo demonstrou qualquer diferenca significativa, tanto na

distribuicdo dos genétipos (y? = 1.106, df = 2, p = 0.575) quanto na freqiiéncia dos alelos
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(y®vates = 1.003, df = 1, p = 0.317). Também quando comparado o grupo de pacientes em
uso de clozapina ao grupo controle ndo houve diferencas: distribuicdo genotipica (x* =
0.939, df = 2, p = 0.625); freqiiéncia alélica (y’vaes = 0.315, df = 1 , p = 0.575). Estes

dados estdo demonstrados na tabela 11.

Tabela 11 - Distribuicdo de alelos e genétipos do polimorfismo 2592C>Tins entre 0s grupos
de pacientes usudarios e ndo usuarios de clozapina e o grupo controle

Alelos Gendétipos

2592C 2592Tins p 2592C/C 2592C/Tins  2592Tins/Tins p
Pctes c/ 27 35 0.317 8 11 12 0.575
clozapina (n=31)
Pctes s/ 56 50 18 20 15
clozapina (n=53)
Pctes ¢/ 27 35 0.575 8 11 12 0.625
clozapina (n=31)
Controles 77 123 18 41 41
(n =100)

* Por motivos clinicos, quatro pacientes de nossa amostra ndo estavam utilizando medicacéo antipsicética no momento da inclusdo no

estudo, por isso foram computados 84 pacientes nestes calculos.

O calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo 2592C>Tins
demonstrou os segintes resultados:
- Estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg os grupos: controle (x* = 1.8009), de
pacientes sem sintomas negativos (x> = 0.1655), de pacientes sem sintomas
desorganizados (y? = 1.2319), de pacientes sem sintomas negativos e desorganizados (x*
= 0.1591), de pacientes com clozapina (y? = 2.4010), de pacientes sem clozapina (y° =

3.1259).
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- N&o estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg os grupos: total de pacientes (3 =
6.5454), de pacientes - excluidos aqueles com transtorno esquizoafetivo (x> = 7.7778), de
pacientes com predominio de sintomas positivos (x> = 5.7234), de pacientes com
sintomas negativos (x*> = 11.9913), de pacientes com sintomas desorganizados (x> =

6.6211), de pacientes com sintomas negativos e desorganizados (y* = 10.6343).

111 - Polimorfismo 263C>T

Referente ao polimorfismo 263C>T, ndo encontramos qualquer significancia na
distribuicdo dos genotipos e na freqiiéncia dos alelos quando comparamos a amostra total
de pacientes com os controles (gen6tipos: y? = 1.772, df = 2, p = 0.412; alelos: yvates =
1.354, df = 1, p = 0.245). O mesmo ocorreu quando aos controles foram comparados o
grupo de pacientes que exclufa aqueles com transtorno esquizoafetivo (genétipos: y* =
1.508, df = 2, p = 0.470; alelos: y?vaes = 1.217, df = 1, p = 0.270) e 0 grupo constituido
exclusivamente pelos pacientes com predominio de sintomas positivos (genétipos: y* =
0.444, df = 2, p = 0.801; alelos: y*vaes = 0.286, df = 1, p = 0.593). Os achados estdo

relacionados na tabela 12.
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Tabela 12 - Distribuicdo de alelos e gen6tipos do polimorfismo 263C>T entre os grupos de
pacientes, de pacientes excluidos os com transtorno esquizoafetivo, de pacientes com
predomimio de sintomas positivos e o grupo controle

Alelos Genotipos

263C  263T p 263C/C 263C/T 263T/T p
Pacientes 145 31 0.245 61 23 4 0.412
(n=288)
Pctes s/ 122 26 0.270 51 20 3 0.470
esquizoafetivos
(n=74)
Pctes ¢/ pred. 101 25 0.593 41 19 3 0.801
sint. positivos
(n=63)
Controles 154 46 60 34 6
(n =100)

* Os valores de p sdo referentes a comparagédo das amostras das linhas em que se encontra ao grupo controle.

Nenhuma significancia estatistica em relacdo ao polimorfismo 263C>T resultou
da confrontacdo dos dados do grupo de pacientes com sintomatologia negativa da doenca,
atualmente ou no passado, tanto com os dados do grupo sem manifestacdo destes
sintomas (genotipos: x? = 0.302, df = 2, p = 0.860; alelos: y’vaes = 0.0, df = 1, p = 1.0),
quanto com os controles (gendtipos: y% = 1.497, df = 2, p = 0.473; alelos: y2vates = 0.851,
df = 1, p = 0.356). O mesmo ocorreu ao se comparar 0 grupo de pacientes sem estes
sintomas ao grupo controle (gen6tipos: x* = 0.933, df = 2, p = 0.627; alelos: ¥vates =

0.655, df = 1, p = 0.418). Resultados demonstrados na tabela 13.
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Tabela 13 - Distribuicdo de alelos e gen6tipos do polimorfismo 263C>T entre os grupos de
pacientes com e sem sintomas negativos e 0 grupo controle.

Alelos Gendtipos

263C 263T p 263C/C 263CIT 263T/T p
Pctes ¢/ sint. 92 20 1.0 39 14 3 0.860
negativos (n=56)
Pctes s/ sint. 53 11 22 9 1
negativos (n=32)
Pctes ¢/ sint. 92 20 0.356 39 14 3 0.473
negativos (n=56)
Controles 154 46 60 34 6
(n=100)
Pctes s/ sint. 53 11 0.418 22 9 1 0.627
negativos (n=32)
Controles 154 46 60 34 6
(n=100)

Na avaliacdo do polimorfismo 263C>T em relacdo a presenca de sintomas
desorganizados da esquizofrenia, nossos dados ndo demonstram significancia na
comparagdo dos grupos de pacientes com e sem esta sintomatologia (genétipos: y? =
0.877, df = 2, p = 0.645; alelos: y?vates = 0.568, df = 1, p = 0.451). Resultado que se
repetiu na comparacdo do grupo com sintomas desorganizados ao grupo controle
(gendtipos: * = 2.365, df = 2, p = 0.307; alelos: y’vaes = 1.951, df = 1, p = 0.163) e do
grupo sem estes sintomas ao grupo controle (gendtipos: x? = 0.569, df = 2, p = 0.753;
alelos: y%vaes = 0.197, df = 1, p = 0.657). Na tabela 14, est&o os dados referentes ao acima

exposto.
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Tabela 14 - Distribuicdo de alelos e gen6tipos do polimorfismo 263C>T entre os grupos de
pacientes com e sem sintomas desorganizados e o grupo controle.

Alelos Gendtipos

263C 263T p 263C/C 263CIT 263T/T p
Pctes ¢/ sint. 65 11 0.451 28 9 1 0.645
desorg. (n=38)
Pctes s/ sint. 80 20 33 14 3
desorg. (n=50)
Pctes ¢/ sint. 65 11 0.163 28 9 1 0.307
desorg (n=38)
Controles 154 46 60 34 6
(n=100)
Pctes s/ sint. 80 20 0.657 33 14 3 0.753
desorg (n=50)
Controles 154 46 60 34 6
(n=100)

Ao compararmos 0 grupo constituido pelos pacientes com historia de sintomas
negativos e desorganizados da esquizofrenia ao grupo de pacientes sem histdria destes
sintomas, nenhum resultado com significancia estatistica foi encontrado (gendtipos: x> =
0.058, df = 2, p = 0.810; alelos: y?vates = 0.048, df = 1, p = 0.827). Também na
comparacdo do grupo de pacientes com historia de sintomas negativos e desorganizados
ao grupo controle (gendtipos: 2 = 2.718, df = 2, p = 0.257; alelos: y2vates = 2.022, df = 1,
p = 0.155) e do grupo de pacientes sem estes sintomas ao grupo controle (genétipos: y* =
1.388, df = 2, p = 0.499; alelos: y>vaes = 0.486, df = 1, p = 0.486) nenhum resultado
estatisticamente significativo foi encontrado. As distribuicGes alélicas e genotipicas estéo

na tabela 15.
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Tabela 15 - Distribuicdo de alelos e gendtipos do polimorfismo 263C>Tins nos grupos de
pacientes com e sem sintomas negativos e desorganizados e no grupo controle

Alelos Genotipos
263C  263Tins p 263C/C 263C/Tins 263Tins/Tins p
Pctes ¢/ sint. 47 7 0.827 20 7 0 0.810
negativos e
desorg. (n=27)
Pctes s/ sint. 35 7 14 7 0
negativos e
desorg. (n=21)
Pctes ¢/ sint. 47 7 0.155 20 7 0 0.257
negativos e
desorg (n=27)
Controles 154 46 60 34 6
(n=100)
Pctes s/ sint. 35 7 0.486 14 7 0 0.499
negativos e
desorg (n=21)
Controles 154 46 60 34 6
(n=100)

Novamente utilizando o uso de clozapina como parametro para gravidade da

esquizofrenia, relacionamos os dados encontrados com o polimorfismo 263C>T.

Ao se comparar 0s usuarios de clozapina aqueles em uso de outro antipsicético
(genétipos: y2 = 1.413, df = 2, p = 0.493; alelos: y’vaes = 1.028, df = 1, p = 0.311) e ao
grupo controle (gendtipos: 2 = 0.036, df = 2, p = 0.982; alelos: y*vaes = 0.0, df = 1, p =
1.0), nenhuma diferenca estatistica foi detectada. O mesmo resultou da comparacédo do
grupo de pacientes usuarios de outros antipsicoticos que ndo a clozapina ao grupo
controle (gendtipos: y? = 2.803, df = 2, p = 0.246; alelos: y?vaes = 2.213, df = 1, p =

0.137).

Os achados de distribuicdo genotipica e alélica relacionados a gravidade da

esquizofrenia sdo apresentados na tabela 16.
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Tabela 16 — Distribuicao de alelos e gen6tipos do polimorfismo 263C>T entre os grupos de
pacientes usuarios e ndo usudrios de clozapina e o grupo controle.

Alelos Gendétipos

263C  263T p 263C/C 263CIT 263T/T p
Pctes c/ 48 14 0.311 19 10 2 0.493
clozapina (n=31)
Pctes s/ 90 16 39 12 2
clozapina (n=53)
Pctes ¢/ 48 14 1.0 19 10 2 0.982
clozapina (n=31)
Controles 154 46 60 34 6
(n=100)
Pctes s/ 90 16 0.137 39 12 2 0.246
clozapina (n=53)
Controles 154 46 60 34 6
(n=100)

* Por motivos clinicos, quatro pacientes de nossa amostra ndo estavam utilizando medicacéo antipsicética no momento da inclusdo no
estudo, por isso foram computados 84 pacientes nestes calculos.

O calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo 263C>T
demonstrou que todos os grupos em estudo estavam em equilibrio, com 0s seguintes
resultados: grupo total de pacientes (x* = 0.8702), grupo controle (yx? = 0.1607), grupo de
pacientes — excluidos aqueles com tr. esquizoafetivo (y* = 0.3305), grupo de pacientes
com predominio de sintomas positivos (x> = 0.1695), grupo de pacientes com sintomas
negativos (x> = 1.2237), grupo de pacientes sem sintomas negativos (3> = 0.0046), grupo
de pacientes com sintomas desorganizados (y* = 0.0714), grupo de pacientes sem
sintomas desorganizados (3> = 0.7812), grupo de pacientes com sintomas negativos e
desorganizados (x> = 0.5989), grupo de pacientes sem sintomas negativos e
desorganizados (32 = 0.8399), grupo de pacientes com clozapina (x* = 0.1856), grupo de

pacientes sem clozapina (x? = 0.7213).
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DISCUSSAO

No presente estudo, relacionamos os polimorfismos 263C>T e 2592C>Tins do
gene do receptor A2A de adenosina com o diagnostico, os sintomas positivos, 0s
sintomas negativos, os sintomas desorganizados e a gravidade da esquizofrenia. Nossos
resultados demonstraram associagOes entre a doenca e o polimorfismo 2592C>Tins, mas
ndo com o polimorfismo 263C>T.

Em relagdo ao polimorfismo 2592C>Tins, encontramos evidéncias de uma
associacdo entre a manifestagdo da variante alélica 2592C e a ocorréncia da
esquizofrenia, além de uma tendéncia, principalmente quando excluidos os portadores do
transtorno esquizoafetivo de nossa amostra, de o genétipo 2592C/C estar ligado a
etiologia genética desta patologia. Achados semelhantes resultaram do estudo do grupo
de pacientes com predominio de sintomas positivos da doenca.

Mesmo em pequenas amostras de pacientes com manifestacdo de sintomas
negativos (n = 56) e de sintomas desorganizados (n = 38) ao longo do curso da
esquizofrenia, verificamos uma associacdo destes grupos sintomaticos ao genotipo
2592C/C. Entre estes sintomas, 0 que se mostrou mais fortemente relacionado a este
gendtipo foram os sintomas negativos da patologia, havendo diferenca estatisticamente
significativa inclusive entre os grupos de pacientes com e sem estas manifestacGes.
Interessantemente, esta associacdo do genotipo 2592C/C aos sintomas negativos e
desorganizados fica ainda mais forte ao selecionarmos um grupo de pacientes com ambas

manifestacdes (negativos/desorganizados) ao longo da doencga (n = 27).
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Contrariamente ao gen6tipo 2592C/C, nossos resultados sugerem que 0 genotipo
2592C/Tins seja protetor contra 0s sintomas negativos da esquizofrenia, pois
comparativamente aos pacientes com esta sintomatologia, ele ocorre com freqliéncia
significativamente maior entre os pacientes sem estas manifestacbes. N&do ha diferenca
entre 0 grupo de pacientes sem 0s sintomas negativos e o0 grupo controle quanto as
freqUéncias deste genotipo. Em relagdo aos sintomas desorganizados isoladamente, em
nossa amostra os resultados ndo sugerem papel protetor ao genétipo 2592C/Tins.
Comparando-se 0 grupo de pacientes que manifestaram tanto sintomas negativos quanto
desorganizados da esquizofrenia com 0 grupo de pacientes que jamais apresentou
qualquer destes sintomas e com os controles, o0 genotipo 2592C/Tins foi estatisticamente
mais frequente entre estes dois Ultimos grupos, sugerindo papel protetor a este genétipo
em relagéo aos sintomas negativos/desorganizados da patologia.

Relativamente ao genotipo 2592Tins/Tins, nenhuma diferenca foi observada nas
avaliacdes dos varios grupos em estudo.

Quanto a gravidade da doenca, os pacientes usuarios de clozapina ndo diferiram
daqueles em uso de outro antipsicotico e dos controles quanto as frequéncias alélicas e
genotipicas dos polimorfismos em estudo. Consideramos 0s usuarios de clozapina como
portadores de manifestacbes mais graves da esquizofrenia, pelo fato de a clozapina ser
geralmente reservada para pacientes previamente refratdrios a outras classes de
antipsicoticos. Porém, ndo mensuramos a gravidade da doenca através de nenhum outro
parametro clinico ou farmacoldgico. Portanto, os polimorfismos estudados podem néo

estar relacionados a gravidade da esquizofrenia, como sugerem nossos resulatados, ou 0s
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usuarios de clozapina podem nao representar fidedignamente o grupo de pacientes com
manifestacdo mais grave da patologia em nossa amostra.

Alguns dos grupos do estudo ndo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg em
relacdo ao polimorfismo 2592C>Tins, enquanto para o polimorfismo 263C>T, todos 0s
grupos estudados encontram-se em equilibrio genético. Interessantemente, 0s grupos que
ndo estdo em equilibrio para o polimorfismo 2592C>Tins sdo exatamente aqueles grupos
de pacientes em que encontramos associacdo do genotipo 2592C/C ou da variante alélica
2592C com a doenga ou com seus sintomas caracteristicos. Este achado sugere que a
esquizofrenia, ou principalmente seus sintomas negativos e desorganizados, sejam 0S
fatores que interferem nas frequéncias genotipicas esperadas para esta populagéo,
refor¢ando sua associa¢do com o gendtipo 2592C/C.

Antes de qualquer ponderagdo, devemos considerar que um polimorfismo
somente pode ser considerado clinicamente relevante se determina alteracdo da estrutura
e funcdo ou do nivel de expressdo da proteina codificada pelo gene em que ocorre.
Alsene et al., 2003, demonstraram que o polimorfismo 2592C>Tins ocorre em regido que
se mantém preservada em diferentes espécies, e que este polimorfismo esta situado em
uma regido de curvatura do DNA, evidéncias as quais sugerem que o polimorfismo
2592C>Tins tenha uma relevancia funcional. Uma vez indicada sua provavel
funcionalidade, relataram que esta esteja possivelmente relacionada a variacbes na
expressao do A2AR, pois o polimorfismo se localiza em regido regulatoria (3’UTR) do
gene que codifica este receptor de adenosina. Porém, evidéncia mais robusta neste
sentido se faz necessaria. No mesmo estudo, os autores observaram ainda que o

polimorfismo 2592C>Tins esta em desequilibrio de ligacdo com um polimorfismo
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situado na regido codificadora do gene, o polimofismo 1976C>T, o que poderia
determinar, além de alteracGes da expressdao do receptor A2A, também modificagdes em
sua estrutura e fungdo. No entanto, até 0 momento néo se evidenciou relevancia funcional

para este segundo polimorfismo.

Baseados em trabalho demonstrando que o gendtipo 1976T/T seria mais freqtiente
em pessoas com o transtorno do panico [Deckert et al., 1998], patologia do espectro da
ansiedade, Alsene et al., 2003, em seu estudo anteriormente citado, verificaram relacéo
dos polimorfismos 1976C>T e 2592C>Tins com a ansiedade induzida pela cafeina
(antagonista A2AR), em que o0s geno6tipos 1976T/T e 2592Tins/Tins predisporiam 0s
humanos a esta sintomatologia. Os autores propuseram que essa caracteristica talvez
decorresse de alteracGes na expressdo dos A2AR, 0 que tornaria os portadores destes
genotipos mais suscetiveis a ansiedade induzida por cafeina, bastando baixas doses da
substancia para desencadear este efeito. E interessante ressaltar que Lucas et al., 1990,
ndo observaram inducdo de ansiedade pela cafeina, com dose Unica de 10mg/kg, em
pacientes com esquizofrenia, demonstrando que estes pacientes sdo pouco sensiveis ao
efeito ansiogénico da substancia. A partir destes dados, podemos supor que o fato de a
variante 2592C ser mais frequente entre os esquizofrénicos, como detectado em nossa
amostra, poderia ser um fator genético responsavel, ao menos em parte, pela menor
predisposicao aos efeitos ansiogénicos da cafeina entre estes pacientes.

Lucas et al., 1990, também verificaram que sob efeito da cafeina os pacientes com
esquizofrenia apresentavam significativa piora dos sintomas de desorganizacdo de
pensamento e linguagem, demonstrando a influéncia que o sistema adenosinérgico pode

exercer em sintomas tipicos da doenca. Se a expressdo dos A2AR estiver alterada
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naqueles com o geno6tipo 2592C/C, a adenosina podera estar menos atuante, com o que 0S
sintomas desorganizados da esquizofrenia se manifestariam com maior freqtiéncia. 1sso é
condizente com nosso achado de o gendtipo 2592C/C ocorrer mais comumente em
esquizofrénicos com sintomas desorganizados do que em pessoas sem historico préprio e
familiar de doenga psiquiatrica.

Alguns estudos atribuem funcdo neuroprotetora aos agonistas A2AR, porém
achados mais contundentes tém sido relatados no sentido de o efeito neuroprotetor em
que os receptores A2A estariam envolvidos decorrer da acdo de antagonistas destes
receptores, havendo ainda uma interagdo dos A2AR com os AlR, através da qual o
antagonismo A2AR potencializaria o efeito neuroprotetor via A1R [Wardas, 2002]. A par
disto, supomos que as alteragdes genotipicas e alélicas do polimorfismo 2592C>Tins no
gene que codifica o receptor A2A da adenosina, relacionadas a esquizofrenia em nosso
estudo, possivelmente interfiram no efeito neuroprotetor ou modulador em que estéo
envolvidos os receptores adenosinérgicos. Uma expressao alterada dos A2AR poderia
causar interferéncia direta na atividade neuroprotetora via este receptor, repercutindo
também na neuroprotecdo mediada pelos A1R. O prejuizo desta atividade neuroprotetora
em portadores do gendtipo 2592C/C ou da variante alélica 2592C poderia ser um dos
fatores envolvidos na esquizofrenia, mais particularmente nos sintomas negativos e
desorganizados desta enfermidade.

No entanto, o achado que consideramos mais interessante em nosso estudo foi o
de que pacientes com sintomas negativos e desorganizados da doenca diferem
marcadamente dos pacientes sem esta sintomatologia e do grupo controle guanto as

manifestacdes genotipicas do polimorfismo 2592C>Tins, com uma representatividade
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aumentada do gendtipo 2592C/C e diminuida do 2592C/Tins nos pacientes com estes
sintomas. Também relevante é o fato de as freqiiéncias destes gendtipos ndo diferirem
entre os pacientes sem sintomatologia negativa e desorganizada e 0s controles,
reforcando a idéia de serem estes sintomas os responsaveis pelas diferengas genotipicas
observadas em nossa amostra. Em 1962, Meehl propds o conceito da esquizotaxia, o qual
foi revisto por Faraone et al., 2001, conferindo aos sintomas negativos e cognitivos um
papel central na esquizofrenia, e a sua presenca uma maior suscetibilidade genética a
doenca. Nossos resultados sugerem que o polimorfismo 2592C>Tins do gene que
codifica o receptor A2A de adenosina, através de uma representatividade aumentada do
gendtipo 2592C/C e diminuida do gendtipo 2592C/Tins, possa ser um dos fatores
genéticos determinantes para a esquizotaxia. Esta, por sua vez, tornaria o individuo
predisposto a desenvolver esquizofrenia a partir de influéncias ambientais, como
infecgdes virais, hipdxia [Bullmore et al., 1997], deficiéncia de vitamina D [McGrath et
al., 2004] e hipoglicemia durante o periodo gestacional, no parto ou no periodo neonatal.
No Unico estudo de que temos conhecimento em que polimorfismos do gene do
receptor A2A de adenosina foram investigados em pacientes com esquizofrenia, Deckert
et al., 1998, ndo encontraram qualquer correlacdo entre os polimorfismos e a doenca.
Embora tenham investigado o polimorfismo 1976C>T que, conforme o estudo de Alsene
et al., 2003, estaria ligado ao polimorfismo 2592C>Tins, esse Ultimo, assim como o
263C>T, ndo foi investigado por Deckert et al., 1998, na amostra de esquizofrénicos,
dificultando a comparacdo com o0s nossos resultados. Outra limitacdo importante para a

comparacdo entre os estudos é o fato de Deckert et al.,1998, ndo terem dividido os
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pacientes conforme a sintomatologia apresentada para associagdo com os polimorfismos
estudados.

E importante considerarmos algumas limitacdes de nosso estudo. Nossa amostra é
relativamente pequena para analise genotipica; e contém alguns pacientes com transtorno
esquizotipico, por isso, fizemos um grupo mais homogéneo de pacientes excluindo
aqueles com este diagnostico. Visando investigar a associacdo dos polimorfismos em
estudo aos grupos sintomaticos da esquizofrenia, criamos subgrupos entre 0s pacientes,
tornando a amostra ainda menor, o que facilita que os achados sejam ao acaso. No
entanto, consideramos o fato de todos os pacientes terem sido selecionados através de
entrevista diagndstica semi-estruturada (SCID 1), o que limitou o tamanho da amostra,
essencial para que esta seja verdadeiramente constituida por aqueles que, segundo
diretrizes atualmente vigentes, preencham os critérios para esquizofrenia. Consideramos
a presenca de sintomas negativos e desorganizados conforme avaliacdo no momento da
entrevista e pelo relato fornecido pelos pacientes e seus responsaveis. Como 0s pacientes
estavam em tratamento e ndo os acompanhamos longitudinalmente, em alguns casos a
identificacdo desta sintomatologia pode ter sido prejudicada, embora se saiba que as
medicacdes atualmente disponiveis sejam particularmente eficazes no controle dos
sintomas positivos da esquizofrenia, com menor repercussdo sobre as manifestacdes

negativas e desorganizadas da doenca.
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CONCLUSAO

Nossos resultados preliminares, que necessitam replicagdo em amostras maiores e
por outros grupos de pesquisadores, sugerem que o polimorfismo 2592C>Tins do gene
do receptor A2A de adenosina, e ndo o polimorfismo 263C>T do mesmo gene, esteja
associado a esquizofrenia, reforgando a hipdtese de que o sistema adenosinérgico esteja
envolvido na fisiopatologia da doenca. Mais especificamente, este estudo sugere que 0
gendtipo 2592C/C predisponha a esquizotaxia, enquanto o genotipo 2592C/Tins seja
protetor contra esta sindrome, a qual é referida como central no desenvolvimento da

esquizofrenia.
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Anexo

QUESTIONARIO PARA CONTROLES

Dados de identificacéo:

Idade: Sexo: Etnia:
Profisséo:

Naturalidade:

Procedéncia:
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Historia médica:
1- O senhor(a) esté ou ja esteve em tratamento por alguma doenca psiquiatrica?

()sim ( ) nao

2- Seus pais ou irmdos ja apresentaram algum transtorno psiquiatrico (esquizofrenia,
depressdo, transtrono bipolar, deméncia, alcoolismo, suicidio,....)?

()sim () néo ( ) n&o sei informar

3- O senhor(a) tem alguma doenga cronica (pressao alta, diabetes, cancer,...)?
()sim ( ) ndo

Se sim, qual?
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